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Varijabilnost genoma humanog virusa Parvovirus B19

(Parvoviridae, Erythrovirus)

Rezime:

Uvod: Infekcija parvoB19 virusom koja se prenosi respiratornim i vertikalnim
putem, ali i preko zaraZene krvi i krvnih derivata, moZe predstavljati ozbiljan
zdravstveni problem za rizi¢ne grupe pacijenata. Ovaj, po dimenzijama mali DNK
virus bez omotaca je vrlo otporan na standardne tehnike inaktivacije virusa u
proizvodnji derivata krvi, a pouzdanu dijagnostiku oteZava varijabilnost genomske
sekvence virusa. Odredivanje karakteristika nukleotidnih sekvenci izolata B19
virusa od znacaja je za razvoj dijagnosti¢kih metoda i daje uvid u puteve nastanka i
odrZavanja genomske varijabilnosti B19 virusa. Cilj ovog rada bio je da se odredi
ucestalost B19 virusa kod dobrovoljnih davalaca krvi i kod pacijenata sa sumnjom
na B19 infekciju i da se na osnovu molekularno genetskih karakteristika dobijenih
genomskih sekvenci, a u poredenju sa genomskim sekvencama dostupnim u
bazama podataka, odredi evolutivna dinamika varijabilnosti parvoB19 virusa i
filogenetski i filogeografski odnosi ispitivanih B19 izolata.

Metode: Uzorci plazme dobrovoljnih davalaca i plazme i krvi pacijenata sa
sumnjom na B19 infekciju analizirani su na prisustvo B19 DNK primenom lancane
reakcije polimeraze (PCR), kako metodama iz literature tako i razvijenom
internom metodom. Za uzorke sa detektovanim B19 genomom, direktnim
nukleotidnim sekvenciranjem odredena je genomska sekvenca. Bioinformatickom
analizom u odnosu na genomske sekvence B19 virusa dostupne u bazama
podataka odreden je genotip izolovanih virusnih genoma, evolutivni pritisci na
osnovu odnosa nesinonimnih i sinonimnih zamena (dN/dS) za nukleotidne
sekvence koje kodiraju virusne proteine, kao i geneticke distance i filogenetski
odnosi B19 izolata dobijenih u Srbiji u odnosu na izolate iz drugih geografskih
regija.

Rezultati: Za 5 izolata iz Srbije, utvrdena je sekvenca B19 genoma u regiji
kompletne cDNK. Iz baze podataka izdvojeni su i analizirani izolati sa poznatom
sekvencom u regiji kompletne ili skoro kompletne cDNK, kojih je do 2012. godine

bilo ukupno 146, od toga 117 genotipa 1. Analizom odnosa dN/dS za virusne



proteine na osnovu veceg broja nukleotidnih sekvenci u odnosu na dosadasnje
literaturne podatke procenjen je uticaj pozitivne i1 negativne selekcije na
varijabilnost virusnog genoma. Odredene su geneticke distance i filogenetski
odnosi u okviru populacije izolata iz Srbije, i u odnosu na druge izolate Cije su
genomske sekvence dostupne u nukleotidnim bazama podataka.

Zaklju¢ak: Na osnovu rezultata ove studije potvrdeno je prisustvo B19 genotipa 1 u
humanoj populaciji Srbije i odredena genomska sekvenca izolata. Utvrdeno je da
su rekombinacije kod B19 virusa redak dogadaj, Sto ukazuje na to da su manje
vaZan mehanizam u evoluciji B19 virusa. Analizom dobijenih genomskih sekvenci i
sekvenci iz baza podataka potvrdeno je dominantno delovanje negativne selekcije
(p=0.05) na varijabilnost kodiraju¢ih sekvenci i to izraZenije za glavne virusne
proteine (VP1, VP2 i NS1), i slabije izraZzeno za male virusne proteine (7.5 kDa, 11
kDa, protein X). Zamena F554L (NS1 gen: C2276T) u sekvenci NS1 proteina
fiksirana je u populaciji izolata iz Srbije a na kodonu 554 utvrdeno je delovanje
pozitivne selekcije (p=0.095). Na osnovu filogenetske analize cDNK dobijenih
izolata i 117 izolata iz razliCitih delova sveta Klasterizacija B19 virusa u okviru
genotipa 1 je nezavisna od geografskog porekla izolata. Do sada je u grupi DNK
humanih virusa, samo za hepatitis B virus (HBV), genotip D, filogeografska analiza
kopletnih genoma pokazala jasnu klasterizaciju na osnovu geografskog porekla.
Visok nivo geneticke distance izmedu dva izolata B19 iz Srbije uzeta od istog
pacijenta u razmaku od godinu dana, ukazuje na postojanje koinfekcije sa najmanje
dve kvazivrste B19 virusa od kojih jedna kvazivrsta seleksionisana kao

dominantna u toku pokazane perzistentne infekcije.

Kljuéne reci: parvovirus B19, genomska varijabilnost, virusni genotipovi,
nukleotidna distanca, filogenetski i filogeografski odnosi

Naucna oblast: Biologija

UZa nauéna oblast: Molekularna virusologija

UDK broj: 578.522 : [578.827 : 611/612] (043.3).



Genome variability of Human Parvovirus B19 (Parvoviridae,
Erythrovirus)

Abstract:
Background: Parvovirus B19 infection, being transmitted via the respiratory

route, vertically from mother to fetus as well as through blood-derived products
administered parenterally, can represent a serious health problem for risk
patients groups. This small non-enveloped DNA virus is extremely resistant to
standard viral inactivation techniques, while a reliable diagnosis is challenged by
the virus genome sequence variability. Characterization of B19 isolates nucleotide
sequences is valuable for development of diagnostic methods, and it gives an
insight into the genesis and maintenance of the B19 virus genome variability.

Aim of this thesis was to determine the frequency of B19 viremia in voluntary
blood donors and in patients with the B19 infection symptoms, investigate the
level and evolutionary dynamics of the B19 genome variability as well as to
examine phylogenetic and phylogeographic relations of the B19 genomes obtained
in Serbia with the isolates from the other parts of the world on the bases of the
almost complete B19 cDNA sequences.

Methods: Plasma samples of the voluntary blood donors, and plasma and blood
samples of the B19 infection suspected patients were analysed for the B19 DNA
presence by the polymerase chain reaction (PCR), using the methods described in
the literature as well as internally developed method. For the B19 genome positive
samples genome sequences were determined by direct sequencing. Bioinformatic
analysis was performed by using the generated data as well as the database
information in order to determine a genotype of the isolated genomes,
evolutionary pressures (based on dN/dS ratio) for virus protein coding sequences,
and genetic distances and phylogenetic relations of the B19 isolates from Serbia
compared to the other geographic regions.

Results: For 5 isolates from Serbia, the B19 genome sequence was determined for
the complete cDNA. Database isolates with the known, complete or almost complete
cDNA, available until the end of 2012 (146 isolates in total, out of which 117 were

genotype 1) were chosen and used for the analysis. Positive and negative selection



influence for the virus protein coding sequences was determined by the dN/dS ratio
analysis by using larger data set than described in the literature so far. Genetic
distances and phylogenetic relations were determined within Serbian population,
as well as in comparison to the other populations with the known B19 genome

sequence available in the nucleotide database.

Conclusions: Based on the results of this study, B19 genotype 1 presence was
confirmed in the population of Serbia, and the genome sequence of viral isolates
was determined. It was shown that the recombination events for the B19 virus
were rare and therefore less significant mechanism in the B19 virus evolution.
Analysis of the isolates from Serbia and database sequences confirmed the
dominant effect of the negative selection (p=0.05) on coding sequences, with the
effect more pronounced for major virus proteins (VP1, VP2 and NS1), and less
pronounced for the small virus proteins (7.5 kDa, 11 kDa, protein X), respectively.
F554L substitution (NS1 gene: C2276T) in the NS1 protein sequence is fixated in
Serbian B19 population, and for the codon 554, the positive selection (p=0.095) is
confirmed. Based on the phylogenetic analysis of cDNA of the obtained isolates
and 117 isolates from different parts of the world, clusterization within the B19
genotype 1 is geographically independent. Up to now, in the group of the human
DNA viruses, the pronounced geographical clusterization is demonstrated for the
genotype D3 of the hepatitis B virus (HBV), by the phylogeographic analysis of
the complete genome sequences. High value of the genetic distance demonstrated
in comparison of two samples taken from the same patient one year apart
suggests co-infection with at least two quasispecies of the B19 virus, one of which

was selected as dominant during the demonstrated persistent infection.

Keywords: Parvovirus B19, Genome variability, Virus genotypes, Nucleotide

distance, Phylogenetic and Phylogeographic relations

Scientific field: Biology
Special topic: Molecular virology
UDC number: 578.522 : [578.827 : 611/612] (043.3).
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1 Uvod

Parvovirus B19 su sasvim slucajno otkrili Cossart i saradnici 1974. godine, kada je
jedan od uzoraka dobrovoljnog davaoca krvi (oznacen brojem 19 u panelu B)
pokazao neuobicajene rezultate u testu na hepatitis B antigen (Cossart i sar., 1975).
Elektronska mikroskopija je u tom uzorku pokazala prisustvo cestica veli¢ine
23nm koje su li¢ile na do tada opisane Zivotinjske parvoviruse. Osnovne
karakteristike virusa ukazivale su na pripadnost familiji Parvoviridae, a tek nakon
1980. godine su neki od karakteristicnih simptoma povezani sa prisustvom B19
virusa kod pacijenata - porast telesne temperature, prolazna aplasti¢na kriza kod
pacijenata sa anemijom srpastih celija, kao i karakteristican osip Erythema
infectiosum (Shneerson i sar., 1980; Pattinson i sar., 1981, Anderson i sar., 1984).
Medunarodni komitet za taksonomiju virusa (International Committee on
Taxonomy of Viruses) je ovom virusu 1985. godine i zvani¢no dodelio ime B19,

svrstavajuci ga u familiju Parvoviridae (Siegl i sar., 1985).

1.1 Taksonomija

1.1.1. Familija Parvoviridae

Na osnovu morfoloskih i funkcionalnih karakteristika u taksonomiji virusa
definisana je familija Parvoviridae, u koju spadaju neki od najmanjih do skora
poznatih DNK virusa. Ime familije potice od latinske rec¢i parvum, $to znaci mali.
Genom virusa iz familije Parvoviridae je linearni molekul jednolancane DNK
(Heegaard i Brown, 2002; Tattersall, 2006), uglavnom duZine 4 do 6 kb koji na oba
kraja sadrzi palindromske sekvence koje formiranjem strukture ukosnica
omogucavaju replikaciju virusne DNK. Pripadnici familije Parvoviridae imaju
proteinski kapsid bez lipidnog omotaca a nije poznato da su virusni proteini
glikozilovani (Tattersall, 2006). Parvoviridae su virusi koji napadaju Zivotinjske
¢elije pa se na osnovu domacina i dele u dve podfamilije — Parvovirinae, virusi ¢iji
su domacdini ki¢menjaci, i Densovirinae, ¢iji su domacini insekti i zglavkari

(Tattersall i sar., 2005).



1.1.2. Podfamilija Parvovirinae

Organizacija genoma svih pripadnika podfamilije Parvovirinae je sli¢na (Tattersall,
2006). Izmedu palindromskih sekvenci najces¢e se nalaze dva otvorena okvira
Citanja (eng. Open Reading Frame - ORF), za nestrukturni protein i za proteine
kapsida. Neki virusi iz ove subfamilije imaju i dodatne manje okvire c¢itanja (Astell i
sar., 1983; Srivastava i sar.,1983; Ozawa i sar., 1987). Zavisno od virusa postoje
jedan, dva ili tri promotora za transkripciju iRNK, neki virusi su autonomni a
nekima je neophodna koinfekcija sa drugim virusima kako bi kompletirali Zivotni
ciklus. Na osnovu razli¢itih karakteristika i filogenetske analize pripadnici
podfamilije Parvovirinae podeljeni su u pet rodova: Parvovirus, Erythrovirus,
Dependovirus, Amdovirus i Bocavirus (ICTV - The Universal Virus Database, version
4.; Tattersall i sar., 2005; Tattersall, 2006, Tabela 1.1). U okviru ove teze od

interesa je rod Erythrovirus, koji ¢e biti detaljnije opisan.

Tabela 1.1 Taksonomija u okviru familije Parvoviridae.

Podfamilija: Densovirinae (4 roda)

Rod: Brevidensovirus (2 vrste)
Rod: Densovirus (2 vrste)
Rod: Iteravirus (1 vrsta)
Rod: Pefudensovirus (1 vrsta)

Podfamilija: Parvovirinae(5 rodova)

Rod: Amdovirus (1 vrsta)
Rod: Bocavirus (2 vrste)
Rod: Dependovirus (12 vrsta)
Rod: Parvovirus (12 vrsta)
Rod: Erythrovirus (4 vrste)

Vrsta: Pig-tailed macaque parvovirus
Vrsta: Rhesus macaque parvovirus
Vrsta: Simian parvovirus

Vrsta: Human parvovirus B19

Preuzeto sa sajta International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV),
http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp



http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp

1.1.3. Rod Erythrovirus

Humani parvovirus B19 je prvi otkriveni i ujedno i tipi¢an predstavnik roda

Erythrovirus.

lako humani parvovirus B19 ima neke osnovne karakteristike familije
Parvoviridae (jednolanc¢anu DNK male duZine sa terminalnim ponovcima) ima i
neke karakteristike koje se razlikuju od do tada poznatih pripadnika ove familije.
Genom B19 virusa ima identicne terminalne ponovke koji su znatno duZi u odnosu
na terminalne ponovke drugih parvovirusa (Deiss i sar., 1990), samo jedan
promotor i dva alternativna mesta za terminaciju transkripcije (Doerig i sar., 1987;
Ozawa i sar., 1987). Filogenetska analiza je pokazala udaljenost u odnosu na do
tada poznate rodove Parvovirus i Dependovirus pa je definisan novi rod,
Erythrovirus, koji je dobio naziv zbog izrazitog tropizma B19 virusa za celije
eritroidne loze (Tattersall, 2006). U pocetku je B19 bio jedini virus u ovom rodu, ali
su kasnije u njega svrstani i virusi koji inficiraju druge primate, kao $to su Simian
parvovirus (O'Sullivan i sar., 1994), Rhesus macaque parvovirus i Pig-tailed

macaque parvovirus (Green i sar., 2000).

Dugo je B19 smatran jedinim humanim patogenom familije Parvoviridae, ali su
kasnije otkriveni i drugi: humani bocavirus HBoV, (Allander i sar. 2005),
parvovirus 4 PARV4, (Jones i sar., 2005) i sli¢na varijanta parvovirus 5 PARV5

(Fryerisar., 2006). O ovim virusima do sada postoji jako malo podataka.

1.2 Struktura B19 virusa

1.2.1. Grada viriona

Virion B19 je jednostavne strukture i Cine ga kapsid u Ciji sastav ulaze samo dva
proteina i molekul jednolan¢ane DNK (pozitivan ili negativan lanac). Virusne

Cestice su bez omotaca, pre¢nika 22-24nm i oblika ikosaedra (Slika 1.1).

Molekulska teZina B19 viriona je oko 5.6x103 kDa, od Cega je oko 80% proteina i

oko 20% DNK. Virion se sastoji od 60 molekula VP1 (virusni protein 1) ili VP2
3



(virusni protein 2) proteina (Heegaard i Brown 2002). VP2 je glavni protein
kapsida, tezine oko 58 kDa i ¢ini oko 96% proteina kapsida (Ozawa i Young, 1987).
VP1 je ,produZena varijanta“ proteina VP2, poSto sadrzi dodatnih 227
aminokiselina (ak) na N-terminusu - tzv. VP1u region (VP1 jedinstveni region, eng.
VP1 unique,). Postoje podaci da se VP1u region proteina nalazi na spoljas$njosti
zrele virusne cestice (Rosenfeld i sar., 1992; Kawase i sar., 1995), ali su noviji
podaci pokazali da se VP1u region ,izlaZe“ na povrsini viriona tek nakon vezivanja
viriona za receptore na Celiji (Ros i sar., 2006). Za razliku od drugih parvovirusa na
povrsini kapsida na elektronskim mikrografijama nisu uoceni karakteristicni Siljci

na uglovima ikosaedra.

' Human parvovirus B19
DB: 1s58

Slika 1.1 Struktura humanog parvovirusa B19
Protein Data Bank (PDB) kod 1s58 (Kaufmann i sar., 2004, preuzeto sa sajta
http://www.virology.wisc.edu/virusworld /viruslist.php?virus=b19)

Male dimenzije, jednostavna struktura i nedostatak omotaca ¢ine B19 izuzetno
otpornim na uobicajene metode za inaktivaciju virusa - stabilan je na 56°C do 60
minuta, u pH opsegu od 3 do 9, nije osetljiv na tretman lipidnim rastvarac¢ima i
prolazi kroz filtere uobiCajenih dimenzija pora. Virus se moZe inaktivirati

formalinom, B-propiolaktonom i gama zracenjem (Heegaard i Brown 2002).


http://www.virology.wisc.edu/virusworld/viruslist.php?virus=b19

1.2.2 Organizacija genoma B19 virusa

Genom B19 virusa je jednolanc¢ana DNK duZzine 5596 nukleotida (nt). Kodirajuci
deo ¢ini 4830 nt, a genom je sa svake strane ogranicen sa po 383 nt koja ulaze u
sastav terminalnih sekvenci (TS). Terminalne sekvence imaju palindromsku
strukturu i mogu formirati strukturu ukosnice koja ima ulogu prajmera za sintezu

komplementarnog lanca $to omogucava replikaciju genoma.

Sve pozicije nukleotida u genomu B19 u daljem tekstu bi¢e navedene u

odnosu na referentnu sekvencu, AY386330/NC_000883, Zhi i sar., 2004.

U genomu B19 virusa otvoreni okviri Citanja nalaze se samo na minus (-) lancu
DNK, tako da se na 3’-kraju genoma, sa leve strane, nalazi ORF za nestrukturni
protein 1 (NS1), a sa desne strane, na 5’-kraju genoma, ORF za proteine kapsida,
VP1i VP2 (Cotmore i sar., 1986; Ozawa i sar., 1987; Ozawa i sar., 1988). Pored ova
dva glavna okvira citanja, uoCena su i tri manja ORF-a: jedan za 7,5kDa protein,
jedan za 11 kDa protein, dok za tre¢i manji ORF nije joS uvek dokazano da dovodi
do sinteze proteina. Na Slici 1.2 ovaj segment oznacen je znakom pitanja, a u
literaturi se citira i kao “protein X” (Servant i sar., 2002., Zhi i sar., 2006, Dong i

sar., 2013).
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Slika 1.2 Transkripciona mapa B19 virusa

Linija u gornjem delu slike predstavlja genom B19 virusa sa naznacenim terminalnim
sekvencama (TS) i regionom promotora - P6. Linije ispod predstavljaju razliCite primarne
transkripte na kojima su introni oznaceni tankom linijom, egzoni debljom linijom a signali
za poliadenilaciju cik-cak linijom. Proteini virusa oznacéeni su pravougaonim formama sive
(strukturni proteini) i roze boje (nestrukturni proteini). Pozicija nukleotida na ovoj slici
oznacena je u odnosu na izolat M13178 (modifikovano prema von Landenberg i sar.,
2007).

Transkripcija genoma B19 pocinje od P6 promotora, koji se nalazi na samom 3’-
kraju genoma. Prilikom transkripcije dolazi do sinteze najmanje devet
preklapaju¢ih iRNK, koje alternativnim splajsovanjem daju iRNK za do sada
identifikovane proteine poznatih funkcija: NS1, VP1, VP2, kao i za male proteine sa

do sada nerazjas$njenim funkcijama - proteine od 11k Da i od 7,5k Da (Slika 1.3).

Pored navedenih, pretpostavlja se da se sa alternativnog okvira Citanja (ARF, eng.
alternative reading frame), od 2874 do 3119 nt, sintetiSe iRNK za protein X
(Servanti sar., 2002, Dong i sar., 2013).
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Slika 1.3 Shematski prikaz lokacije promotora i otvorenih okvira c¢itanja za
poznate proteine B19 virusa (Norja, 2012)

Svi transkripti imaju kratku vodecu (eng. leader) sekvencu na 5’-kraju, duZine oko
60 nukleotida, i svi, osim transkripta za NS1 protein, imaju velike introne (Ozawa i
sar., 1987). Koriste se dva nezavisna mesta za poliadenilaciju, jedno u sredini
genoma za transkripte za NS1 protein i za 7.5k Da protein, a drugo na 5’-kraju
genoma, za strukturne proteine i 11 kDa protein. Signal za poliadenilaciju u sredini
genoma je neuobicajen i nije ,apsolutan“, odnosno dozvoljava delimi¢an nastavak
transkripcije i regiona iz drugog okvira ¢itanja, Sto omogucava prepisivanje gena za

strukturne proteine.

Smatra se da odnos ekspresije nestrukturnih i strukturnih gena zavisi od faktora
koji deluju upravo na poliadenilaciju na ovom mestu, od Cega zavisi i izraZeni
tropizam B19 virusa (Liu i sar., 1992; Yoto i sar., 2006). U ¢elijama u kojima je
moguce razmnoZavanje B19 virusa dominantni su transkripti strukturnih gena,
dok su u B19 nepermisivnim ¢elijama dominantni transkripti nestrukturnih gena,
odnosno signal za poliadenilaciju u sredini genoma ostaje aktivan (Leruez i sar.,

1994).

1.2.3 Karakteristike i funkcije proteina B19

1.2.3.1. Strukturni proteini

Dva strukturna proteina B19 virusa, VP1 i VP2, su kodirana istim okvirom citanja i
to tako da se gen za kraci protein VP2 u potpunosti nalazi u okviru gena za duzi
VP1 protein, a transkripti za VP1 ili VP2 se dobijaju alternativnim splajsingom

(Ozawa i sar., 1988).



Strukturni VP2 protein €ini 96% proteina kapsida, kodiraju ga nukleotidi od 3305
do 4969 nt, lanac mu je duZine 554 ak i ima molekulsku masu od 58kDa. (Heegaard
i Brown, 2002). VP2 protein ima ulogu u vezivanju virusa za receptore na povrsini
¢elija (Brown i sar., 1993). Smatra se da se na C-terminusu VP2 proteina nalazi
signal koji omogucava transport VP2 proteina u nukleus zaraZene cCelije, radi

sklapanja virusnih cestica (Kaufmann i sar., 2004).

VP1 protein kodira region od 2624 do 4969 nt tako da ovaj protein ima dodatnih
227 ak na N-terminusu, kodiranih VP1u regionom duZine 681 nt koji je jedinstven
za VP1 gen (Heegaard i Brown, 2002). VP1 protein ima lanac duzine 781 ak,
molekulsku masu od 84kDa i ¢ini 4% proteina kapsida (Heegaard i Brown, 2002).
Smatra se da VP1u region sadrzi motiv slican fosfolipazi A2 (eng. Phospholipase A2
- PLA2,) koji omogucavaju oslobadanje virusa iz endozoma nakon ulaska virusa u
¢eliju (Zadori i sar., 2001; Suikkanen i sar., 2003). Oslobadanje virusa iz endozoma
je jedna od klju¢nih faktora za infektivnost virusa, a ovaj zakljuak potvrduju i
studije koje pokazuju da virusne Cestice bez VP1 proteina nisu infektivne (Zhi i

sar., 2006).

Oba strukturna proteina imaju epitope za koja se vezuju neutraliSu¢a antitela
(Kajigaya i sar.,1991; Sato i sar., 1991). Imunski odgovor uglavnom izaziva VP1u
region, ali i C-terminalni delovi VP2 proteina (Kaufmann i sar., 2004). lako postoji
znacajna varijabilnost B19 virusa na nivou nukleotidne sekvence, vecina tih
supstitucija je tihe (eng. silent) zamene, tako da aminokiselinska sekvenca
razli¢itih B19 izolata pokazuje 96-97% homologije, dok je seroloSka unakrsna

reaktivnost skoro potpuna (Heegaard i Brown, 2002).

1.2.3.2. Nestrukturni proteini

Nestrukturni protein NS1 je glavni nestrukturni protein B19 virusa, kodira ga
genomska sekvenca od 616 do 2631 nt, ima lanac duZine 671 ak i molekulsku
tezinu od 77 kDa (Heegaard i Brown, 2002). Smatra se, pre svega na osnovu
strukture, da NS1 protein ima ulogu u vezivanju za DNK, da deluje kao ATP-aza,
helikaza i da ima ulogu transaktivatora transkripcije i to direktnim vezivanjem za
P6 promotor, ali i posredno preko celijskih transkripcionih faktora (Heegaard i

Brown, 2002; Raab i sar., 2002)



U strukturi NS1 proteina uocCeni su i opisani motivi u vezi sa smicanjem
jednolancane DNK (eng. single-strand nicking activities), motivi koji mogu imati
ATP-aznu i helikaznu aktivnost, kao i NTP-vezuju¢i domeni. Ovi domeni su
konzervirani kod svih parvovirusa i smatra se da imaju vaznu ulogu u replikaciji i
zivotnom ciklusu virusa (Heegaard i Brown, 2002). Samo jedna mutacija u NTP-
vezuju¢em domenu NS1 proteina moZe dovesti do izostanka citotoksicnog efekta.
NS1 protein dovodi do smrti celija najverovatnije indukcijom apoptoze
mehanizmom koji ukljucuje aktiviranje kaspaze 3 (Moffat i sar., 1998). U
inficiranim ¢elijama NS1 protein lokalizuje u nukleusu, ima citotoksi¢an efekat i

blokira proliferaciju ¢elije (Ozawa i sar., 1988; Srivastava i sar., 1990).

Pored NS1 proteina u inficiranim ¢elijama moguca je sinteza jo$ tri nestrukturna
virusna proteina, 7,5 kDa proteina, 11 kDa proteina i proteina X, sa manjih
alternativnih okvira Citanja.

Funkcije 7,5 kDa proteina (koji kodira genomska sekvenca od 2084-2308 nt) jo$
uvek nisu razjasSnjene (Heegaard i Brown, 2002; Zhi i sar., 2006).

Protein X, za koji se pretpostavlja da se sintetiSe sa ORF-a koji se nalazi od 2874-
3119 nt, bi na osnovu svoje pretpostavljene strukture mogao znacajno da utic¢e na
promotor P6 pojacavajuci njegovu funkciju (Dong i sar., 2013).

U genomu B19 virusa, u regionu od 4890-5174 nt, nalazi se ORF koji kodira 11 kDa
protein. Analiza aminokiselinske sekvence pokazala je u sekvenci 11 kDa proteina
prisustvo tri regiona bogata prolinom sa SH3-vezuju¢im motivima. Ovakvi motivi
su Cesto prisutni u signalnim molekulima u celiji. Blokiranje ekspresije 11 kDa
proteina dovodi do smanjene infektivnosti virusa kao i do izmenjene lokalizacije
virusnih proteina u €eliji - proteini kapsida u odsustvu 11 kDa proteina formiraju
klastere u jedru i ne transportuju se u citoplazmu (Zhi i sar., 2006). Noviji radovi
pokazuju da 11 kDa protein indukuje apoptozu inficiranih ¢elija, i da je apoptotski
efekat ovog proteina izraZeniji od efekta NS1 proteina (Chen i sar., 2010)

Za sada, potvrdeno je da je za uspeSnu proizvodnju i sklapanje virusnih Cestica

neophodno prisustvo VP1, VP2, NS1i 11 kDa proteina (Zhi i sar., 2006).



1.3 Zivotni ciklus parvoB19 virusa

Parvovirus B19, kao virus bez omotaca, u ¢eliju ulazi procesom endocitoze, nakon
vezivanja za receptore. Kapsid B19 virusa, kao Sto je ve¢ objasnjeno, sastoji se od
VP2 proteina (95%) i od VP1 proteina (5%) i sadrZi domene za vezivanje receptora
i koreceptora, a jedan od klju¢nih domena je PLA2 (fosfolipaza A2) domen na VP1u

regionu VP1 proteina (Servant-Delmas i sar., 2010).

B19 virus ima izraZeni tropizam za Celije eritroidne loze. Glavni receptor za koji se
B19 virus vezuje je P antigen odnosno globozid (Brown i sar., 1993), a kao
koreceptori su identifikovani a581 integrin i Ku80 DNK vezujuci protein (Servant-

Delmas i sar., 2010).

Nakon vezivanja za receptor i koreceptore parvovirus ulazi u citoplazmu
endocitozom. Endozomi se lokalizuju u blizini jedra, a nizak pH u unutrasnjosti
endozoma dovodi do konformacionih promena i do izlaganja VP1u regiona na
povrsini kapsida. Virusne Cestice mogu se videti u endozomima inficiranih celija
koris¢enjem elektronske mikroskopije (Slika 1.4). U okviru VP1u regiona postaje
aktivan PLA2 domen (od 135 do 195 ak), koji ima ulogu u razgradnji endozomalne
membrane i u oslobadanju virusne Cestice u blizini jedra. Signali za nuklearnu
lokalizaciju identifikovani su u C-terminalnom regionu VP2 proteina, ali joS uvek
nije dokazano da li i na koji nac¢in oni omogucavaju translokaciju virusnog genoma

u jedro (Servant-Delmas i sar., 2010).
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Slika 1.4 Elektronska mikrografija virusnih Cestica u endocitotskoj vezikuli
celije eritroidne loze u uzorku kostane srzi pacijenta sa akutnom infekcijom
B19 virusom (von Landenberg i sar., 2007).

Genom B19 virusa je (+) ili (-) lanac DNK. Oba lanca, i (+) i (-) sluZe kao matrica za
replikaciju, dok (-) lanac sluzi kao matrica za transkripciju. Transkripcijom nastaje
najmanje 9 transkripata sa kojih se vrsi sinteza virusnih proteina. Nestrukturni
protein NS1 je jak aktivator transkripcije koji interaguje i sa brojnim celijskim
transkripcionim faktorima i ucestvuje u replikaciji virusne DNK (Servant-Delmas i

sar., 2010).

Nakon replikacije DNK, transkripcije i translacije virusnih proteina dolazi do
sklapanja viriona, lize celije domacina i oslobadanja virusnih Cestica u okolinu

(Heegaard i Brown 2002).
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1.4 Klinicke i epidemiolosSke karakteristike B19 virusne
infekcije

1.4.1. KlinicKi tok infekcije, simptomi oboljenja i dijagnoza

1.4.1.1. Tok infekcije

Studijom koja je sprovedena kod asimptomatskih dobrovoljaca (Anderson i sar.,

1985) pokazan je uobicajen tok B19 infekcije. Odgovor je bifazni - prvo, nedelju

dana nakon infekcije, detektuje se viremija u krvi zajedno sa blagim simptomoma

lgG

Slika 1.5 Simptomi, nivo viremije i antitela u uobi¢ajenom toku B19 infekcije.

Modifikovano prema Heegaard i Brown (2002).

Druga faza, 17-18 dana nakon infekcije podrazumeva osip, svrab ili bol u
zglobovima i posredovana je antigen-antitelo imunskim kompleksima. IgM antitela
pocinju da se sintetiSu 10 do 12 dana nakon infekcije, u vreme najvece
koncentracije virusa u krvi. [gM antitela su prisutna u serumu pacijenata oko 3
meseca, nekada i duZe. IgG antitela mogu se detektovati oko 2 nedelje nakon
infekcije, dostiZu maksimum posle nekoliko nedelja i trajno ostaju u krvi
pacijenata, pruzajuci imunitet od ponovne infekcije (Heegaard i Brown 2002).
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1.4.1.2. Simptomi oboljenja

Infekcija imunokompetentnog domacina moze biti asimptomatska, moZe dovesti
do osipa, anemije, bola u zglobovima i brojnih drugih simptoma a posebne
probleme infekcija stvara u trudno¢i, kada moze dovesti do ozbiljnih komplikacija.
Kod imunokompromitovanih pacijenata B19 infekcija moZe dovesti do hroni¢ne
aplazije crvene krvne loze (eng. Pure Red Cell Aplasia - PRCA), a kod hematoloskih

pacijenata koji imaju povecan obrt Celija krvne loze do prolazne aplasticne krize.

Asimptomatska infekcija

Iako se B19 virus dovodi u vezu sa razli¢itim i brojnim simptomima veliki broj
infekcija prode bez simptoma, ili sa nekarakteristicnim simptomima nalik prehladi
(Heegaard i Brown 2002). Jedna studija je pokazala da se 25% inficiranih osoba ne
seta simptoma Kkoji bi bili specifi¢ni za infekciju (Woolf i sar., 1989). Infekcija je
najceSce blaga i prolazi bez intervencije i le¢enja. Ulogu u ispoljavanju simptoma
verovatno imaju i varijacije u genima samih pacijenata (Kerr, 2005), a za sada nije
pokazano da genotip B19 virusa ima uticaja na teZinu infekcije ili na imunski

odgovor (Ekman i sar., 2007).

Anemija

B19 virus inficira pre svega eritroidne progenitorske cCelije, odnosno prekursore
Celija crvene krvne loze u kostanoj srzi. Njihova liza dovodi do prolazne anemije,
pri ¢emu se broj retikulocita (nezrelih crvenih krvnih zrnaca), ali i limfocita,
neutrofila i trombocita drastitno smanjije otprilike 10 dana nakon infekcije
(Heegaard i Brown 2002). Kod imunokompetentnih pacijenata broj retikulocita i
koncentracija hemoglobina u krvi vracaju se na normalan nivo 7-10 dana posle
infekcije. Kod hematoloskih pacijenata kod kojih je Zivotni vek eritrocita skracen,
broj retikulocita i koncentracija hemoglobina u krvi se teze vracaju na normalne
vrednosti pa infekcija B19 virusom moZe dovesti do aplasti¢ne krize (Pattison i
sar,, 1981). Kod imunokompromitovanih pacijenata, koji imaju teSkoca sa

suzbijanjem viremije, anemija moZe postati hroni¢na (Kurtzman i sar., 1989).

Erythema infectiosum

Zbog karakteristi¢nog izgleda osipa, nalik na ,08amaren obraz“, ova bolest je u

engleskom jeziku dobila naziv “slapped cheek”. Kao posebno oboljenje bolest je
13



1896. godine izdvojio lekar T. Escherich, ona je 1899. dobila naziv erythema
infectiosum, a 1905. godine Kklasifikovana je kao ,peta bolest® na listi od Sest
uobicajenih decijih osipa (Altman K, 1982). Erythema infectiosum je tek 1983.
godine dovedena u vezu sa B19 infekcijom (Anderson i sar., 1984). Osip je najcesci
simptom infekcije, obi¢no se javlja 18 dana nakon infekcije sa pojavom B19 IgG
antitela (Heegaard i Brown, 2002). Osip pocinje na obrazima, ali se Siri i na trup i

na udove i sli¢an je osipu koji izazivaju drugi virusi (Slika 1.6).

Slika 1.6 Dete staro 16
meseci sa dijagnozom
Erythema infectiosum

(Autor Andrew Kerr,

izvor Wikipedia)

Artritis i bol u zgobovima (eng. arthritis, arthralgia)

Kod dece sa osipom bol u zglobovima se javja u manje od 10% slucajeva, dok je kod
odraslih bol u zglobovima najucestaliji simptom kod 60% Zena i 30% muskaraca
(Heegaard i Brown, 2002). Bol u zglobovima javlja se u isto vreme kad i porast
koncentracije B19 antitela i smatra se da je izazvan upravo imunim odgovorom na

infekciju. Bol je simetrican (na obe strane tela) i uglavnom zahvata Sake, zglob
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rucja i kolena, a u nekim slucajevima bol postaje hronican i razvija se reumatoidni
artritis (White i sar., 1985), odnosno hroni¢ni zapaljenjski proces u vezivnom tkivu

zglobova.

B19 infekcija u trudnoci

Oko 40% Zena u reproduktivnim godinama jo$ uvek nije prelezalo B19 infekciju.
Ukoliko do akutne infekcije dode u trudnoci ona se moze preneti na fetus. Infekcija
fetusa, takode, moZe biti asimptomatska, ali moZe dovesti i do fetalne
(kongenitalne) anemije, pobacaja, fetalnog hidropsa (lat. Hydrops fetalis) i smrti
ploda sa ili bez prethodnog razvoja hidropsa (Brown i sar., 1984; Enders i sar.,,
2006). Hidrops se moZe wuociti ultrazvucnim pregledom i podrazumeva
nagomilavanje tkivne tecnosti u organima i pod koZom fetusa usled izrazite
anemije. Najozbiljnije komplikacije, hidrops i smrt ploda deSavaju se kod pribliZzno
11% osoba inficiranih B19 virusom u prve 22 nedelje trudnoce (Miller i sar., 1998;
Enders i sar., 2004), ali se mogu dogoditi i ako do infekcije dode u poznijoj trudnoci
(Norbeck i sar., 2002). Do prolaska simptoma najceS¢e dolazi spontano i terapija
nije indikovana. Ipak, u u slucaju infekcije ploda pracene ozbiljnom anemijom ili
hidropsom primenjuje se intrauterina transfuzija eritrocita, ¢cime se postize
znaCajno smanjenje smrtnosti ploda (Heegaard i Brown, 2002; Broliden i sar.,

2006).

Ostale manifestacije B19 infekcije

Infekcija B19 virusom moZe dovesti i do trombocitopenije (verovatno usled
citopatoloskog efekta NS1 proteina na formiranje kolonija megakariocita),
miokarditisa i neuroloskih simptoma, ali mehanizmi ovih promena jo$ uvek nisu u

potpunosti razjasnjeni (Heegaard i Brown, 2002).

Perzistentna infekcija

Infekcija B19 virusom kod najveteg broja pacijenata spontano prolazi bez
posledica i sa doZivotnim imunitetom na B19, dok je kod imunokompromitovanih
pacijenata zadrzavanje virusa u organizmu izvesnije. Medutim, kod nekih
imunokompetentnih pacijenata i posle duZeg perioda moguce je detektovati

virusnu DNK u krvi, a postoje podaci i o perzistiranju virusa u tkivima i organima,
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najcesce sa niZzim viremijama nego u toku akutne infekcije (Liefeldt i sar., 2005,
Kleinman i sar., 2007). Mehanizmi i znacaj ovakvog hronicnog prisustva virusa jo$

uvek nisu u potpunosti razjasSnjeni (Servant-Delmas i sar., 2010).

Autoimuna oboljenja i B19

Autoimune reakcije koje se dovode u vezu sa B19 infekcijom manifestuju se na
nivou zglobova (artritis, juvenilni idiopatski artritis, reumatoidni artritis), vezivnih
tkiva i krvnih sudova (sistemski lupus, vaskulitis) i krvnih celija (autoimuna
neutropenija, autoimuna trombocitopenija, autoimuna hemoliticka anemija).
Perzistencija B19 virusa u organizmu verovatno dovodi do razvoja autoimunog
odgovora (Lunardi i sar., 2008), a pokazana je korelacija izmedu perzistentne B19
infekcije i prisustva antifosfolipidnih antitela (von Landenberg i sar., 2007).
Mehanizmi za koje se pretpostavlja da imaju ulogu u autoimunim reakcijama su
vezani za molekularnu mimikriju (Reitblat i sar., 2000) i razvoj antifosfolipidnih
antitela, Sto se povezuje sa PLA2 domenom VP1 proteina (von Landenberg i sar.,
2007). U druge moguce uzroke autoimunih reakcija ubraja se i poveéana ekspresija
tumorskog faktora nekroze (TNF, eng. tumor necrosis factor) i interleukina 6 (IL-6),

koje izaziva NS1 protein (Lunardi i sar., 2008).
1.4.1.3. Dijagnoza i terapija

Dijagnozu je tesko postaviti isklju¢ivo na osnovu simptoma, posto oni nisu
specificni samo za B19 infekciju. Nakon sumnje na B19 infekciju najcesce se
pristupa imunoloskim analizama iz krvi, pa se na osnovu dobijenih rezultata moZze
doneti sud o prisustvu i fazi infekcije. Detekcija antitela na proteine kapsida koristi
se za dijagnozu akutne (IgM, IgM/IgG) ili prethodne infekcije (samo IgG), dok
prisustvo antitela na NS1 protein moZe ukazivati na izmenjen tok infekcije i
postojanje perzistentne infekcije, odnosno na prisustvo virusa i u nepermisivnim
¢elijama (von Poblotzki i sar., 1995). U slucaju da je bitna preciznija rana procena
viremije (i pre porasta antitela u krvi), pre svega kod rizi¢nih grupa pacijenata,
PCR metodama se odreduje prisustvo i broj virusne genomske DNK. Virusne
Cestice mogu se primetiti i elektronskom mikroskopijom, a prisustvo gigantskih

pronormoblasta u citopatoloskom nalazu takode moZe ukazati na B19 infekciju.

Terapija kod uobicajenih infekcija najc¢eSc¢e nije indikovana. Kod pacijenata koji su
u povecanom riziku zbog osnovnih imunoloskih ili hematoloSkih oboljenja
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pozitivni rezultati postiZu se intravenskom terapijom imunoglobulinima ili
transfuzijom eritrocita, a intrauterina transfuzija eritrocita daje dobre rezultate u

terapiji ozbiljnih komplikacija kod fetusa (Heegaard i Brown, 2002).

1.4.2. Putevi prenosa, prevalenca i ucestalost infekcije

B19 je Cest patogen, prisutan u celom svetu. Naj¢e$¢i put prenosa je respiratorni,
putem aerosola ili preko zaraZenih povrSina. Pored toga, B19 infekcija se moze
preneti i putem krvi (i preko zaraZenih krvnih derivata), ali i vertikalnim putem sa
majke na fetus (Heegaard i Brown, 2002).

B19 virus otporan je na vecinu uobiCajenih postupaka za inaktivaciju virusa pa
postoji znacajan rizik od infekcije putem zaraZenih derivata krvi (Brown i Young,
1995, Schmidt i sar., 2001). Veca bezbednost krvnih derivata pre svega za rizi¢ne
populacije obezbedena je kontrolisanjem pool-ova plazme na prisustvo B19 virusa
i ograni¢avanjem Kkoli¢ine virusne DNK u polaznom materijalu (Baylis, 2008.).
Termin ,pool“ usvojen je iz engleskog jezika i oznacava materijal dobijen spajanjem
viSe individualnih jedinica plazme, koji se koristi kao polazni materijal u daljoj
proizvodniji i/ili testiranju. Transfuzija plazme koja je sadrZala manje od 104 [U/ml
uglavnom nije dovodila do serokonverzije (Blumel i sar., 2002), pa je ta granica od
januara 2004. godine u Evropskoj farmakopeji definisana kao najveca dozvoljena
kolicina B19 DNK u plazmi koja se koristi u proizvodnji anti-D imunoglobulina
(Ph.Eur. 2013, monografija 1646).

Prenos virusa sa majke na fetus je olaksan prisustvom B19 receptora u placenti, a
infekcija ploda moze dovesti do ozbiljnih komplikacija (Brown i sar., 1984; Jordan i
DeLoia, 1999).

Prevalenca IgG antitela na B19 virus varira u opsegu od 2-15% kod dece do 5
godina, 15-60% kod dece od 6 do 19 godina, 30-60% kod odraslih i viSe od 85% u
gerijatrijskoj populaciji (Heegaard i Brown, 2002). Ulestalost viremije u krvi u
razliitim ispitivanim humanim populacijama je relativno niska (1:17346,
Koppelman i sar., 2004, 1:20000-1:50000, Brown i sar., 2001, 1:15000 Latinen i
sar., 2002), a mozZe biti znacajno viSa u vreme epidemije (1: 260, Brown i sar,,
2001, 1:167-1:1420 Schmidt i sar., 2001). Prema dostupnim podacima, do
epidemija dolazi jednom u svake 3-4 godine, najceS¢e u periodu kasne zime ili

ranog proleca (Servant-Delmas i sar., 2010).
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1.5 Varijabilnost virusne sekvence

Visok geneticki diverzitet i visoka stopa mutacija su karakteristika svih pripadnika
familije Parvoviridae. Na osnovu ograni¢enog broja dostupnih nukleotidnih
sekvenci u pocetku se mislilo da je geneticka varijabilnost B19 virusa niska, ali je
veC na osnovu analize sekvence 35 izolata primeceno da je geneticka distanca
pojedinih izolata znatno viSa - do 14.2% na osnovu skoro celih sekvenci, odnosno
do 23.2% u regionu 11 kDa proteina i ¢ak do 25.7% u regionu promotora P6

(Servanti sar., 2002).

Geneticki varijabilne B19 sekvence mogu se filogenetskom analizom na osnovu
celih ili parcijalnih sekvenci grupisati u tri genotipa obeleZena arapskim brojevima
1, 2 i 3, pri Cemu se u okviru genotipa 3, koji je i geneticki najraznovrsniji, mogu
uociti podtipovi 3ai 3b (Servant i sar., 2002, Parsyan i sar., 2007).

Sa epidemioloske tacke gledista, vazno je napomenuti da prevalenca pojedinih
genotipova varira i zavisi od geografskog poreka uzorka, populacije i tipa uzorka. U
uzorcima biopsije genotip 1 je zastupljen u 28-81% slucajeva, genotip 2 od 8-71%,
a genotip 3 od 0-50% (Servant-Delmas i sar., 2010). U uzorcima plazma pool-ova iz
Finske, svi B19 pozitivni uzorci bili su genotipa 1 (Hokynar i sar., 2004), dok je kod
davalaca krvi iz Gane detektovan samo genotip 3 (Candotti i sar., 2004).

Studije pokazuju da su genotipovi 1 i 2 bili podjednako zastupljeni pre oko 50
godina, dok je kasnije, u toku 1960-tih godina genotip 2 iS¢ezao i nije dokazan kod
pacijenata rodenih posle 1973. godine (Norja i sar., 2006). Filogenetska analiza
sekvenci virusa iz 11 zemalja u Evropi, Aziji i zapadnoj Africi pokazala je da je u
ovom trenutku dominantan genotip 1, a da se moZe ocekivati Sirenje genotipa 3b
(Hubschen i sar., 2009).

Prema dosadasnjim podacima svi genotipovi imaju sli¢ne funkcionalne, strukturne
i imunoloske karakteristike i ¢ine jedan serotip (Ekman i sar., 2007).

Filogenetski odnosi izmedu izolata genotipa 1 (prototip pvbaua, acc.no. M13178),
genotipa 2 (prototip Lali, acc.no. AY044266 i A6, acc.no. AY064475), genotipa 3a
(prototip V9, acc.no. AX003421) i 3b (prototip D91.1, acc.no. AY083234) prikazani

su na Slici 1.7.
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Slikal.7 Filogenetski odnosi izmedu humanih eritrovirusa na osnovu dela
genoma Kkoji pripada NS1-i VP1u genima (858 nt) Analiza sekvence uradena je
upotrebom neighbor-joining algoritma na osnovu metode Kimura 2 parameter distance
estimation (Servant-Delmas i sar., 2010).

Geneticka varijabilnost moze se primetiti u svim delovima genoma, sa najve¢im
vrednostima u regionu promotora P6 (> 20%, Gallinella i sar., 2003, Ekman i sar.,
2007). Norja i sar. (2008), pokazali su, analizom u okviru genotipa 1 i izmedu
razli¢itih B19 genotipova, da postoje tri konzervisana regiona u genomu u kojima
je varijabilnost drasticno smanjena (Slika 1.8). Ovi regioni nalaze se u okviru ORF1
(na mestu preklapanja sa manjim okvirom c¢itanja za 7.5 kDa protein), u okviru
ORF2 (na mestu preklapanja delova genoma koji kodiraju VP1/VP2 i 11 kDa

protein, i na mestu preklapanja VP1u regiona sa manjim alternativnim okvirom
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okvira Citanja (ARF), koji verovatno kodira protein X, Slika 1.8). Navedeni autori su
analizom geneticke varijabilnosti na osnovu dela genoma koji kodira deo VP1/VP2
i ne obuhvata ove visoko konzervisane regione pokazali da je stopa mutacija 4x10-4
nukleotidnih zamena/mestu/godini, dok je stepen sinonimnih zamena jo$ veci i
iznosi 18x10-* nukleotidnih zamena/mestu/godini. Stopa mutacija od 1-2x10-4
nukleotidnih zamena po mestu godisSnje je u rangu ssRNK virusa (Parsyan i sar.,
2007).
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Slika 1.8 Varijabilnost ORF1 i ORF2 kodiraju¢ih sekvenci merena u okviru

istog genotipa (A) i razlic¢itih genotipova (B). Norja i sar., 2008.
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Visoka ucestalost nukleotidnih supstitucija daje B19 virusu mogucnost brzih
adaptivnih promena koje su uglavnom karakteristika RNK virusa. Na osnovu
dobijenih podataka Norja i sar. (2008) predvidaju da je zajednicka predacka
varijanta za viruse genotipa 1 postojala izmedu 1959. i 1965.godine, Sto se uklapa
u epidemioloSke podatke prema kojima je u toku 1960-tih godina genotip 2
zamenjen genotipom 1. Zamene jednog genotipa drugim primecene su i kod drugih
virusa. Za hepatitis C virus (HCV) Stamenkovi¢ i saradnici (2000) su pokazali da

dolazi do postepene zamene najucestalijeg HCV genotipa 1b genotipom 3.

Visok stepen evolutivnih promena i znacajna varijabilnost genoma predstavljaju
problem za pouzdanu dijagnostiku ovog virusa koji je, s obzirom na svoje
karakteristike, potencijalni kontaminant kako krvi odnosno plazme tako i lekova
proizvedenih iz krvi, krvne plazme i drugih derivata krvi (Baylis, 2008, Schmidt i
sar., 2001). Izvestan broj nauc¢nih radova za temu ima upravo geneticku
varijabilnost parvoB19 virusa (Servant i sar., 2002; Gallinella i sar., 2003; Ekman i
sar., 2007; Parsyan i sar., 2007; Norja i sar., 2008; Hubschen i sar., 2009; Dina i sar.,
2011; Molenaar-de Backer i sar., 2012). Radovi u kojima se analizira mehanizam

nastanka i odrzavanja te geneticke varijabinosti jo$§ uvek su malobrojni.

Broj skoro celih sekvenci u bazama podataka raste, ali je taj porast za period od 10
godina relativno skroman - 2002. godine je u bazama podataka bilo dostupno oko
35 skoro celih sekvenci (Servant i sar., 2002) a 2012. godine smo za potrebe ovog
rada iz baze izdvojili 146 celih i skoro celih sekvenci. Za neke regije sveta podaci o
sekvenci parvoB19 virusa su vrlo ograniCeni - vecina analiziranih izolata je iz
Evrope i sa dalekog istoka (Japan, Vijetnam). Samim tim, i podaci o varijabilnosti
B19 virusa na nivou celih genoma jo$ uvek su zasnovani na analizi relativno malog

broja sekvenci.
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Ciljevi

Proceniti ucestalost B19 virusa u uzorcima plazme dobrovoljnih davalaca
krvi (zdrave populacije) i populacije pacijenata sa sumnjom na B19

infekciju u Republici Srbiji;

Kod slucCajeva sa detektovanom B19 infekcijom odrediti molekularno

genetske karakteristike virusnog izolata;

Odrediti evolutivnu dinamiku varijabilnosti parvo B19 virusa za glavne

(NS1, VP1, VP2) i male virusne proteine (11 kDa, 7.5 kDa, protein X);

Odrediti evolutivne odnose na osnovu nukleotidnih distanci B19 izolata iz
Srbije medusobno i u odnosu na genomske sekvence odgovarajuceg

genotipa, koje su dostupne u nukleotidnim bazama podataka;

Definisati filogenetske odnose izolata iz Srbije u odnosu na izolate iz Evrope

i celog sveta;

Odrediti karakteristike virusnih nukleotidnih sekvenci izolovanih iz B19
pozitivnih uzoraka iz Srbije, u odnosu na referentnu sekvencu

odgovarajuceg genotipa.
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3 Materijal i metode

3.1 Materijal

U radu su koriS¢eni uzorci plazme i krvi pacijenata sa simptomima infekcije, uzorci
plazme dobrovoljnih davalaca krvi, referentni standardi i podaci iz nukleotidnih

baza podataka.

3.1.1 Uzorci Kkrvi i plazme pacijenata

U radu su koris¢eni uzorci dobrovoljnih davalaca krvi iz Centra za transfuziju
Klinicko bolnickog centra Zemun, Beograd, uzeti u periodu februar-april 2010.
godine (77 uzoraka, testiranih pojedinacno) i u periodu septembar-novembar
2011. godine (450 uzoraka, testiranih po 25 zajedno kao mini-pool). Uzorci krvi
dobrovoljnih davalaca bez simptoma B19 infekcije, odnosno zdravih osoba na
osnovu uobicajene transfuziolocke ankete, uzeti su sa EDTA vakutajner sistemom
za uzorkovanje Krvi, obeleZeni i zamrznuti ¢uvani na temperaturi ispod -20°C pre

testiranja.

Pored toga, sakupljeno je 13 uzoraka krvi ili plazme (sa EDTA) od pacijenata kod
kojih je postojala sumnja na parvoB19 infekciju (Tabela 3.1). Svi uzorci su uzeti u
periodu od 2009. do 2012. godine nakon informisanja pacijenata o testiranju koje
se planira i dobijanja pismene saglasnosti pacijenta. Za sve uzorke osim za RS-
B1/M1 kao uzorak uzeta je plazma koja je zamrzavana odmah nakon sakupljanja i

cuvana u zamrznutom stanju pre testiranja.

Uzorak RS-B1/M1 je uzorak krvi iz pupcane vrpce fetusa starog 22 nedelje nakon
postavljanja dijagnoze Hydrops fetalis i pozitivnih rezultata za IgG/IgM iz krvi
majke, uzet neposredno pre intrauterine transfuzije kojoj je fetus podvrgnut.

Uzorak je zamrznut kao puna krv i Cuvan u zamrznutom stanju pre testiranja.
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Uzorci RS-B2 i RS-M2 su uzorci plazme majke i novorodenog deteta godinu dana

nakon uzimanja uzorka RS-B1/M1.

Uzorci RS3-RS12 su uzeti od pacijenata sa simptomima koji mogu ukazivati na
infekciju B19 virusom (osip, poviSena telesna temperatura, bol u zglobovima) ili
koji su bili pozitivni na B19 IgM i/ili IgG. Uzorci RS-10A, RS-10B i RS-10C su uzorci
plazme istog pacijenta, sa migratornim artritisom i perikarditisom, u razlic¢itim

vremenskim trenucima u periodu od 45 dana od pojave prvih simptoma.

Tabela 3.1 Uzorci pacijenata sa sumnjom na B19 infekciju

Uzorak Vreme uzimanja Simptomi IgM/IgG?

1 | RS-B1/M1 jul 2009 Hydrops fetalis +/+

2 | RS-B2b avg 2010 Bez simptoma -/+

3 | RS-M2b avg 2010 Bez simptoma -/+

4 | RS-3 sep 2010 +/+

5 | RS-4 jan 2011 +/-

6 | RS-5 jan 2011 +/-

Simptomi koji ukazuju na

7 |RS-6 jan 2011 mogucnost B19 infekcijec *+

8 | RS-7 jan 2011 ND/ND
9 | RS-8 maj 2011 +/ND
10 | RS-9 maj 2011 ND/ND
11 | RS-10A jan 2012 Migratorni artritis, ND/ND
12 | RS-10B jan 2012 perikarditis ND/ND
13 | RS-10C feb 2012 ND/ND

ND - analiza nije radena

a) Referentna vrednost (cut off) je 17 IU/ml i 5 IU/ml za IgM odnosno IgG; b) uzorak
testiran radi pra¢enja nakon prethodne infekcije; c) Konstatovani neki ili svi od navedenih
simptoma: poviSena telesna temperatura, osip, bol u miSi¢ima i/ili zglobovima, jeza,

glavobolja.
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3.1.2 Standardi

Kao standard za detekciju i semikvantifikaciju KkoriS¢en je internacionalni
referentni standard Svetske zdravstvene organizacije (eng. WHO International
Standard for parvovirus B19 DNA NAT assays, 99/800), u daljem tekstu B19IS, koji
predstavlja razblaZenje jedne donacije humane plazme koja je bila pozitivna na
B19 DNK, u humanoj plazmi negativnoj na HCV RNK, HAV RNK, HIV RNK, HBV
DNK, parvovirus B19 DNK, HBsAg, anti-HCV, i anti-HIV antitela, ali pozitivnoj na
anti-B19 antitela. Ovaj materijal je kalibrisan u toku medunarodne kolaborativne
studije i prihva¢en kao medunarodni standard za parvoB19 DNK na zasedanju
ekspertskog komiteta za biolosku standardizaciju Svetske zdravstvene
organizacije (WHO Expert Committee on Biological Standardization, ECBS) u
oktobru 2000. godine. Tom prilikom je i definisano da materijal sadrzi 5 x 10°IU po
bocici (Saldanha i sar., 2002), i da se koli¢ina B19 DNK izrazava u internacionalnim
jedinicama (IU, eng. International Units). Faktor konverzije broja kopija u IU je 3.34
odnosno 0.52 log (Koppelman i sar. 2004). Standard se nabavlja kao liofilizovan
materijal koji se pre upotrebe rekonstituiSe sa 0.5 mL sterilne vode bez nukleaza,
tako da rekonstituisan materijal ima aktivnost od of 106IU/mL. B19IS se ¢uva na -
209C ili na -70°C (Tabela 3.2). U radu je koriS¢en nerazblazen standard, kao i
odgovarajuca razblazenja pripremljena sa pogodnim diluentom (Basematrix

diluent, SeraCare Life Sciences, SAD.)

Kao standard koriSc¢en je i referentni standard EDQM (eng. European Directorate
for Quality of Medicines, evropskog direktorata za kvalitet lekova). Ovaj standard
oznacen je kao B19BRP (eng. B19 virus DNA for NAT testing Biological Reference
Preparation) i predstavlja liofilizovani preparat koji sadrzi B19 virusnu DNK
pogodnu za testiranje plazma pool-ova tehnikama amplifikacije nukleinskih
kiselina (NAT, eng. Nucleic Acid Amplification Techniques), Tabela 3.2. U
kolaborativnoj studiji ovom materijalu je dodeljena aktivnost 10580 [U/ml odnosno

630.957 IU/ml (Niibling i sar., 2003).

Za odredivanje razli¢itih B19 genotipova koris¢en je referentni panel parvovirus
B19 genotipova (WHO Reference Reagent 15t WHO International Reference Panel for
Parvovirus B19 Genotypes for NAT based assays NIBSC code: 09/110) koji je
uspostavio Nacionalni institut za bioloSke standarde i kontrolu (eng. The National

Institute for Biological Standards and Control, NIBSC) u sadarnji sa WHO. Panel
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genotipova se sastoji od 4 uzorka, oznac¢enih sa M1 do M4 (eng. member 1-member
4). Uzorci M1, M2 i M3 predstavljaju uzorke ¢iji je genotip odreden kao genotip 1,
genotip 2 i genotip 3a redom, dok je uzorak M4 B19 negativan uzorak plazme. U
medunarodnoj kolaborativnoj studiji odredene su aktivnosti navedenih uzoraka i u
tabeli 3.2 navedene su njihove srednje vrednosti (Baylis i sar., 2009). Panel B19
genotipova predstavlja plazmu u teCnom stanju, koja se ¢uva na temperaturi ispod

-70°C (Tabela 3.2).

Tabela 3.2. Standardi

Standard Opis
The WHO International Standard for Internacionalni referentni standard Svetske
parvovirus B19 DNA NAT assays, NIBSC zdravstvene organizacije
code: 99/800 B19IS, 10¢1U/mLa

Referentni standard EDQM
B19 virus DNA for NAT testing BRP batch 1,

5.80
EDQM catalogue code Y0000285 B19BRP, 10580 [U/ml (5.80 log10 or 630.957

IU/ml)b

Referentni panel parvovirus B19 genotipova:
M1, genotip 1, 1059 [U/ml

(5.61-6.3210g10IU/ml)
WHO Reference Reagent 1st WHO

International Reference Panel for Parvovirus | M2, genotip 2, 1059¢1U/ml
B19 Genotypes for NAT based assays NIBSC (5.43 - 6.52 10g10 1U/ml)

code: 09/110
M3, genotip 3a,105971U/ml

(5.21-6.5410g10IU/ml) ¢

M4, B19 negativna plazma

a) Kada je pripremljen kao Sto je navedeno u NIBSC uputstvu; b) Kada je pripremljen kao
Sto je navedeno u EDQM uputstvu; ¢) Mimimalne i maksimalne vrednosti za svaki uzorak

iz panela navedene su u zagradama, a prema podacima iz NIBSC uputstva.
3.1.3 Baze podataka

U radu su koriS¢ene sekvence navedene u NCBI (eng. National Center for
Biotechnology Information) bazi podataka. NCBI predstavlja skup nukleotidnih i

proteinskih sekvenci iz nekoliko izvora, ukljucuju¢i GenBank, RefSeq (eng.
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Reference Sequence Database), TPA (eng. Third Party Annotation) i PDB (eng.
Protein Data Bank). GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) pripada NIH-u (eng.

National Institute of Health) u okviru NLM (eng. National Library of Medicine) i
predstavlja bazu podataka sa DNK sekvencama koja je deo medunarodne saradnje
(eng. International Nucleotide Sequence Database Collaboration) u okviru koje se
svakodnevno razmenjuju podaci sa bazom podataka DDBJ (eng. DNA DataBank of
Japan) u Japanu i evropskom bazom EMBL (eng. European Molecular Biology

Laboratory).

Pretragom  nukleotidne  baze  podataka u  okviru  baze NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) za analizu je do kraja 2012. godine

izdvojeno 146 celih ili skoro celih sekvenci genoma ili cDNK parvo B19 virusa. U
Tabeli 3.3 i tabeli 3.4 navedeni su pristupni brojevi (eng. accesion numbers, Acc.no.)
i literatura za 146 sekvenci za koje je u bazama podataka naveden genotip, a
dostupne su cele ili skoro cele sekvence genoma ili cDNK. U tabeli 3.5. navedeno je

i geografsko poreklo, tkivo i vreme uzorkovanja.

Tabela 3.3 Oznake i reference za izolate genotipa 1 u GenBank bazi podataka

(cele ili skoro cele sekvence)

Genotip 1 (117 izolata ukljucujuéi i 2 outgroup? izolata)

Br. | Acc.no. /broj nukleotida Referenca Br. Acc.no. /broj nukleotida Literatura

1. NC_000883 Zhiisar., 2004 10. AB126267 Abe isar., 2007
5596 nt 4466 nt

2. AB030673 (N8) Takasawa i sar., 2004 11. AB126268 Abeisar., 2007
4628 nt 4466 nt

3. AB030693 (N8) Takasawa i sar., 2004 12. AB126269 Abeisar., 2007
4663 nt 4466 nt

4. AB030694 (N8) Takasawa i sar., 2004 13. AB126270 Abe isar., 2007
4663 nt 4474 nt

5. AB126262 Abe isar., 2007 14. AB126271 Abe isar., 2007
4466 nt 4474 nt

6. AB126263 Abe isar., 2007 15. AF113323 Hemauer i sar., 1999
4466 nt 4538 nt

7. AB126264 Abeisar., 2007 16. 770528 Hemauer i sar., 1996
4466 nt 4578 nt

8. AB126265 Abeisar., 2007 17. 770560 Hemaueri sar., 1996
4466 nt 4621 nt

9. AB126266 Abeisar., 2007 18. 770599 Hemauer i sar., 1996
4466 nt 4514 nt
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Tabela 3.3, nastavak

Genotip 1 (117 izolata ukljucujucti i 2 outgroup? izolata)

Br. | Acc.no. Referenca Br. | Acc.no. Referenca

19. | 768146 Hicks i sar., 1996 37. AY028237 Tolfvenstam, neobjavljeno
5156 nt 4513 nt

20. | AF161223 (Katil) Hokynar i sar., 2000 38. DQ408301 Schneider i sar., 2008
4265 nt 4890 nt

21. | AF161224 (Kati2) Hokynar i sar., 2000 39. FJ591158 Chen, neobjavljeno
4265 nt 5412 nt

22. | AF161225 (Kati3) Hokynar i sar., 2000 40. FN598217 Op de Beeck i sar.,,
4268 nt 5594 nt neobjavljeno

23. | AF161226 (Kati4) Hokynar i sar., 2000 41. M13178 (Pvbaua ili Shade i sar., 1986
4279 nt B19-Au) prot.,, 5112bp

24. | FN669502 Dinaisar., 2011 42. M24682 Blundell i sar., 1987
4560 nt 5255 nt

25 | FN669503 Dinaisar., 2011 43. AF162273 (HV) Gallinella i Venturoli,
4483 nt 5594 nt neobjavljeno

26. | FN669504 Dinaisar., 2011 44. FW377254 Rinkeru i sar., 2010
4522 nt 5112 nt

27. | FN669506 Dinaisar., 2011 45. DQ225148 Toan i sar., 2006
4485 nt 4463 nt

28. | FN669507 Dinai sar., 2011 46. DQ225149 Toan i sar., 2006
4560 nt 4469 nt

29. | A]781031 Plentz i sar., 2004 47. DQ225150 Toani sar., 2006
4426 nt 4446 nt

30. | AJ781032 Plentz i sar., 2004 48. DQ225151 Toani sar., 2006
4426 nt 4456 nt

31. | AJ781033 Plentz i sar., 2004 49. DQ357064 Toan i sar., 2006,
4426 nt 4500 nt outgroup

32. | AJ781034 Plentz i sar., 2004 50. DQ357065 Toan i sar., 2006,
4426 nt 4449 nt outgroup

33. | AJ781035 Plentz i sar., 2004 51. AY504945 (NAN) Norja i sar., 2006
4483 nt 5595 nt

34. | AJ781036 Plentz i sar., 2004 52. DQ293995 Parsyan i sar., 2006
4482 nt 4874 nt

35. | AJ781037 Plentz i sar., 2004 53- JN211121 do 85, Molenaar-de Backer i sar.,
4482BP 117. | 4280 nt 2012

36. | AJ781038 Plentz i sar., 2004
4643 nt

a) Za izolate koji su srodni sa ispitivanim izolatima (pripadaju genotipu 1), ali su
filogenetski udaljeniji od njih usvojen je engleski naziv ,outgroup”. Ovi izolati se
koriste kao referentni u cilju odredivanja korena filogenetskog stabla.
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Tabela 3.4 Oznake i reference za izolate genotipa 2 i genotipa 3 u GenBank

bazi podataka (cele ili skoro cele sekvence B19 genoma)

Genotip 2 (12 izolata)

Genotip 3 (17 izolata)

Br. | Acc.no. Referenca Br. | Acc.no. Referenca
1. A]717293 Liefeldti sar., 1. AJ249437 Nguyen,
4922 nt neobjavljeno 5028 nt neobjavljeno
2. AY044266 (LaLi) Hokynar i sar., 2002 2. AX003421 protot. 3a, Auguste i sar., 1999
4935bp 5028 nt
3. | AY903437 (IM081) Blumel i sar., 2005 3. AY083234 (3b) Servanti sar., 2002
5106bp, panel M2 5017 nt
4, DQ333426 Schneideri sar., 2008 4, AY582124 Parsyanisar., 2006
4925 nt 4866 nt
5. DQ333427 Schneideri sar., 2008 5. AY582125 Parsyanisar., 2006
4767 nt 4866 nt
6. DQ333428 Schneider i sar., 2008 | 6. AY647977 (3b) Keller i sar.,
4517 nt 4964 nt neobjavljeno
7. HQ340601 Uttai sar.,, 7. DQ234769 (3a) Parsyani sar., 2007
4354 nt neobjavljeno 4866 nt
8. HQ340602 Uttai sar.,, 8. DQ234771 Parsyani sar., 2006
4354 nt neobjavljeno 4866 nt
9. AB550331 Tsujikawa, 9. DQ234775 Parsyanisar., 2007
5588 nt neobjavljeno 4866 nt
10. | AY064475 (A6-2) Nguyen i sar., 2002 10. | DQ234778 Parsyanisar., 2006
4844 nt 4865 nt
11. | AY064476 (A8-2) Nguyen i sar., 2002 11. | DQ234779 (3b) Parsyanisar., 2006
prototype, 4844 nt 4867 nt
12. | EF216869 Baylis, 12. | DQ408302 Schneideri sar., 2008
4959 nt neobjavljeno 4930 nt
13. | DQ408303 Schneideri sar., 2008
4931 nt
14. | DQ408304 Schneideri sar., 2008
4931 nt
15. | DQ408305 (3b) Schneider i sar., 2008
4931 nt
16. | FJ265736 Rinckel i sar.,
4846 nt neobjavljeno
17. | NC-004295 (V9- 3a) Nguyen,

5028 nt

neobjavljeno

29




Tabela 3.5 Pregled B19 izolata genotipa 1 (cele ili skoro cele sekvence) po

geografskom poreklu, tkivu iz koga je virusni genom izolovan i viremenu

uzorkovanja:

DataBase ID, lokacija i informacije o

uzorku Tip uzorka Referenca
Srbija (n=5)
2009: RS-B1/M1 krv
2011: RS-4, RS-8, RS-9 plazma
2012: RS-10A plazma
Japan (n=13)
1986: AB030673 (N8) serum Takasawa i sar.,

1992: AB030693 (Mi)

1992: AB030694 (Rm)

1996: AB126263 (AN28)

1997: AB126266 (AN40), AB126267 (AN41)

1998: AB126262 (AN23), AB126264 (AN30),
AB126265(AN34), AB126268 (AN56),
AB126269 (AN66), AB126270 (AN85)

2000: AB126271 (B18-AN87)

2004
koStana srz
serum/ koStana srz
jetra Abeisar., 2007

jetra

jetra

Finska (n=4)

1996: AF161223-6 (Katil-4)

sinovijalno tkivo Hokynar i sar., 2000

Nemacka (n=13)

1994: 770560 (1/1), Z70528 (2/11), Z70599
(Sp2)

1997: AF113323 (SLE)

2002: A]J781031-8
2008: DQ408301 (BN30.1)

serum Hemaueri sar.,
1996

serum Hemaueri sar.,
1999

krv Plentz i sar., 2004

jetra Schneider i sar.,

2008
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Tabela 3.5, nastavak

DataBase ID, lokacija i informacije o

Tip uzorka Referenca
uzorku
Svedska (n=1)
2001: AY028237 (E.1.1.) serum Tolfvenstam,
neobjavljeno
SAD (n=5)
1982: M13178 (Au) serum Shade i sar., 1986
2004: NC_000883 (J35), nukleotidna sekvenca serum Zhii sar., 2004
identi¢na sa AY386330, 1999.
2006: AY504945 (NAN) serum Norjaisar., 2006
2007: FW377254 ? Rinkeruisar., 2010
2008: F]591158 (KU1) serum Cheni sar.,,
neobjavljeno*
Belgija (n=2)
2000: DQ293995 (C39) plazma Parsyan i sar., 2006
2002: FN598217 (BB19) plazma Op de Beekisar.,,
neobjavljeno
Engleska (n=3)
1973: M24682 (Wi or PVBPRO) serum Blundell i sar., 1987
1990: AF162273 (HV) tkivo/serum Gallinella, Venturoli
neobjavljeno
1993: 7268146 (Stu) serum Hicks i sar., 1996
Vijetnam (n=6)
2001: DQ225148-51 (KyMa, SN807, OsFr, serum Toanisar., 2006
AnTo)
2001: DQ357064-5 (Vn147,Vn115)
serum
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Tabela 3.5, nastavak

DataBase ID, lokacija i informacije o

uzorku Tip uzorka Referenca
Holandija (n=65)
2003: 14 izolata serum Molenaar-de Backer
isar., 2012
2004: 14 izolata serum
2006: 14 izolata serum
2008: 8 izolata serum
2009: 15 izolata
JN211121 to JN211185
Francuska (n=5)
2009: FN669502 biopsija srca Dinaisar.,, 2011
2009: FN669503 biopsija pluca
2009: FN669504 aspirat nosa
2009: FN669506 aspirat nosa
2009: FN669507 amnionska tecnost

Dva izolata genotipa 1 selektovana iz navedenih nukleotidnih baza podataka na
osnovu Kriterijuma skoro celih B19 cDNK, isklju¢ena su iz dalje analize. Kod izolata
FW377252 (Rinkeru i sar., 2010) je konstatovana neuobicajena insercija A761 koja
je jedinstvena u odnosu na sve ostale dostupne genomske sekvencama B19. Kako u
pomenutom radu nije navedeno da li je sekvenciranje radeno u oba smera i koliko
puta je navedena insercija potvrdena, ovaj izolat je iskljucen iz dalje analize. Izolat
FN669505 (Dina i sar., 2011) je takode iskljuen posto je njegova sekvenca kraca
za pribliZzno 500 nt od svih ostalih B19 genoma u naSem poravnanju razli¢itih B19

cDNK izolata.

Pored navedenih izolata u radu su za analizu koriS¢ene i sekvence delova genoma
(994 nt) izolata iz Srbije, dobijenih iz seruma uzorkovanih 2007. godine
(FN295732, FN295733, FN295734, FN295735, FN295736, FN295737, Hubschen i
sar., 2009).
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U radu je koriScena, za analizu strukture kapsida i virusnih proteina, i baza RSCB

PDB - Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). PDB je baza

podataka koja sadrzi 3D strukture velikih bioloskih molekula - proteina i
nukleinskih kiselina. U navedenoj bazi podaci o strukturi proteina dobijeni su na
osnovu Kkristalografije X zracima, NMR spektroskopijom ili in silico simulacijama i

dostupni su putem interneta.
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3.2. Metode

3.2.1 Izolacija virusne DNK iz uzoraka plazme i krvi

3.2.1.1 Izolacija virusne DNK iz uzoraka plazme

Virusna DNK je izolovana iz 200 pL plazme upotrebom kita QIAamp MinElute Virus
Spin Kit prema uputstvima proizvodaca (QIAGEN GmbH, Nemacka). Izolacija
virusne RNK i DNK zasniva se na specifi‘chom vezivanju nukleinskih kiselina za
silika-gel membranu, uz efikasne korake ispiranja kojima se uklanjaju necistoce
koje mogu inhibirati PCR- dvovalentni katjoni i proteini. Procedura podrazumeva
nekoliko koraka centrifugiranja a izolacija se vrSi bez prisustva fenola i
hloroforma. U pufer za lizu dodavana je interna kontrola (veStacki sintetisan
oligonukleotid koji se amplifikuje istim prajmerima kao i virusna DNK ali daje
fragment razlic¢ite duZine, Zimmermann i sar., 2000), a izolovana DNK je eluirana
sa 60 pL pufera za eluciju. Amplifikacija interne kontrole je dokaz odsustva

inhibicije PCR-a pa tako i kriterijum za validnost rezultata.
3.2.1.2 Izolacija virusne DNK iz uzoraka krvi

Virusna DNAK je izolovana iz 200 pL plazme upotrebom kita QIAamp DNA Blood
Virus Spin Kit prema uputstvima proizvodaca (QIAGEN GmbH, Nemacka), prema
slicnom principu navedenom za izolaciju iz plazme. U pufer za lizu dodavana je ista

interna kontrola, a izolovana DNK je eluirana sa 60 pL pufera za eluciju.

3.2.2 Detekcija i semikvantifikacija parvovirusne DNK

Za detekciju i semikvantifikaciju B19 DNK u uzorcima plazme i krvi koriS¢ena je
end-point PCR metoda pomocu tzv. NS1 prajmera (Tabela 3.6), a prema metodi
Servant i sar., (2002.). ,End-point PCR", sloZenica preuzeta iz engleskog jezika a
prihvacena u internacionalnoj literaturi, se odnosi na procenu koliCine sintetisanih
amplikona nakon prekida reakcije amplifikacije. Po zavrSetku PCR-a dobijeni
amplikoni se razdvajaju elektroforezom u 8% poliakrilamidnom gelu (Multiphor I1

Electrophoresis System, Amercham Biosciences ili Sigma vertical electrophoresis
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modul - Z375071 sa napajanjem Amercham Biosciences Power Supply), bojenom
metodom AgNO3 a jacina signala je procenjivana na osnovu povrsine pika svake
trake nakon denzitometrije (na 560 nm, izabrani mod je transmisija, procena
preko povrSine pika, na denzitometru CD 60 DESAGA, Nemacka ili Molecular

Imager Gel Doc XR System sa softverom Quantity One ver. 4.6.0, BioRad).

Tabela 3.6. Sekvenca NS1 prajmera koriS¢enih za procenu viremije
pozitivnih uzoraka (Servanti sar., 2002) i interne kontrole (Zimmermann i

sar., 2000)

Nukleotidna
Naziv lokacija2 Literatura
. Sekvenca
prajmera DuZina
amplikona
NS1-F 5’-TGCAGATGCCCTCCACCCA-3’ (19 nt) 2085 - 2103
Servanti sar.,
NS1n-R 5-GCTGCTTTCACTGAGTTCTTC-3’ (21 nt) 2165 - 2185 2002
103 bpb
5’-GCCAAGAAACCCCGCATTACCATGTTATGGAT
AGACTGGCTAAGCAAAGCGCGATCCAAAACACA Zimmermann i
IKe 117 b
AAAGGCTTTGTTCCTTACTCTTTAAACTTTGTTCA P sar., 2000
AACTATGGTAAACTGGT-3’

a) pozicija nukleotida u genomu B19 prikazana je u odnosu na referentnu sekvencu
NC_000883

b) duZina amplikona izraZena je u baznim parovima (bp)

c) sekvence prajmera kojima se amplifikuje interna kontrola prikazane su
podebljanim fontom

Pored navedenog metoda za semikvantifikaciju genoma B19, u toku rada razvijena je i
interna metoda za detekciju i semikvantifikaciju B19 DNK, uzimajuéi u obzir dostupne
podatke iz baza podataka i preporuke za pouzdanu dijagnostiku virusnih infekcija, koja je

takode kori$éena za analizu svih uzoraka.

3.2.3 Odredivanje nukleotidne sekvence delova genoma

ispitivanih izolata B19 virusa

Dobijeni izolati B19 genoma su podvrgnuti PCR umnoZavanju u pripremi za

sekvenciranje DNK. Metoda koja nam je bila dostupna sastoji se od amplifikacije
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medusobno preklapajucih regiona virusnog genoma upotrebom visSe razlicitih

parova prajmera. S obzirom na varijabilnost virusnog genoma za neke izolate je

bilo neophodno koristiti viSe razli¢itih setova prajmera za amplifikaciju istog

regiona. KoriS¢eni su prajmeri navedeni u literaturi ali i prajmeri posebno

dizajnirani u ovom radu u cilju sekvenciranja. U tabeli 3.7 su navedeni nazivi

koriS¢enih prajmera i delovi genoma (u odnosu na referentnu sekvencu

NC_000883) koji se pomocu tih prajmera amplifikuju.

Tabela 3.7 - Nukleotidne sekvence prajmera koriS¢enih za sekvenciranje

Prajmer

NV1-F

G1-F

G1-R

P3-F

NV2-R

NS-F

NSn-R

PV-2-(f)

PV-3(r)

VP1-R

NV3-R

NV4-F

NV4-R

NV5-F

NV5-R

NSNIG1: 1-F

Sekvenca

5’- AACTAACAGGTATTTATACT -3’

5’-TAGATACCTGTATTTCTGCTA-3’

5’-ATAGTTTGAAACTTTATGCTA-3’

5’-TGGATTGATAAAAAATGTGG -3’

5-GCCATTGCCAAGTTTGTTTT-3’

5’-TGCAGATGCCCTCCACCCA-3’

5’-TGCTTTCACTGAGTTCTTC-3’

5’-GCTTGGTATAATGGATGGAA-3’

5’-CCAGACAGGTAAGCACATTT-3’

5’-TTGGCTATACCTAAAGTCAT-3’

5’-TTATAATGGTGCTCTGGGTCA-3’

5’-CCCAAGCATGACTTCAGTTA-3’

5’-AAGTGTTGACTGCAGCCCTC-3’

5’-TCAGCTTTTAGGTACAGGAGG-3’

5’-CCCAATTTAAATGTCATAGT-3’

F 5-GACGTAATTGTCCGCCATCT-3’

Lokacija?

578-597

1097-1117

1251-1271

1552-1571

1615-1634

2085-2103

2167-2185

2482-2501

2584-2603

3081-3100

3448-3468

3298-3317

4031-4050

3961-3981

4769-4788

297-316

Gen

preNS1

NS1

NS1

NS1

NS1

NS1

NS1

NS1

NS1

VP1

VP1/VP2

VP1/VP2

VP1/VP2

VP1/VP2

VP1/VP2

preNS1

Referenca

Stamenkovicisar., 2013

Stamenkovicisar., 2013

Stamenkovicisar., 2013

Koppelman i sar., 2007

Stamenkovic i sar., 2013

Servanti sar., 2002

Stamenkovici sar., 2013

Koppelman i sar., 2007

Koppelman i sar., 2007

Servantisar., 2002

Stamenkovicisar.,, 2013

Stamenkovicisar.,, 2013

Stamenkovicisar., 2013

Stamenkovicisar., 2013

Stamenkovicisar., 2013

Schneideri sar., 2008

36




Tabela 3.7, nastavak

Prajmer Sekvenca Lokacija? Gen Referenca
1-R R 5’-GCTAGACTCCCCAGCATCAC-3’ 1184-1203 | NS1
IN-F F 5’-TACCGGAAGTCCCGCCTAC-3’ 319-337 preNS1
IN-R R 5’-ATGGCAAGCTCCCCTTCTAA-3’ 1121-1140 | NS1
VPCIIGL: 2-F F 5’-GCAAGGAGTGGGTAGATTTCC -3’ 4408-4428 | VP1/VP2
2-R R 5’-ACGGTGGGGAGTGTTTACAA-3’ 4964-4983 | VP1/VP2
2N-F F5'-CAGGGTTTAAACATGCACACC-3' | 4457-447 | VP1/VP2 | g pneider i sar, 2008
2N-R R 5’-CCACAATTCTTCAGGCTTTTC-3’ 4919-4939 | VP1/VP2
VPintIV6l: 3-F | F5'- 4576-4600 | VP1/VP2
CCAGCTGTGGAGTAAAATTCCAAAT-3’
3-R R 5’-ACCGGAAGTCCCGCCTAC-3 5260-5277 | VP1/VP2
3N-F F5-AGTTTGCAGCCTTAGGAGGA-3’ 4623-4642 | VP1/VP2
3N-R R 5’-CGGCATCTGATTTGGTGTC-3’ 5228-5246 | VP1/VP2
NV6-F 5’-ACTAGAATATCCTTACGCCC-3’ 4273-4292 | VP1/VP2 | Stamenkovicisar., 2013
NV6-R 5’-GTCCACAATTCTTCAGGCTT-3’ 4921-4940 | VP1/VP2 | Stamenkovicisar., 2013

a) nukleotidi su oznaceni u odnosu na referentnu sekvencu NC_000883

Automatsko sekvenciranje amplifikovanih fragmenata B19 genoma radeno je na
automatskom sekvenatoru metodom zavrsSetka lanca (ABI 310, Applied Biosystems,
Foster, CA, SAD). Amplikoni dobijeni upotrebom navedenih prajmera su
sekvencirani upotrebom BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit-a (PE
Applied Biosystems, Foster City, CA) a sekvence su “oCitane” i sastavljene upotrebom

ABI softvera Sequencing Analysis 5.1 i SeqScape software, v 2.5.

Delovi genoma ispitivanih virusnih izolata su sekvencirani na Medicinskom
fakultetu Univerziteta u Beogradu i u laboratoriji Eurofins MWG Operon

(http://www.eurofinsgenomics.eu) posredstvom saradnika Virologie Immunologie

Moléculaires, (Institut National de la Recherche Agronomique), UR892, INRA, Jouy-

37


http://www.eurofinsgenomics.eu/

en-Josas, Francuska. Rezultat automatskog sekvenciranja dobija se u vidu grafickog

i slovnog zapisa.

3.2.4 Bioinformaticka obrada podataka

U cilju analize izolovanih sekvenci koriS¢eno je vise bioinformatickih alata, kako za
sklapanje segmenata dobijenih sekvenciranjem tako i za njihovo medusobno
poredenje i analizu. Geneticke distance izmedu sekvenci odreduju se na osnovu
nukleotidnih sekvenci (nukleotidne distance), odnosa nesinonimnih i sinonimnih
zamena (dN/dS) ili na osnovu aminokiselinskih sekvenci. U ovom radu, primenom
viSe bioinformatickih alata, analizirani su odnos nesinonimnih i sinonimnih

zamena (dN/dS) i nukleotidne distance izolata.
3.24.1 Finch TV

Elektroforegrami dobijeni nakon sekvenciranja su pregledani u Finch TV programu

(http://www.geospiza.com/Products/finchtv.shtml), verzija 1.4. Ovaj program

omogucava pregledan i interaktivan nacin za vizuelizaciju rezultata sekvenciranja
kao i manuelno-vizuelnu korekciju nukleotidne sekvence nakon uvida u graficki
prikaz hromatograma. Program sa moZe koristiti za obradu ab1 ili scf fajlova, a

podaci se mogu Cuvati i u FASTA formatu.
3.2.4.2 MEGA

MEGA (eng. Molecular Evolutionary Genetics Analysis), verzija 5.03,

http://www.megasoftware.net, (Tamura i sar., 2011) je programski paket,

odnosno bionformaticki alat koji je koriS¢en za poravnanje sekvenci (Clustal X,
Larkin i sar., 2007), konstruisanje filogenetskih stabala, pretragu baza podataka
(PubMed, BLASTA), procenu stope mutacija, testiranje evolutivnih hipoteza i
odredivanje genetickih distanci. Programi koji su integrisani u MEGA paket

koriS¢eni su kroz upotrebu opcija u programu MEGA.
3.2.4.3 Bioedit

BioEdit verzija 7.0.9.0., http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/page2.html (Hall,

1999) je program koriS¢en za poravnanje, vizuelni pregled identi¢nosti

nukleotidnih i proteinskih sekvenci, odredivanje konsenzusnih sekvenci za dato
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poravnanje i odredivanje procentualne identi¢nosti nukelotidnih i proteinskih

sekvenci.

3.2.4.4. Datamonkey

Datamonkey (http://www.datamonkey.org ) je server, odnosno aplikacija, koji na
brz i jednostavan nacin omogucéava analizu zasnovanu na HyPhy softverskom
paketu (eng. Hypothesis testing using Phylogenies) i brzu detekciju mesta
rekombinacije (Kosakovsky Pond i sar., 2006). Preko ovog servisa sprovedene su
SLAC (eng. Single Likelihood Ancestor Counting) i GARD (eng. Genetic Algorithm for
Recombination Detection) analize. SLAC analiza zasniva se na proceni o¢ekivanih i
dobijenih sinonimnih i nesinonimnih zamena koje program analizira u odnosu na
jednu najverovatniju predacku sekvencu, a koju konstruiSe na osnovu unetih
sekvenci primenom algoritma kojim se povezuju susedi (eng. neighbor-joining).
GARD analiza je zasnovana na modelu zasnovanom na verovatno¢i (eng. likelihood-
based) koji primenom genetickog algoritma pretraZuje poravnanja sekvenci u

potrazi za potencijalnim mestima rekombinacije.
3.2.4.5. Testiranje modela za analizu genskih sekvenci B19

Aplikacija jModelTest se koristi za statisticku analizu i izbor najpogodnijeg modela
za poredenje nukleotidnih supstitucija u genomima izolata pripremljenog
poravnanja. Ova aplikacija podrazumeva pet razli¢itih strategija za izbor modela:
testiranje odnosa hijerarhijske i dinamic¢ke verovatnoce (eng. hierarchical and
dynamical likelihood ratio tests - hLRT i dLRT), Akaike i Bayesian informacione
kriterijume (eng. Akaike and Bayesian information criteria - AIC i BIC), i metod
teorije odlucivanja (eng. decision theory method - DT). Aplikacija nudi i mnostvo

dodatnih podataka kao Sto su znacajnost parametara, nesigurnost modela i drugi.

Modeli koji se testiraju u okviru jModelTest aplikacije navedeni su u tabeli 3.8.
jModelTest ispituje adekvatnost za 11 mogucih supstitucionih modela, svaki u
varijanti sa jednakim i nejednakim ucestalostima nukleotida (22 varijante).
Primenom razli¢itih vrednosti za procenat invarijabilnih mesta (+I) i stepen
varijacije izmedu mesta sa brojem kategorija (eng. rate variation among sites with a
number of rate categories, +G), dobija se 88 razliCitih modela, koji se testiraju kako

bi se izabrao model koji je najpogodniji za analizu podataka od interesa.
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Tabela 3.8. Supstucioni modeli testirani u okviru aplikacije jModelTest2.

Model Referenca Broj Ucestalosti Stepen supstitucije Kod
slobodnih baza
parametara
]JC Jukes i Cantor, 0 jednake AC=AG=AT=CG=CT=GT 000000
1969
F81 Felsenstein, 3 nejednake AC=AG=AT=CG=CT=GT 000000
1981
K80 Kimura, 1980 1 jednake AC= AT=CG= GT; AG=CT 010010
HKY Hasegawaisar., | 4 nejednake AC= AT=CG= GT; AG=CT 010010
1985
TNef Tamura i Nei, 2 jednake AC=AT=CG=GT; AG; CT 010020
1993
TN Tamurai Nei, 5 nejednake AC= AT=CG= GT; AG; CT 010020
1993
TPM1 Kimura, 1981 2 jednake AC=GT; AT=CG; AG=CT 012210
TPM1uf | Kimura, 1981 5 nejednake AC=GT; AT=CG; AG=CT 012210
TPM2 2 jednake AC=AT; CG=GT; AG=CT 010212
TPM2uf 5 nejednake AC=AT,; CG=GT; AG=CT 010212
TPM3 2 jednake AC=CG; AT=GT; AG=CT 012012
TPM3uf 5 nejednake AC=CG; AT=GT; AG=CT 012012
TIM1lef | Posada, 2003 3 jednake AC=GT; AT=CG; AG; CT 012230
TIM1 Posada, 2003 6 nejednake AC=GT; AT=CG; AG; CT 012230
TIM2ef 3 jednake AC=AT; CG=GT; AG; CT 010232
TIM2 6 nejednake AC=AT; CG=GT; AG; CT 010232
TIM3ef 3 jednake AC=CG; AT=GT; AG; CT 012032
TIM3 6 nejednake AC=CG; AT=GT; AG; CT 012032
TVMef Posada, 2003 4 jednake AC; AT; CG; GT; AG=CT 012314
TVM Posada, 2003 7 nejednake AC; AT; CG; GT; AG=CT 012314
SYM Zharkikh, 1994 | 5 jednake AC;AG;AT;CG;CT;GT 012345
GTR Tavere, 1886 8 nejednake AC;AG;AT;CG;CT;GT 012345

000000 predstavlja model gde je svih 6 stopa supstitucije (eng. substitution rates) jednako,
i oznaCava se kao JC69 model ako je ucestalost baza jednaka (0.25), odnosno kao F81
model ako je razli¢ita. Kod modela sa kodom 010010 stepeni supstitucije A-G i C-T su
medusobno jednaki ali se razlikuju od ostalih parametara, i on se oznacava se kao K80
model ako je ulestalost baza jednaka (0.25), odnosno kao HKY85 model ako je razlicita.
Model sa kodom 010020 se naziva i TN93 model, a model sa kodom 012345 je GTR model.

3.2.4.6. Program za analizu rekombinacionih dogadjaja - RDP4

RDP4 (verzija Beta 4.16) je program za analizu rekombinacija koji koristi brojne

algoritme za detekciju i procenu rekombinantnih dogadaja u grupi poravnanih

sekvenci, kao i njegova prethodna verzija RDP3 (Martin i sar., 2010). U okviru RDP

programa opciono se mogu izabrati algoritmi RDP (Martin i Rybicki, 2000),
BootScan (Martin i sar., 2005), SiScan (Gibbs i sar., 2000), 3seq (Boni i sar., 2007),
MaxChi (Maynard Smith, 1992), Phylpro (Weiller, 1998) i drugi.
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4. Rezultati

4.1. Identifikovanje uzoraka pozitivnih na B19 DNK

4.1.1. Metode za detekciju i kvantifikaciju B19 DNK u uzorcima

Krvi i plazme

Za potrebe analize u ovom radu razvijena je interna metoda kojom se uspesno

mogu detektovati i kvantifikovati izolati sva tri genotipa B19 virusa. S obzirom na

to da je metoda predmet patentne prijave detalji metode ¢e biti razmotreni u

publikaciji nakon dobijanja broja u patentnoj bazi.

Prema smernicama Evropske farmakopeje datim u monografiji 07/2010:20621

(Ph.Eur.2010) izvrsena je validacija uspostavljene interne metode za detekciju i

kvantifikaciju genoma B19 koja je predmet patentne prijave i pokazana je

zadovoljavajuca specifi¢nost, preciznost, tacnost i lineanost u opsegu od 103-105

[U/mL (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 Rezultati validacije interne metode

Parametar

Zahtevi /Rezultati

Specifitnost:

Nedvosmisleno odredena
nukleinska kiselina u
prisustvu komponenti koje
mogu biti prisutne, bez
lazno pozitivnih rezultata
sa B19 negativnim
materijalom.

1. specificnost metode proveriti u nukleotidnim bazama
podataka

Analiza nukleotidne baze podataka pokazala je da je metoda
specifi¢na za B19 virus.

2. proveriti metodu sekvenciranjem, hibridizacijom ili
restrikcionom analizom genoma koris¢enih izolata

B19 pozitivni uzorci su sekvencirani. Sekvence su poredenjem sa
bazom podataka (GenBank) identifikovane kao sekvence B19
virusa.

3. testirati najmanje 20 negativnih plazma pool-ova i
pokazati da su nereaktivni

Testirano je 20 plazma poolova (plazma dobrovoljnih davalaca
krvi, bez simptoma B19 infekcije) i svi su bili negativni.
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Tabela 4.1 Rezultati validacije interne metode, nastavak

Parametar

Zahtevi /Rezultati

Linearnost:

Pokazatelj da su rezultati
direktno proporcionalni
koncentraciji matrice.
Procenjuje se u toku
ispitivanja ponovljivosti i
intermedijarne preciznosti
testiranjem ponovaka
razblazenih uzoraka u
celom opsegu

R%>0.90, za opseg 103-1051U/ml

U toku ispitivanja preciznosti (i ta¢nosti) uradeno je 5 nezavisnih
testova. Koeficijent determinacije (R2) bio je u opsegu od 0.9199 do
1.000, sa srednjom vrednosc¢u od 0.9758.

Tacnost:

Pokazatelj bliskosti
dobijenog rezultata
ocekivanoj (teorijskoj)
vrednosti.

5 koncentracija materijala
kalibrisanog u IU (razmak
0.5 log) najmanje po 3
replike za svako
razblaZenje, odredeno u
odnosu na standard koji
pokriva opseg oko 10*
IU/ml (npr 105, 1045...103).
Navodi se kao odreden
procenat u odnosu na
poznatu koli¢inu DNK.

Odstupanje od teorijske vrednosti manje od 1.0 log,
odstupanje srednje vrednosti u opsegu 50-200% u odnosu na
teorijsku vrednost.

Svi dobijeni rezultati su u okviru + 1llog u odnosu na ocekivanu
vrednost, a dobijene srednje vrednosti su u opsegu 50-200% u
odnosu na ocekivanu vrednost:

Uzorak ValA (1051U/ml): 7 rezultata iz 4 nezavisna testa

min. 10%6°TU/ml, maks. 1056°IU/ml, srednja vrednost 105-25IU/ml
(176.9%)

Uzorak ValB (10451U/ml): 12 rezultata iz 5 nezavisnih testova

min. 10375[U/ml, maks. 104°°IU/ml, srednja vrednost 10461 IU/ml
(129.3%)

Uzorak ValC (104IU/ml): 8 rezultata iz 4 nezavisna testa

min. 103-5°1U/ml, maks. 104871U/ml, srednja vrednost 10425[U/ml
(179.5%)

Uzorak ValD (10351U/ml): 11 rezultata iz 5 nezavisnih testova

min. 10251[U/ml, maks. 103°7IU/ml, srednja vrednost 10351 IU/ml
(103.5%)

Uzorak ValE (103IU/ml): 8 rezultata iz 4 nezavisna testa

min. 10250IU/ml, maks. 103-6¢2[U/ml, srednja vrednost 103-29'U /ml
(196.8%)

Svi pojedinacni rezultati su bili u opsegu od * 11og10 u odnosu na
ocekivanu vrednost, a prosecne vrednosti su u opsegu od 103.5%-
196.8%.
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Tabela 4.1 Rezultati validacije interne metode, nastavak

Parametar

Zahtevi /Rezultati

Limit kvantifikacije:

Najniza koncentracija
nukleinskih kiselina koja
se moze kvantifikovati
dovoljno precizno i tacno.
Procenjuje se u toku
ispitivanja ponovljivosti i

U toku ispitivanja preciznosti (i tacnosti) uradeno je 5 nezavisnih
testova i za svaki od njih konstruisano je po tri standardne krive
(za svaki par prajmera ponaosob). Sve krive imale su tacku od
103IU/ml, a njihovi koeficijenti determinacije su bili prihvatljivi
(vidi linearnost). Ispitivanja nizih koncentracija nisu radena, posto
nisu od interesa.

Na osnovu dobijenih rezultata potvrdeno je da je limit

Uskladenost nezavisnih
merenja istog homogenog
uzorka (testirana na
uzorcima koncentracije
ValB-1045 [U/ml i ValD-
10351U/ml)- ponovljivost,
intermedijarna preciznost,
i reproducibilnost

intermedijarne kvantifikacije najmanje 1031U/ml.
preciznosti.
Preciznost: 1. Ponovljivost: izraziti preciznost kao koeficijent

varijacije izmedu tri ponovka istog uzorka u okviru
testa

Koeficijent varijacije (CV) za uzorak ValB bio je 24.1%, 7.6% i
69.8%, a za uzorak ValD 15.5%, 58.8% i 54.9%.

2. Intermedijarna preciznost: izraziti preciznost kao
koeficijent varijacije izmedu srednjih vrednosti
dobijenih u tri nezavisna testa

Koeficijent varijacije (CV) u okviru ispitivanja intermedijarne
preciznosti bio je za uzorak ValB 77.3%, a za uzorak ValD 79.8%.

3. reproducibilnost: uspesno usesce u
medulaboratorijskom poredenju

PTS studija PTS117 (organizovana od strane EDQM - evropskog
direktorata za kvalitet lekova) je uspe$no uradena, i to za svih 10
uzoraka (1 negativan uzorak, 3 pozitivna uzorka ali ispod limita od
10000 IU/ml, 6 pozitivnih uzoraka i to preko limita od 10000
IU/ml; od pozitivnih uzoraka 2 su bila genotipa 2, 1 genotipa 3, a
ostali uzorci genotipa 1.

Na osnovu dobijenih rezultata utvrdena je preciznost metode
(7.6%<CV<79.8%) koja se mora uzeti u obzir pri tumacenju
rezultata.
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Tabela 4.1 Rezultati validacije interne metode, nastavak

Parametar

Zahtevi /Rezultati

Robustnost:

Pokazatelj otpornosti
procedure na male
namerne varijacije u
parametrima.
Kroskontaminacija i
interferencija.

1. Kroskontaminacija:

U izolaciji punog kapaciteta uzoraka naizmeni¢no naneti visoko
pozitivni uzorci dali su pozitivan rezultat i svi negativni uzorci bili
su negativni.

2. Interferencija matriksa:

Svi testirani uzorci plazme koji su spajkovani sa 104 IU/ml (13/13)
i sa 103 [U/ml B19 (13/13) bili su pozitivni, ¢cime je pokazano da
sam uzorak (plazma) ne inhibira odredivanje.

3. Interferencija u prisustvu ocekivanih virusa u plazmi:

4 B19 negativna uzoraka, pozitivna na druge viruse (HCV, HIV,
HBV, HCV+HIV+HBYV) i spajkovana sa 10* B19 dala su pozitivan
rezultat.

4. Variranje uslova testa:

Metoda je u toku ispitivanja preciznosti i tatnosti uradena i
upotrebom razlicite opreme i reagenasa, a radilo je ukupno 3
operatera.

Metoda je nakon validacije koriS¢ena za detekciju pozitivnih uzoraka, kao i za

semi-kvantitativno odredivanje titra virusa u pozitivnim uzorcima.

S obzirom na to da je metoda predmet patentne prijave u ovom radu prikazacemo

rezultate semikvantifikacije pomocu end-point PCR-a sa NS1 prajmerima (Materijal

i metode 3.2.2). Nakon PCR amplifikacije kontrolisane pomoc¢u interne kontrole

dobijeni amplikoni se razdvajaju elektroforezom na poliakrilamidnom gelu, boje

srebrom a jac¢ina signala se procenjuje na osnovu povrsSine pika svake DNK trake

nakon denzitometrije (Slika 4.1).
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Slika 4.1 Poliakrilamidni gel nakon bojenja srebrom. Kolona 1: marker
molekulskih duzina O Gene ruller, 100 i 150 bp; Kolone 2-6: standard B19 DNK razlic¢itih
koncentracija (B191S 105IU/ml, 1045I1U/ml, 1041U/ml, 10351U/ml i 103IU/ml; Kolone 7-10:
uzorci iz panela genotipova M1-M4, razblazeni u odnosu 1:100; Kolona 11: negativna
kontrola. Traka duzine 103 bp je traka sa NS1 prajmerima, traka duzine 117 bp je traka
interne kontrole.

Da bi uzorak bio proglaSen negativnim potrebno je da se dokaZe da PCR nije
inhibiran, Sto dokazuje prisustvo DNK trake amplifikovane interne kontrole
(jedina vidljiva traka u kolonama 10 i 11). Odsustvo trake specifitne za virusni
genom i DNK trake specifi¢ne za internu kontrolu je pokazatelj inhibicije same PCR

reakcije i takav rezultat nije validan.

Prvi rezultat za uzorak RS-B1/M1 nije bio validan. Na gelu nije bilo vidljivih DNK
amplikona dobijenih sa genoma virusa ali ni amplikona sa interne kontrole (Slika
4.2). Kada je u uzorak dodat B19IS ponovo je izostala DNK amplifikacija, Sto je
potvrdilo sumnje da se u uzorku usled inhibicije ne moZe amplifikovati virusna
sekvenca ¢ak ni kada je sigurno prisutna (kolona 6). Pretpostavka da je do
inhibicije doSlo zbog prevelike koli¢ine virusne DNK u uzorku je potvrdena
testiranjem razblaZenog uzorka - S$to je razblaZivanje uzorka bilo vece koli¢ina
amplifikovane DNK je takode bila vec¢a (kolone 3-5), posto je inhibicija enzimske
reakcije bila manja. Amplifikacija interne kontrole je i u uzorku razblaZzenom 100
puta (kolona 5) i u standardu (kolona 7) bila inhibirana, usled kompeticije virusne

sekvence i sekvence interne kontrole za prajmere.
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Kolona:

1 - uzorak RS-B1/M1, bez razblaZivanja
2 - uzorak RS-B1/M1, razblazen 1:2

3 - uzorak RS-B1/M1, razblazen 1:5

4 - uzorak RS-B1/M1, razblazen 1:10

5 - uzorak RS-B1/M1, razblazen 1:100
6 - uzorak RS-B1/M1, nerazblaZeni sa
dodatih 105 IU/mL B19IS

7 -1051U/mL B19IS

8 - marker molekulskih duZzina (50, 100,
150 bp...)

Slika 4.2 Poliakrilamidni gel (PAA) sa DNK amplikonima dobijenim u PCR-u sa
izolatom RS-B1/M1 kao matricom (8% PAA, bojenje sa AgNO3 metodom).

U daljem radu, uzorci koji su bili visoko pozitivni (sa vise od 10> [U/mL) su radi
semikvantifikacije razblaZeni tako da razblaZeni uzorak ima aktivnost u opsegu
metode, a faktor razblaZenja uzet je u obzir pri izra¢unavanju rezultata. (Slika 4.3).
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Slika 4.3 Algoritam za B19 DNK detekciju i semikvantifikaciju pomoc¢u NS1
prajmerskog para (Materijal i metode 3.2.2).

Ukoliko je doSlo do amplifikacije virusnog genoma semikvantifikacija se vr$i nakon

denzitometrije konstruisanjem standardne krive. Primer standardne krive koja je

konstruisana radi odredivanja viremije end-point PCR metodom dat je u slici 4.4.
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Slika 4.4. Standardna Kkriva Konstruisana na osnovu izmerene povrsine pikova
amplikona dobijenih amplifikacijom referentnog standarda (B19IS). Prikazane su
vrednosti za B19IS koncentracije 103 [lU/mL, 104 IU/mL i 105 IU/mL, nakon denzitometrije
gela bojenog srebrom.

4.1.2. Uzorci plazme dobrovoljnih davalaca krvi

Kao reprezentativan uzorak zdrave populacije koriS¢eni su uzorci plazme
dobrovoljnih davalaca krvi, koji se smatraju zdravim osobama na osnovu
uobicajene transfuzioloSke ankete. U radu su koriS¢eni uzorci dobrovoljnih
davalaca krvi iz Centra za transfuziju Klinicko bolni¢kog centra Zemun, Beograd,
uzetih u periodu februar-april 2010. godine (77 uzoraka, testiranih pojedinacno) i
u periodu septembar-novembar 2011. godine (450 uzoraka, testiranih po 25
zajedno kao mini-pool). Svi testirani uzorci (527/527) bili su negativni, odnosno
nisu detektovane DNK trake (amplikoni) koje bi ukazivale na amplifikaciju sa B19
genoma, odnosno na prisustvo virusnog genoma u uzorcima. Ovaj rezultat
potvrden je primenom obe koriS¢ene metode (end-point PCR-a sa NS1 prajmerima
i internom metodom), kako bi se smanjila verovatnoca lazno negativnih rezultata

usled varijabilnosti virusne sekvence.
4.1.3. Uzorci pacijenata sa sumnjom na B19 infekciju

U toku rada analizirano je 13 uzoraka pacijenata koji su imali klini¢ku sliku koja se
moZe dovesti u vezu sa B19 infekcijom. Pored odredivanja B19 DNK internom
metodom nivo viremije odreden je i amplifikacijom sa NS1 parom prajmera, prema

metodi koju je objavila Servant sa saradnicima (Servant i sar., 2002). U tabeli 4.2
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dat je pregled rezultata odredivanja antiB19 antitela i broja kopija B19 DNK u
jedinici zapremine uzorka.

Tabela 4.2 Rezultati odredivanja antiB19 antitela i B19 genomske DNK

Vreme Interna
Uzorak Simptomi IgM/IgGa B19 DNK
uzorkovanja oznaka (log10 IU/mL)

RS-B1/M1 | jul 2009 F406 Hydrops fetalis +/+ >9

RS-B2b avg 2010 B406 bez simptoma -/+ Neg

RS-M2b avg 2010 M2-406 | bez simptoma -/+ 3

RS-3 sep 2010 / +/+ Neg

RS-4 jan 2011 3341 +/- 6

RS-5 ]'an 2011 / Slmptoml kO]l +/- Neg
ukazuju na

RS-6 jan 2011 / +/+ Neg
mogucnost B19

RS-7 jan 2011 4055 infekcijec ND/ND 3-4

RS-8 maj 2011 5248 +/ND 6

RS-9 maj 2011 1577 ND/ND >6

RS-10A 12.jan 2012 M21 ND/ND 7
Migratorni artritis,

RS-10B 27.jan 2012 M48 ND/ND 6
perikarditis

RS-10C 13.feb 2012 M65 ND/ND 5

ND - analiza nije radena; Neg - genom B19 virusa nije detektovan (<103 IU/ml); Pozitivni
uzorci oznaceni su podebljanim fontom.

a) Referentna vrednost (cut off) je 17 IU/ml i 5 IU/ml za IgM odnosno IgG; b) uzorak
testiran radi pracenja nakon prethodne infekcije; c) Neki ili svi od navedenih: poviSena
telesna temperatura, osip, bol u misi¢ima i/ili zglobovima, jeza, glavobolja.

Od ukupno 13 analiziranih uzoraka 9 je bilo pozitivno na prisustvo B19 genoma,

uglavnom sa viremijama preko 106 [U/mL (od 103 IU/mL do viSe od 10° IU/mL).

0d ukupno 10 pacijenata kod 6 je potvrdena infekcija B19 virusom.
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4.2 Odredivanje nukleotidne sekvence genoma B19

virusnih izolata

4.2.1. Reakcije PCR-a tokom pripreme za sekvenciranje B19

genoma

Uzorci za koje je pokazano prisustvo B19 DNK su dalje pripremani za dobijanje
nukleotidne sekvence genoma B19. Izolati B19 su amplifikovani upotrebom
razli¢itih kombinacija prajmera (sekvence prajmera date su u tabeli 3.5) kako bi se
dobila Sto kompletnija nukleotidna sekvenca cDNK B19 virusnog genoma (Tabela

4.3).

Tabela 4.3. Pregled uzoraka i prajmera sa kojima su dobijeni delovi sekvence
izolata:

Uzorak
prajmeri RS- | RS-M2 | RS-4 | RS-7 | RS-8 | RS-9 RS- RS-
lokacija B1/M1 10A 10B
NV1F/G1R
X X X X X
586-1250
G1-F/NSn-R
X X X X X X X X
1143-2186
G1-F/NV2-R
X X X
1096-1633
P3-F/NSn-R
X X
1551-2186
NS-FiVP1-R
X X X X
2084-3099
NS-F/PV-3(R
/PV-3(R) X X X
2084-2602
PV-2 VP1-R
(f)/ X < -
2481-3099
PV-2Fi NV3R
X X X X X
2481-3467
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Tabela 4.3. Pregled uzoraka i prajmera sa kojima su dobijeni delovi sekvence
izolata, nastavak

Uzorak

prajmeri RS- | RS-M2 | RS-4 | RS-7 | RS-8 | RS-9 RS- RS-
lokacija B1/M1 10A 10B
NV4-F/NV4-R

X1 X X X X
3297-4049
NV5-F/NV5-R

X X X

3960-4787
1F/R

X X X X X
297-1203
1NF/R

X X X X X
319-1140
2F/R
/ X
4408-4983
2NF/R
/ X
4457-4939
3F/R

X X X X
4576-5277
3NF/R

X X X X X X
4623-5246
NV5F/2R

X
3960-4983
NV5F/2NR

X
3960-4939

1) X - uspesno amplifikovanje i sekvenciranje navedenog segmenta.

U slucaju slabije amplifikacije pojedinih segmenata, amplifikacija je ponavljana sa

setom prajmera u okviru prvobitno umnoZene sekvence (nested PCR), slika 4.4.
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Slika 4.4. Elektroforetogram amplifikovanih segmenata za sekvenciranje.
Amplikoni su razdvojeni na 1.2% agaroznom gelu i naneto je 5uL uzorka;

Trake 1-4: uzorci RS-4, RS-9, RS-10A i RS-10B, amplifikovani sa setom prajmera NV6F/2R,
amplikon duZine 710 bp; Traka 5: negativna kontrola sa setom prajmera NV6F/2R; Traka
6: marker molekulskih duZina (100, 200, 300, 400, 500,600, 700, 800, 900, 1000 bp);
Trake 7-10: uzorci RS-4, RS-9, RS-10A i RS-10B, amplifikovani sa setom prajmera
2NF/2NR, amplikon duzine 482 bp; Traka 11: negativna kontrola sa setom prajmera
2NF/2NR.

Dobijeni su segmenti genoma koji se preklapaju, i svaki segment je sekvenciran u
oba smera. Tako dobijene sekvence su analizirane pregledom hromatograma
(finch.tv, zapisi u Prilogu 1) poredene i preklapane kako bi se nedvosmisleno

utvrdila sekvenca B19 genoma.

4.2.2.Genomske sekvence virusnih izolata B19 pozitivnih

uzoraka

0Od ukupno 9 uzoraka humane krvi/plazme/seruma, kod kojih je potvrdeno
prisustvo B19 genoma iz 8 uzoraka je uspeSno amplifikovan i sekvenciran deo
genoma B19 virusa. Dobijene nukleotidne sekvence su navedene u prilogu (Prilog

2).
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Uspesno su sekvencirani sledeci izolati:

1. Uzorak RS-B1/M1, segment genoma od 380 do 5311 nt;
2. Uzorak RS-M2, segment genoma od 1234 do 2109 nt;

3. Uzorak RS-4, segment genoma od 380 do 5226 nt

4. Uzorak RS-7, segment genoma od 1224 do 2106 nt

5. Uzorak RS-8, segment genoma od 384 do 5226 nt

6. Uzorak RS-9, segment genoma od 384 do 5226 nt

7. Uzorak RS-10A, segment genoma od 380 do 5230 nt

8. Uzorak RS-10B, segmenti genoma: 657 do 2121 nti4526 do 5232 nt

Svi navedeni uzorci su pokazali najvecu slicnost sa sekvencama genotipa 1 iz baze
podataka (BLAST poredenje sa dostupnim genomskim sekvencama B19 u NCBI
bazi, tabele 3.3 i 3.4), tako da se dalja analiza genoma B19 izolata zasnivala na
poredenju sekvenci naSih izolata sa sekvencama izolata genotipa 1. Genotipizacija
RS izolata je finalno potvrdena konstruisanjem filogenetskog stabla (navedeno u

daljem tekstu).

4.3 Analiza genoma B19 pozitivnih izolata

4.3.1. Provera potencijalne rekombinacije u okviru sekvenci od

interesa

4.3.1.1. Analiza genoma B19 izolata RDP4 programom

Skup genomskih sekvenici izolata sva tri genotipa analiziran je pomocu alatki
RDP4 programa (verzija 4.17). Analiziran je 161 izolat i to 146 izolata celih ili
skoro celih sekvenci iz baza podataka (Tabela 3.3 i Tabela 3.4), 6 izolata iz Srbije sa
delimicnim genomskim sekvencama (FN295732, FN295733, FN295734,
FN295735, FN295736, FN295737, duZine 992 nt, od 2118 do 3110 nt, Hubschen i
sar., 2009) i 8 izolata koji su dobijeni u ovom radu (RS-B1/M1, RS-M2, RS-4, RS-7,
RS-8, RS-9, RS-10A i RS-10B). Sve B19 genomske sekvence uzoraka iz Srbije, od

toga 5 skoro celih, 9 delimi¢nih, su ukljucene u ovu analizu.
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RDP4 analiza svih dostupnih sekvenci genotipa 1, 2 i 3 (sa opcijama RDP,
GENECONYV, BootScan, MaxChi, Cimaera i 3Seq) pokazala je da u okviru svih izolata
genotipa 1 samo izolat DQ225148 (Vijetnam) pokazuje mogucu rekombinaciju
izmedu genotipa 11i 2, i to u delu od 1832 do 2077 nt, pri Cemu se pretpostavlja da
su izvorne sekvence JN211140 (genotip 1, major parent, 99% sli¢nosti, Holandija) i
AY064476 (genotip 2, minor parent, 98.8% sli¢nosti , Vijetnam). Verovatnoca za
ovaj dogadaj oznacena je kao 1.834x10-1° (MC Uncorrected), odnosno 1,252x10-13
(MC Corrected).
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Slika 4.5. RDP4 analiza za B19 genomske sekvence genotipa 1, 2 i 3.
Prikaz rezultata za rekombinacioni dogadaj kojim je izolat DQ225148 identifikovan kao
potencijalni rekombinant.

U okviru genotipa 2 i 3 vedi broj sekvenci je pokazao mogucu rekombinaciju,
uglavnom pri krajevima genoma. U okviru ovog istrazivanja dalje razmatranje je

fokusirano iskljucivo na genotip 1.
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Skup genomskih sekvenici izolata genotipa 1 (ukupno 131, kako naSih tako i
izolata iz baze podataka, Tabela 3.3) takode je analiziran je pomocu alatki RDP4

programa (verzija 4.17).

RDP4 analiza svih sekvenci genotipa 1 (sa opcijama RDP, GENECONV, BootScan,
MaxChi, Cimaera i 3Seq) pokazala je da je u okviru svih izolata genotipa 1

verovatnoca postojanja rekombinacionih dogadaja izvan statisticke znacajnosti

(p>0.05).

4.3.1.2. Analiza genoma B19 izolata HyPhy programom pomoc¢u Datamonkey

servera

Za filogenetsku analizu su formirane grupe izolata genotipa 1 (kako dobijenih u
nasSem radu tako i izolata iz baza podataka - i izdvojeni su izolati sa nukleotidnim
sekvencama u slede¢im delovima genoma: 665 - 4851 nt, 1234 - 2106 nt i 2118 -
3110 nt.

Pomoc¢u Datamonkey servera uradena je GARD analiza za sve sekvence genotipa 1
(kako nasih tako i izolata iz baze podataka), koje su kompletne u delu od 665 -
4851 nt (skoro cela cDNK, Prilog 3). Analiza modela pokazala je da je odgovarajuci
supstitucioni model 010010. GARD analizom 122 izolata genotipa 1 pokazano je da
je verovatno¢a mogucih rekombinacionih dogadaja izvan statisticke znacajnosti
(p>0,05). S obzirom na dobijene rezultate za dalje analize B19 genoma u okviru

genotipa 1 svi pripremljeni izolati genotipa 1 su ukljuceni u dalju analizu.
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4.3.2. Analiza odnosa stepena nesinonimnih i sinonimnih zamena

(dN/dS)

Za analizu odnosa stepena nesinonimnih i sinonimnih zamena (dN/dS) formirane
su grupe izolata genotipa 1 (kako dobijenih u naSem radu tako i izolata iz baza
podataka - Tabele 3.1 i 3.5) i izdvojeni su izolati sa kompletnim sekvencama u

slede¢im delovima genoma (Prilog 3):

616-2631 nt (kodirajuca sekvenca za NS1 protein)

2084-2308 nt (kodirajuca sekvenca za 7.5 kDa protein)

2624-3305 nt (kodirajuca sekvenca za VP1 jedistveni segment- VP1u)
2874-3119 nt (kodirajuca sekvenca za protein X)

3305-4969 nt(kodirajuca sekvenca za VP2 protein)

4890-5174 nt (kodirajuca sekvenca za 11 kDa protein)

Kodirajuca sekvenca za VP1 protein (2624-4969 nt) analizirana je kroz dva svoja

segmenta - VP1u region i VP2 region, od kojih se sastoji.

Za navedene grupe izolata, za svaki deo genoma ponaosob, uradena je SLAC analiza
preko Datamonkey servera. SLAC analiza podrazumeva procenu odnosa
ocekivanih i dobijenih sinonimnih i nesinonimnih zamena koje program analizira u
odnosu na jednu najverovatniju predacku sekvencu, a koju konstruiSe na osnovu

unetih sekvenci primenom neighbor-joining algoritma.

Pregled dobijenih rezultata dat je u tabeli 4.4.
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Tabela 4.4. Rezultati analize izabranih sekvenci preko Datamonkey servera.

11kDa 1 7.5kDa NS1 VP1u VP2 Protein X
protein protein
010010 010010 010010 010020 010010
model | yxygs HKY85 010232 HKY85 TrN HKY85
Broj sekvenci
nade/iz baze 6/18 5/123 5/47 5/122 5/48 5/123
Br. anallzl_ranlh 9 28 42 73 45 21
(bez duplikata)
Br. varijabilnih
mesta/broj 11/94 25/74 255/671 91/227 238/554 20/81
kodona
Procenat
varijabilnih 11.7% 33.7% 38% 40.1% 42.3% 24.7%
kodona
Broj zamena 11 31 417 158 420 26
Broj sinonimnih 6 18 298 88 344 10
zamena
Broj
nesinonimnih 5 13 119 70 76 16
zamena
Broj mesta sa
negativhom
selekcijom 0/0% 0/ 0% 26/ 3.9% 12/ 5.3% 47/ 8.5% 0/ 0%
(p=0.1) / po
kodonu
Broj mesta sa
negativhom
selekcijom | 0/0% 0/0% 15/2.2% | 6/2.6% 31/5.6% 0/0%
(p=0.05) / po
kodonu
Broj mesta sa
pozitivhom 0 0 0 0 0 0
selekcijom
(p=0.05, 0.1)
dN/dS | 0.600413 0.391635 0.164392 0.291752 0.091115 0.680134
Broj
supstitucija po | 0.0130807 | 0.0468402 | 0.0699869 | 0.0779535 | 0.0852525 | 0.0358628
mestu

Histogramski prikazi dobijenih vrednosti analize parametara selektivnog pritiska

izraCunati su na osnovu nukleotidnih sekvenci izabranih izolata dati su na Slici 4.5

(odnos dN/dS i broj supstitucija po mestu), Slici 4.6 (procenat varijabilnih kodona i

broj mesta sa negativnom i pozitivnhom selekcijom) i Slici 4.7 (broj mesta sa

negativnom selekcijom po broju kodona):
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Protein X

VP2
VP1 unique M Broj supstitucija po mestu
i m dN/dS
NS1

7.5 kDa protein

11 kDa protein

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Slika 4.5. Prosec¢na vrednost odnosa dN/dS i broja zamena po mestu za analizirane gene

Protein X
i 1 Procenat varijabilnih kodona (%)
VP2
VPL uni 1 Broj mesta sa negativhom selekcijom
unique
e (p=0.1)
NS M Broj mesta sa negativnom selekcijom
| (p=0.05)
7.5 kDa protein M Broj mesta sa pozitivnom selekcijom
i (p=0.05,0.1)
11 kDa protein

Slika 4.6. Procenat varijabilnih kodona i broj mesta sa negativnom/pozitivnom selekcijom

Protein X - ’
VP2 -
VP1 unique - W p=0.05
NSt T mp=0.1
7.5 kDa protein - ’
11 kDa protein - ’

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0

Slika 4.7. Pregled broja mesta sa negativnom selekcijom po broju kodona (u %)
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4.4 Filogenetski odnosi analiziranih B19 genoma

4.4.1. 1zbor genomskih segmenata za analizu

Za filogenetsku analizu pripremljeni su setovi sekvenci koje su kompletne u
odredenom delu, a segmenti su odredeni prema principu da se analizira Sto je
moguce veli broj izolata sa poznatom sekvencom u odredenom regionu.

Analizirani su sledeci segmenti genoma:

1. Prvi segment (1234 do 2104 nt). U ovom opsegu analizirano je 125
sekvenci, medu kojima i 8 izolata dobijenih u ovom radu odnosno izolata iz

Srbije: RS-B1/M1, RS-M2, RS-4, RS-7, RS-8, RS-9, RS-10A i RS-10B);

2. Drugi segment (2118 do 3110 nt). U ovom opsegu analizirano je 128
sekvenci, medu kojima i 5 izolata dobijenih u ovom radu (RS-B1/M1, RS-4,
RS-8, RS-9 i RS-10A) i 6 sekvenci iz Srbije (FN295732, FN295733,
FN295734, FN295735, FN295736, FN295737, Hubschen i sar., 2009);

3. Skoro cela ¢cDNK (665 do 4851 nt). U ovom opsegu analizirano je 122
sekvence, medu kojima i 5 naSih izolata (RS-B1/M1, RS-4, RS-8, RS-9 i RS-
10A);

Oznake svih analiziranih izolata nalaze se u Prilogu 3.

4.4.2. Testiranje modela za filogenetsku analizu
4.4.2.1. Jmodeltest

Pogodni modeli za filogenetsku analizu testirani su pomocu aplikacije Jmodel test

(ver. 2.1.3).

Jmodeltest analizira ukupno 88 modela, posSto je izabrano maksimalnih 11 Sema
supstitucije (JC, HKY, TN, TPM1, TPM2, TPM3, TIM1, TIM2, TIM3, TVM i GTR).

Model je biran na osnovu AIC kriterijuma (Akaike information criterion).

Za analizu pogodnosti modela za prvi segment izabrane su sekvence navedene u

odeljku 4.4.1., pri ¢emu su uzeti samo izolati genotipa 1 (izuzeti su izolati
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DQ357064 i DQ357065 kao outgroup). U tabeli 4.5 je navedeno 10 najpogodnijih

modela sa parametrima.

Tabela 4.5. Rezultati testiranja modela Jmodeltest aplikacijom za prvi

segment.
Model -InL K AIC delta Al kumulativna
znacajnost | AIC znacajnost
1 |TIM3+I+G 2706.3041 |254 5920.6082 0.0000 0.2799 0.2799
2 |TIM3+I 2708.5941 |253 5923.1882 2.5800 0.0771 0.3570
3 | TrN+I+G 2708.6357 |253 5923.2714 2.6632 0.0739 0.4309
4 |GTR+I+G 2705.8572 | 256 5923.7144 3.1062 0.0592 0.4901
5 |GTR+G 2706.9089 |255 5923.8178 3.2095 0.0562 0.5464
6 |TrN+G 2709.9272 | 252 5923.8544 3.2461 0.0552 0.6016
7 | TIM3+G 2709.0887 |253 5924.1773 3.5691 0.0470 0.6486
8 |TPM3uf+I+G |2709.1190 |253 5924.2381 3.6298 0.0456 0.6942
9 |GTR+I 2707.2516 |255 5924.5033 3.8950 0.0399 0.7341
10 | TIM1+I+G 2708.3134 |254 5924.6268 4.0186 0.0375 0.7716

-InL: negativan logaritam verovatnote (eng. negative log likelihood); K: broj procenjivanih
parametara; AIC: Akaike Information Criterion; delta - odstupanje AIC od minimalnog; AIC
znacajnost (eng. weight); kumulativna AIC znacajnost (eng. cumWeight).

Nakon analize kao najpogodniji model za prvi segment definisan je model

TIM3+I+G. Od modela koje podrzava program MEGA5 najbolje je rangiran model
TPM3uf+I+G.
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Za analizu pogodnosti modela za drugi segment izabrane su sekvence navedene u

odeljku 4.4.1., pri ¢emu su izuzete DQ357064 i DQ357065 (outgroup sekvence). U

tabeli 4.6 je navedeno 10 najpogodnijih modela sa parametrima.

Tabela 4.6. Rezultati testiranja modela Jmodeltest aplikacijom za drugi

segment.
—_— L K AlC i AIC kumulativna AIC
znacajnost znacajnost

1 | TPM2uf+l+G | 2930.1276 | 259 6378.2553 0.0000 0.2483 0.2483
2 | TPM3uf+l+G | 2930.5750 | 259 6379.1500 0.8947 0.1587 0.4070
3 | TVM+I+G 2928.7268 | 261 6379.4536 1.1984 0.1364 0.5433
4 | HKY+I+G 29319714 | 258 6379.9427 1.6875 0.1068 0.6501
5 | TIM2+1+G 2930.1222 | 260 6380.2443 1.9890 0.0918 0.7419
6 | TIM3+I+G 2930.5727 | 260 6381.1454 2.8901 0.0585 0.8004
7 | GTR+I+G 2928.7248 | 262 6381.4496 3.1943 0.0503 0.8507
8 | TrN+I+G 2931.9669 | 259 6381.9338 3.6785 0.0395 0.8902
9 | TPM1uf+I+G | 2931.9673 | 259 6381.9347 3.6794 0.0394 0.9296
10 | TIM1+I+G 2931.9628 | 260 6383.9257 5.6704 0.0146 0.9442

-InL: negativan logaritam verovatnote (eng. negative log likelihood); K: broj procenjivanih
parametara; AIC: Akaike Information Criterion; delta - odstupanje AIC od minimalnog; AIC
znacajnost (eng. weight); kumulativna AIC znacajnost (eng. cumWeight).

Nakon analize kao najpogodniji model za drugi segment definisan je model

TPM2uf+I+G, koji podrzava i program MEGAS.

Za analizu pogodnosti modela za skoro cele sekvence (sekvence kompletne od 665
do 4851 nt) izabrane su sekvence navedene u odeljku 4.4.1., pri ¢emu su izuzete
sekvence DQ357064 i DQ357065 (outgroup sekvence), ali i AF161223, AF161224 i
AF16122 kao i RS-B1/M1 (za koje nedostaje deo sekvence od dvadesetak
nukleotida u regionu izmedu 4000 do 4100 nt). U tabeli 4.7 je navedeno 10

najpogodnijih modela sa parametrima.
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Tabela 4.7. Rezultati testiranja modela Jmodeltest aplikacijom za skoro cele

sekvence.
AIC kumulativna
Model -InL K AIC delta
znacajnost | AIC znacajnost
1 | TIM3+I+G 14168.0989 | 238 28812.1979 | 0.0000 0.8137 0.8137
2 | GTR+I+G 14167.6022 | 240 28815.2044 | 3.0065 0.1810 0.9947
3 | TrN+I+G 14174.7699 | 237 28823.5399 | 11.3420 | 0.0028 0.9975
4 | TIM2+I+G 14174.4922 | 238 28824.9845 | 12.7866 | 0.0014 0.9988
5 | TIM1+I+G 14174.7646 | 238 28825.5293 | 13.3314 | 0.0010 0.9999
6 | TPM3uf+I+G 14178.1585 | 237 28830.3169 | 18.1191 | 9.46e-005 | 1.0000
7 | TVM+I+G 14177.5715 | 239 28833.1431 | 20.9452 | 2.30e-005 | 1.0000
8 | HKY+I+G 14184.5153 | 236 28841.0306 | 28.8327 | 4.46e-007 | 1.0000
9 | TPM2uf+I+G 14184.1557 | 237 28842.3113 | 30.1134 | 2.35e-007 | 1.0000
10 | TPM1uf+I+G 14184.5096 | 237 28843.0192 | 30.8213 | 1.65e-007 | 1.0000

-InL: negativan logaritam verovatnoce (eng. negative log likelihood); K: broj procenjivanih
parametara; AIC: Akaike Information Criterion; delta - odstupanje AIC od minimalnog; AIC
znacajnost (eng. weight); kumulativna AIC znacajnost (eng. cumWeight).

Nakon analize kao najpogodniji model za skoro cele sekvence definisan je
model TIM3+I+G. Od modela koje podrzava program MEGAS5 najbolje je rangiran
model TPM3uf+1+G.

4.4.2.2. MEGA testiranje modela za filogenetsku analizu

Pogodni modeli za filogenetsku analizu testirani su pomoc¢u programskog paketa

MEGA 5 (verzija 5.05, Nei i Kumar, 2000; Tamura i sar., 2011).

Za analizu pogodnosti modela izabrane su sekvence navedene u prethodnom
odeljku, pri Cemu su izuzete sekvence DQ357064 i DQ357065 (outgroup
sekvence). Analiza je izvrSena na osnovu automatski kreiranog stabla (pomocu

neighbor-joining algoritma), kao statisticki metod izabran je ML (maximum
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likelihood), i izabrani su odgovarajuci tip supstitucije (nukleotid) i opcija
kompletne delecije nedostaju¢ih podataka. Ukljucene su sve pozicije nukleotida
(1st+2nd+3rd+Noncoding) a nedostajuci podaci i prekidi sekvence (eng. gep) su

eliminisani iz analize.

Modeli sa najnizim vrednostima za BIC (Bayesian Information Criterion) smatraju
se najpogodnijim za opisivanje supstitucione Seme. Za svaki model navedene su i
AICc vrednosti (Akaike Information Criterion, corrected), Maximum Likelihood

vrednost (InL), i broj parametara (ukljucujuci duZinu grana).

Testiranje modela izvrSeno je za prvi i drugi segment i za skoro celu cDNK (kako je
navedeno u odeljku 4.4.1, a po 10 najpogodnijih modela za svaku grupu sekvenci

navedno je u tabelama 4.8, 4.9 4.10.

Tabela 4.8. Rezultati testiranja modela MEGAS5 programom za prvi segment.

Model Parametri BIC AlCc InL +) (+G) R
1 T92+G 248 8317.404  5939.963  -2721.409 n/a 0.20 3.23
2 T92+1 248 8321.667  5944.226  -2723.541  0.72 n/a 3.23
3 T92+G+l 249 8327.376  5940.354  -2720.600  0.49 0.77 3.23
4 HKY+G 250 8334.221  5937.616  -2718.226 n/a 0.20 3.26
5  TN93+G 251 8339.548  5933.362  -2715.095 n/a 0.20 3.22
6  HKY+G+I 251 8344.070  5937.884  -2717.355 049 0.76 3.26
7 TN93+G+I 252 8349.427  5933.659  -2714.239  0.50 0.79 3.22
8 K2+G 247 8350.880 5983.021 -2743.943 n/a 0.20 3.21
9 K2+I 247 8355.910 5988.051 -2746.458 0.72 n/a 3.21
10 K2+G+I 248 8359.314  5981.873  -2742364 049 0.73 3.22

(+]) - parametar koji uzima u obzir da je deo mesta evolutivno invarijabilan

(+G) - parametar koji uzima u obzir nejednake stope evolucije za razli¢ita mesta koja se mogu
svrstati u 5 kategorija na osnovu Gama distribucije.
(R) - parametar koji ukazuje na nejednak odnos tranzicija/transverzija
GTR: General Time Reversible; HKY: Hasegawa-Kishino-Yano; TN93: Tamura-Nei; T92: Tamura 3-
parameter; K2: Kimura 2-parameter; JC: Jukes-Cantor.
BIC: Bayesian Information Criterion; AlCc: Akaike Information Criterion, corrected; InL, logaritam
verovatnoce, Maximum Likelihood vrednost
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Tabela 4.9. Rezultati testiranja modela MEGAS programom za drugi segment.

Model Parametri BIC AlCc InL (+) (+G) R
1 T92+G 254 8854.220  6380.297  -2935.634 n/a 0.14  4.07
2 T92+I 254 8857.914  6383.992  -2937.481  0.76 n/a 4.07
3 K2+G 253 8859.311  6395.124  -2944.051 n/a 0.14  4.09
4 T92+G+l 255 8859.788  6376.129  -2932.545  0.58 0.77  4.07
5 K2+ 253 8862.999 6398812  -2945.895  0.77 n/a 4.09
6 K2+G+] 254 8864343  6390.420  -2940.695  0.58 0.75  4.10
7 HKY+G 256 8877.522  6384.128  -2935.541 n/a 0.14  4.09
8 HKY+I 256 8881.173  6387.779  -2937.366  0.77 n/a 4.09
9  HKY+G+I 257 8883.034  6379.904  -2932.425  0.58 0.77  4.09
10  TN93+G 257 8889.264  6386.133  -2935.539 n/a 0.14  4.09

(+]I) - parametar koji uzima u obzir da je deo mesta evolutivno invarijabilan

(+G) - parametar koji uzima u obzir nejednake stope evolucije za razli¢ita mesta koja se mogu
svrstati u 5 kategorija na osnovu Gama distribucije.
(R) - parametar koji ukazuje na nejednak odnos tranzicija/transverzija
GTR: General Time Reversible; HKY: Hasegawa-Kishino-Yano; TN93: Tamura-Nei; T92: Tamura 3-
parameter; K2: Kimura 2-parameter; JC: Jukes-Cantor.
BIC: Bayesian Information Criterion; AlCc: Akaike Information Criterion, corrected; InL, logaritam
verovatnoc¢e, Maximum Likelihood vrednost

Prema navedenim rezultatima, za filogenetsku analizu prvog i drugog
segmenta najpogodniji je Tamura 3-parametarski model (+G).
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Tabela 4.10. Rezultati testiranja modela MEGAS5 programom za skoro cele

cDNK.

Model Parametri BIC AlCc InL (+) (+G) R
1 T92+G+ 241 32358.355  29680.289  -14599.027 056  0.83 3.40
2 TN93+G+l 244 32370.763  29659.364  -14585.561 056  0.82 3.40
3 HKY+G+] 243 32379.127 29678839  -14596.300 056  0.83 3.44
4 T92+G 240 32388952  29721.998  -14620.882 n/a 0.18  3.40
5  GTR+G+] 247 32399.818  29655.084  -14580.418 055 079 341
6  TN93+G 243 32401916  29701.627  -14607.694 n/a 019 3.39
7  HKY+G 242 32409.900  29720.724  -14618.243 n/a 0.18 343
8  GTR+G 246 32430918  29697.296  -14602.525 n/a 0.19  3.40
9  K2+G+ 240 32478.787  29811.833  -14665.799 056  0.81 3.40
10 K2+G 239 32510.732  29854.889  -14688.329 n/a 0.18  3.39

(+I) - parametar koji uzima u obzir da je deo mesta evolutivno invarijabilan
(+G) - parametar koji uzima u obzir nejednake stope evolucije za razli¢ita mesta koja se mogu
svrstati u 5 kategorija na osnovu Gama distribucije.
(R) - parametar koji ukazuje na nejednak odnos tranzicija/transverzija
GTR: General Time Reversible; HKY: Hasegawa-Kishino-Yano; TN93: Tamura-Nei; T92: Tamura 3-
parameter; K2: Kimura 2-parameter; ]JC: Jukes-Cantor.
BIC: Bayesian Information Criterion; AlCc: Akaike Information Criterion, corrected; InL, logaritam
verovatnoce, Maximum Likelihood vrednost

Prema navedenim rezultatima, za filogenetsku analizu skoro cele cDNK

najpogodniji je Tamura 3-parametarski model (+G +I).

Navedeni modeli kori$¢eni su pri odredivanju distanci i konstruisanju filogenetskih

stabala.
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4.4.3. Odredivanje nukleotidnih distanci

4.4.3.1. Odredivanje nukleotidne distance (pairwise distance) svih uzoraka

GenetiCka distanca odredivana je na osnovu nukleotidnih sekvenci u programu
MEGAS, opcijom ,Compute pairwise distances“. Analizirani su parovi sekvenci
(procenjivana je geneticka udaljenost za svaki par ponaosob), primenom Tamura-3
parametarske metode i Bootstrap metode za procenu standardne greSke (sa 500
replikata). Ostale opcije su podeSene kako je opisano za testiranje modela. Gama
parametar (G) je, prema vrednosti dobijenoj za testiranje modela, za prvi segment

podesen na 0.2, za drugi segment na 0.14 a za skoro cele sekvence na 0.83.

Tabela 4.11. Rezultati odredivanja nukleotidne distance (pairwise distance)

svih uzoraka MEGAS programom.

" . Maksimalno
. Prosecna | Standardna | Maksimalna ..
Analiza na osnovu . v . udaljeni
distanca greska distanca . .
izolati
RS-M2 i
0, 0,
prvog segmenta 1.4% 0.004 11.5% DQ357064
DQ293995 i
0, 0,
drugog segmenta 1.0% 0.003 6.3% DQ3570645
JN211138i
0, 0,
skoro cele cDNK 1.3% 0.002 6.8% DQ3570645

Prosecna geneticka distanca procenjena na osnovu prvog segmenta bila je 0.014
(1.4%). Maksimalna geneticka distanca utvrdena je izmedu uzorka RS-M2 i izolata
DQ357064 (outgroup izolat iz Vijetnama) i iznosila je 0.115, odnosno 11.5%.
Standardna greska je u proseku bila 0.004 (od 0.000 do 0.018).

Prosecna geneticka distanca procenjena na osnovu drugog segmenta bila je 0.010
(1.0%). Maksimalna geneticka distanca utvrdena je izmedu uzorka DQ293995
(Belgija) i izolata DQ3570645 (outgroup izolat iz Vijetnama) i iznosila je 0.063,
odnosno 6.3%. Standardna gresSka je u proseku bila 0.003 (od 0.000 do 0.013).
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Prosecna geneticka distanca procenjena na osnovu skoro celih sekvenci bila je
0.013 (1.3%). Maksimalna geneticka distanca utvrdena je izmedu wuzorka
JN211138 (Holandija) i izolata DQ3570645 (outgroup izolat iz Vijetnama) i iznosila
je 0.068, odnosno 6.8%. Standardna greska je u proseku bila 0.002 (od 0.000 do
0.004).

4.4.3.2. Odredivanje nukleotidne distance u okviru i izmedu grupa uzoraka

Grupe uzoraka odredene su prema geografskom poreklu (Srbija, Japan, Finska,
Nemacka, Svedska, SAD, Belgija, Engleska, Francuska, Vijetnam i Holandija). Dva

outgroup izolata (inace poreklom iz Vijetnama) izdvojena su u posebnu grupu.

Geneticka distanca na osnovu nukleotidnih sekvenci u okviru grupa odredena je u
programu MEGAS opcijom ,Compute within group mean distance®, dok je geneticka

distanca izmedu grupa odredena opcijom ,Compute between group mean distance"

i to za sva tri izabrana segmenta primenom prethodno navedenih parametara.

Geneticke distance izmedu grupa navedene su u tabeli 4.12, a geneticke distance
izmedu grupa (odnosno distanca ostalih grupa u odnosu na Srbiju) u tabeli 4.13.
Standardna greSka za geneticke distance u okviru grupa bila je u proseku oko

0.002, a izmedu grupa oko 0.003 (0.002 do 0.004).
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Tabela 4.12. Nukleotidne distance u okviru grupa.

Nukleotidna distanca u oviru grupe (%)

— Broj na osnovu: Dl
uzoraka prvog drugog skoro cele (%)
segmenta segmenta  sekvence?)

SAD 5 0.48 0.68 0.95 0.70
Engleska 3 0.80 0.64 0.80 0.75
Nemacka 13 0.73 0.68 0.92 0.78

Srbija 82)/11») /59 0.80 0.73 0.93 0.82
Francuska 5 1.01 0.82 0.97 0.93
Holandija 65 1.05 0.82 1.17 1.01

Belgija 2 1.09 1.09 0.84 1.01
outgroup 2 1.33 0.41 1.31 1.02

Finska 4 0.79 1.07 1.33 1.06

Japan 13 1.08 1.02 1.33 1.14
Vijetnam 4 2.31 0.78 1.45 1.51

Svedska 1 N/A N/A N/A N/A

alzolati iz Srbije za prvi segment: 8 izolata (RS-B1/M1, RS-M2, RS-4, RS-7, RS-8, RS-9, RS-

10A i RS-10B);

b)zolati iz Srbije za drugi segment: 11 izolata (5 nasih izolata, RS-B1/M1, RS-4, RS-8, RS-9,
RS-10A i 6 izolata iz Srbije preuzetih iz literature (delimi¢ne sekvence, Hubschen i sar.,

2009);

dlzolati iz Srbije za skoro cele sekvence: 5 izolata (RS-B1/M1, RS-4, RS-8, RS-9, RS-10A)

dZa analizu na osnovu skoro celih sekvenci kori$¢eni su i izolati kojima nedostaje mali deo
sekvence (do 50 nukleotida - RS-B1/M1 i izolati iz Finske AF161223, AF161224 i
AF161225 koji imaju nedefinisan manji deo sekvence u regionu od 4000 do 4100

nukleotida).

Za odredivanje nukleotidnih distanci koriS¢ena je Tamura-3 parametarska metoda,
Bootstrap metoda za procenu standardne greske (sa 500 replikata) i Gama parametar (G)
za prvi segment 0.2, za drugi segment 0.14 a za skoro cele sekvence 0.83.
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Tabela 4.13. Nukleotidna distanca izolata iz Srbije u odnosu na ostale
definisane grupe

Broj

Nukleotidna distanca izolata iz Srbije u

odnosu na grupe (%) na osnovu:

Grupa Prosek
uzoraka prvog drugog skoro cele

segmenta segmenta sekvence 2 (%)
Francuska 6 1.0 0.9 1.0 0.97
SAD 5 0.9 0.8 1.3 1.00
Svedska 1 1.0 0.7 1.3 1.00
Engleska 3 1.1 0.8 1.2 1.03
Holandija 65 1.1 0.9 1.2 1.07
Finska 4 1.1 1.0 1.3 1.13
Nemacka 13 1.3 1.0 1.4 1.23
Belgija 2 1.4 1.1 1.3 1.27
Japan 13 1.3 1.1 1.5 1.30
Vijetnam 4 2.5 1.1 1.9 1.83
outgroup 2 10.0 5.0 6.3 7.10

a)Za analizu na osnovu skoro celih sekvenci koriséeni su i izolati kojima nedostaje mali deo
sekvence (do 50 nt - RS-B1/M1 i izolati iz Finske AF161223, AF161224 i AF161225 koji
imaju nedefinisan manji deo sekvence u regionu od 4000 do 4100 nt).

Za odredivanje nukleotidnih distanci koriS¢ena je Tamura-3 parametarska metoda,
Bootstrap metoda za procenu standardne greske (sa 500 replikata) i Gama parametar (G)

za prvi segment 0.2, za drugi segment 0.14 a za skoro cele sekvence 0.83.
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4.4.3.3. Odredivanje nukleotidne distance u okviru i izmedu grupa uzoraka iz
Srbije

Definisane su dve grupe uzoraka, jedna grupa od 5 uzoraka sakupljenjih u okviru
naSeg rada (RS-B1/M1, RS-4, RS-8, RS-9, RS-10A u periodu od 2009. do 2012.
godine i grupa od 6 izolata iz Srbije preuzetih iz literature (delimi¢ne sekvence,
uzorci sakupljeni 2007 godine, Hubschen i sar., 2009). Navedeni uzorci bili su
kompletni u delu genoma od 2118 do 3110 nt (drugi segment).

Geneticke distance u okviru grupe su bile 0.36% za uzorke sakupljene 2007.
godine i 0.75% za uzorke sakupljene u periodu od 2009. do 2012. godine.
Geneticka distanca izmedu ove dve grupe uzoraka odredena na osnovu
nukleotidnih sekvenci drugog segmenta, primenom parametara definisanih u

odeljku 4.4.3.1. je 0.90% (odnosno 0.009 sa standardnom greSkom od 0.002).

4.4.4. Ispitivanje filogenetskih odnosa B19 genoma na osnovu

nukleotidnih sekvenci

Konstruisana su tri filogenetska stabla, jedno sa manjim brojem izolata sva tri
genotipa u cilju potvrde genotipizacije izolata dobijenih u ovom radu i dva

filogenetska stabla za izolate genotipa 1 u cilju deteljnije filogenetske analize.

Filogenetska stabla konstruisana su u programu MEGAS5, opcijom ,Construct/test
neighbor joining tree, obzirom na relativno malu prose¢nu geneticku distancu
izmedu sekvenci (1.0 do 1.4%). Filogenetski odnosi odredivani su poredenjem

nukleotidnih sekvenci genoma analiziranih izolata B19.

4.4.4.1. Ispitivanje filogenetskih odnosa B19 genoma na osnovu nukleotidne

sekvence reprezentativnih izolata sva tri genotipa

Filogenetsko stablo u cilju potvrde genotipizacije konstruisano je na osnovu izolata
vec koriS¢enih u ovom radu (Tabele 3.3 i 3.4), za koje je potvrden genotip i koji
pripadaju, prema reviji Servant-Delmas et.al. 2010, nekim od klastera primecenih u

okviru genotipova (Slika 4.8).
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Slika 4.8. Filogenetski odnosi izmedu humanih eritrovirusa na osnovu NS1-
VP1u sekvenci (858 nt). Analiza sekvence uradena je upotrebom neighbor-joining
algoritma na osnovu Kimura 2 parameter distance estimation metode. Crvenim
kvadrati¢ima su oznaceni izolati koji su, pored izolata dobijenih u ovom radu, korisc¢eni u
konstrukciji filogenetskog stabla (genotip 1: M13178 (prototip pvbaua), AF113323,
AB030693, A]781031, AB030694, AY028237, Z70599, genotip 2: AY044266 (prototip Lali)
i AY064475 (A6), genotip 3a: AX003421 (prototip V9) i 3b: AY083234 (prototip D91.1).
Modifikovano prema Servant-Delmas i sar., 2010.

Filogenetsko stablo konstruisano je u programu MEGAS5, opcijom , Construct/test
neighbor joining tree“. KoriS¢eno je 19 izolata (11 iz baza podataka i 8 RS izolata)
za koje su dostupne nukleotidne sekvence u razli¢itom opsegu i to od 380 do 5311
nt za RS-B1/M1, od 1234 do 2109 nt za uzorak RS-M2, od 380 do 5226 nt za
uzorak RS-4, od 1224 do 2106 nt za uzorak RS-7, od 384 do 5226 nt za uzorak RS-

8, od 384 do 5226 nt za uzorak RS-9, od 380 do 5230 nt za uzorak RS-10A4, od 657
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do 2121 nti od 4526 do 5232 nt za uzorak RS-10B, od 181 do 5292 nt za M13178,
od 605 do 5142 nt za AF113323, od 245 do 5047 nt za AB030693 i AB030694, od
631 do 5056 nt za A]781031, od 605 do 5117nt za AY028237, od 598 do 5111 nt
za 770599, od 201 do 5143 nt za AY044266, od 373 do 5225 nt za AY064475, od
280 do 5316 nt za AX003421 i od 286 do 5310 nt za AY083234. Sve pozicije koje
su sadrzale gepove ili za koje nisu bili dostupni podaci su eliminisane iz analize
(opcija kompletne delecije nedostaju¢ih podataka ,deletion”, uz ukljucene sve
pozicije kodona - prvi, drug, tre¢i i nekodirajuci), tako da je finalno analizirano 873

pozicije.

Za ovaj set sekvenci uradeno je testiranje modela MEGAS5 programskim paketom i

rezultati testiranja za 3 najbolje rangirana modela su dati u tabeli 4.14.

Tabela 4.14. Rezultati testiranja modela MEGA5 programom za
reprezentativne izolate sva tri genotipa i RS uzorke.

Model Parametri BIC AlCc InL (+) (+G) R
T92+G 38 4977.020  4683.977  -2303.899 n/a 0.16 2.88

T92+G+I 39 4986.630  4685.880  -2303.846  0.18 0.24 2091
HKY+I 40 4989.745  4681.288  -2300.545  0.73 n/a 2.97

(+]) - parametar koji uzima u obzir da je deo mesta evolutivno invarijabilan

(+G) - parametar koji uzima u obzir nejednake stope evolucije za razli¢ita mesta koja se mogu
svrstati u 5 kategorija na osnovu Gama distribucije.

(R) - parametar koji ukazuje na nejednak odnos tranzicija/transverzija

HKY: Hasegawa-Kishino-Yano; T92: Tamura 3-parameter;

Na osnovu navedenog, geneticke distance racunate su na osnovu nukleotidnih
sekvenci, Tamura-3 parametarskim metodom uz Bootstrap metodu za procenu
standardne greske (sa 500 replikata), a Gama parametar (G) je, prema vrednosti
dobijenoj za testiranje modela, podeSen na 0.16. Prikazano je optimalno stablo
dobijeno neighbor-joining algoritmom za koje je suma duZine grana 0.26720255,

prikazano srazmerno u odnosu na izracunate distance (Slike 4.9.ai 4.9.b).
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Slika 4.9 Filogenetsko stablo 11 reprezentativnih izolata sva tri genotipa i 8

RS izolata; Pravougaono (a) i radijalno (b) grananje.
Stablo je konstruisano u MEGA 5 programu upotrebom neighbor-joining algoritma

na osnovu nukleotidne sekvence duzine 873 nt.
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Na stablu se izdvajaju genotip 2 i 3 (3a i 3b), koji su medusobno evolutivno bliZi, i
genotip 1 u okviru koga se grupisu i svi RS izolati (RS-B1/M1, na stablu oznacen
kao B1, RS-M2, RS-4, RS-7, RS-8, RS-9, RS-10A i RS-10B. Svi RS izolati grupisu se u
jedinstvenom klasteru u okviru genotipa 1, osim izolata RS-B1/M1 koji se grupisSe

zajedno sa izolatom AJ781031, takode u okviru genotipa 1.

4.4.4.2. Ispitivanje filogenetskih odnosa B19 genoma na osnovu nukleotidne

sekvence cDNK od 665 do 4851 nt (skoro cele sekvence, 4186 nukleotida)

Prvo filogenetsko stablo za analizu u okviru genotipa 1 konstruisano je na osnovu
skoro celih cDNK (odnosno segmenta duZine 4186 nt, od 665. do 4851. pozicije u
genomu). Ovaj segment izabran je kako bi bio analiziran $to veci broj uzoraka u Sto

vecoj duZini sekvence.

Filogenetsko stablo konstruisano je na osnovu 122 izolata kompletnih sekvenci u
navedenom opsegu, i to 117 izolata iz baza podataka (Tabela 3.3) i 5 RS izolata koji
su kompletni u tom segmentu (RS-4, RS-8, RS-9, RS-10A i RS-B1/M1, na stablu

oznacen kao RS-B1).

Filogenetsko stablo konstruisano je u programu MEGAS, opcijom ,Construct/test
neighbor joining tree“. Sve pozicije koje su sadrzale gepove ili za koje nisu bili
dostupni podaci su eliminisane iz analize (opcija kompletne delecije nedostaju¢ih
podataka ,deletion”, uz ukljuCene sve pozicije kodona - prvi, drugi, treci i
nekodirajuci), tako da je finalno analizirano 4129 pozicija. Na osnovu navedenog u
odeljku 4.4.3.1, distance su raCunate Tamura-3 parametarskim metodom uz
Bootstrap metodu za procenu standardne greske (sa 500 replikata), a Gama

parametar (G) je, prema vrednosti dobijenoj za testiranje modela, podeSen na 0.83.

Prikazano je optimalno stablo dobijeno neighbor-joining algoritmom za koje je
suma duZine grana 0.34372534, prikazano srazmerno u odnosu na izraCunate

distance.
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Na osnovu ovako konstruisanog filogenetskog stabla izolati genotipa 1 se grupisu u
viSe klastera, pri ¢emu se u odnosu na outgroup sekvence odvajaju prvo manji
klasteri, pa zatim dva glavna klastera u koje se grupiSe vecina izolata. Svi RS izolati
grupiSu se zajedno uokviru jednog veceg klastera, osim RS-B1/M1 (oznacen na
stablu kao B1) koji je prema ovom stablu grupisan najbliZe izolatima iz Holandije
(JN211122, JN211124, JN211141, JN211152, JN211181, JN211184) u okviru
drugog veceg klastera (Slika 4.10).
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Slika 4.10 Filogenetsko stablo konstruisano u MEGA 5 programu, na osnovu
cDNK 122 izolata od 665. do 4851. nukleotida (skoro cele sekvence).
Stablo je konstruisano upotrebom neighbor-joining algoritma. Brojnije grupe izolata
oznacene su bojama: izolati iz Holandije su oznaceni crvenom bojom, iz Japana zelenom a
iz Nemacke svetloplavom bojom. Izolati iz Srbije oznaceni su tamnoplavom bojom.

Slika 4.10 u ve¢em formatu nalazi se u Prilogu 4.
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4.4.4.3. Ispitivanje filogenetskih odnosa B19 genoma na osnovu nukleotidne

sekvence dela sekvence od 2118 do 3110 nt (drugi segment)

Drugo filogenetsko stablo za analizu u okviru genotipa 1 konstruisano je na osnovu
drugog segmenta (odnosno segmenta duzine 993 nt, od 2118. do 3110. pozicije u
genomu) ukupno 128 izolata (122 izolata koriS¢ena u prethodnoj analizi uz joS 6

sekvenci iz Srbije iz 2007. godine (Hubschen i sar., 2009)).

Ovaj segment izabran je kako bi bi se u analizu ukljucili svi dostupni izolati iz
Srbije. Filogenetsko stablo konstruisano je u programu MEGA5, opcijom
»Construct/test neighbor joining tree“. Sve pozicije koje su sadrzale gepove ili za
koje nisu bili dostupni podaci su eliminisane iz analize (opcija kompletne delecije
nedostajuc¢ih podataka deletion, uz ukljuCene sve pozicije kodona - prvi, drugi, treci
i nekodirajuci), tako da je finalno analizirano 992 pozicije. Kao $to je navedeno u
odeljku 4.4.3.1, distance racunate su Tamura-3 parametarskim metodom uz
Bootstrap metodu za procenu standardne greSke (sa 500 replikata), a Gama
parametar (G) je, prema vrednosti dobijenoj za testiranje modela, podesSen na 0.14.
Prikazano je optimalno stablo dobijeno neighbor-joining algoritmom za koje je

suma duZzine grana 0.24992957.
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Slika 4.11 Filogenetsko stablo konstruisano u MEGA 5 programu, na osnovu
cDNK 128 izolata od 2118. do 3110. nukleotida (drugi segment).

Stablo je konstruisano upotrebom neighbor-joining algoritma. Brojnije grupe izolata
oznacene su bojama: izolati iz Holandije su oznaceni crvenom bojom, iz Japana zelenom a

iz Nemacke svetloplavom bojom. Izolati iz Srbije oznaceni su tamnoplavom bojom.
Slika 4.11 u ve¢em formatu nalazi se u Prilogu 4.
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Na osnovu ovako konstruisanog filogenetskog stabla izolati genotipa 1 se grupisu u
viSe klastera, pri ¢emu se u odnosu na outgroup sekvence odvajaju prvo manji
klasteri, pa zatim dva glavna klastera u koje se grupiSe vec¢ina izolata. RS izolati RS-
4, RS-8, RS-9 i RS-10A, odnosno svi analizirani osim RS-B1/M1 (oznacen na stablu
kao B1) grupiSu se zajedno u okviru jednog veceg klastera, a u okviru istog
klastera, relativno blisko, grupise se i pet od Sest izolata iz Srbije iz 2007. godine-
FN295733, FN295734, FN295735, FN295736 i FN295737. U okviru drugog veceg
klastera nalaze se izolati RS-B1/M1 (oznacen na stablu kao B1) koji je prema ovom
stablu grupisan najbliZe izolatu iz Holandije (JN211126), i Sesti izolat iz Srbije
FN295732 (Slika 4.11). Slike filogenetskih stabala u ve¢em formatu su radi
preglednosti date i u Prilogu 4.

4.4.5. Retke i jedinstvene nukleotidne supstitucije u

genomima B19 RS izolata

Sekvence RS izolata su nakon poravnanja uporedene sa sekvencom referentnog
izolata NC_000883. Uocene su i tabelarno prikazane sve nesinonimne zamene, bez
obzira na njihovu ucestalost u bazi podataka (DataBase, DB). Pored toga, prikazane
su i sve sinonimne (silent) supstitucije ukoliko su u poredenju sa podacima u DB
one jedinstvene (unique), ili ukoliko se mogu smatrati retkim (sa ucestalo$¢u ispod
5%). Broj dostupnih izolata sa odredenom sekvencom varira od pozicije do
pozicije, ali su u analizi koriS¢eni svi dostupni podaci zaklju¢no sa 01.06.2013.

Rezultati su prikazani u Tabeli 4.15.

79



Tabela 4.15. Nukleotidne i aminokiselinske supstitucije u analiziranim izolatima iz
Srbije u odnosu na referentnu sekvencu NC 000883, u poredenju sa dostupnim
sekvencama izolata u DataBase .

Nt Nt
- AK zamena RS- RS- Unique | Retka?)
pozicija Zamena B1/M1 RS-4 RS-8 RS-9 10A RS-7 | RS-M2
2) RS/DB | RS/DB
1)
P6
402 / C—G C—G ns ns 0/48
487 / C-T C—T ns ns 0/72
534 / C—T C—-T ns ns 0/71
569 / T—C T—-C | T-C | T-»C | T—C ns ns 1/71
NS1
666 silent® T—C T—C 14/146
771 silent T—C T—-C | T-C | T-C | T—C ns ns 2/146
956 E114G A—G A—G ns ns
978 silent G—A G—A ns ns 0/159
1020 silent G—A G—A | G-A | G>A | GoA ns ns 5/161
1176 silent T—C T—-C | T-C | T-C | T—C ns ns 1/161
1158 [181M T—G T—G ns ns
1198 S195P T—C T—C ns ns 1/116
1217 E201V A—-T A—-T ns ns 0/183
1218 E201D G—T G—-T ns ns 0/183
1222 V203L G—C G—C ns ns 0/183
1277 N221T A—C A—C 0/183
1355/56 | S247T | GT—C GT—C
1358 S248l G—T G—T | 0/195
1400 A262V C—-T C—»T | 0/195
1423 V270L G—C G—C | 0/195
1437 silent A—-T A—T | 0/195
1444 silent T—C T—C 4/177
1450 T279A A—G A—G
1959 C448W | C—-G C—G | 0/145
2266 G551R G—A G—A ns ns 0/459
2275 F554L T—C T—C ns ns 11/561
2276 F554S T—C T—-C | T-C | T-C | T—C ns ns
2316 silent G—C G—-C | G—»C | G—C | G—C ns ns 3/664
2332 Y573H T—C T—C ns ns 1/474
2421 silent | G/A—T | G/A—>T 2/513
2409 silent T—G T—G ns ns 0/422
2598 silent G—A G—A ns ns 4/558
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Tabela 4.15. Nukleotidne i aminokiselinske supstitucije u analiziranim izolatima iz
Srbije u odnosu na referentnu sekvencu NC_000883, u poredenju sa dostupnim
sekvencama izolata u DataBase - nastavak.

Nt Nt
- AK zamena RS- RS- Unique | Retka?)
pozicija zamena B1/M1 RS-4 RS-8 RS-9 10A RS-7 | RS-M2
2) RS/DB | RS/DB
1)
VP1u
2711 V30L G—C G—C ns ns
2877 G85E G—A G—A ns ns 0/717
2916 S98N G—A G—A ns ns
2942 D107N G—A G—A ns ns
VP1/VP2
3481 silent C—G C—G ns ns 0/269
3517 silent G—A G—A ns ns 0/274
3686 V3551 G—A G—A ns ns 0/245
3878 V4191 G—A G—A ns ns 0/229
4037/403 | C472L | TG—C ns TG—C ns ns 0/226
4038 C472F G—T ns G—-T ns ns 0/226
4345 silent A—-T A>T | A-T | A>T | A>T 5/199
4680 K6861 T—A T—A 0/389
4711 silent T—A T—A 4/363
4763 T714S A—T A—-T 0/363
4771 silent C—G C—G 0/363
4891 silent T—C T—C 11/237

Y pozicije nukleotida su pobrojane u odnosu na referentnu sekvencu NC_000883;
% broj aminokiseline u odnosu na NS1 odnosno VP1/VP2 protein;
3 kao redak polimorfizam oznacen je onaj koji se pojavljije u bazi podataka u < 5%
izolata;
Y silent nukleotidna zamena navedena je u tabeli samo ako je jedinstvena (unique) ili
retka;
VP1 — sekvenca samo VP1 proteina; VP1/VP2 — preklapajuca sekvenca za oba proteina;
ns — nije sekvencirano; RS/DB — broj izolata u bazi sa datom substitutuciju u odnosu na
ukupan broj izolata iz baze podataka gde je dati nukleotid sekvenciran (DB-DataBase);

Nukleotidne zamene koje se javljaju u svim RS izolatima izuzev RS-BI/MI1 su

navedene podebljanim fontom.
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5. Diskusija

5.1. Identifikovanje uzoraka pozitivnih na B19 DNK

Najces¢i put prenosa parvoB19 virusa je respiratorni, ali se infekcija moZe preneti i
vertikalnim putem sa majke na fetus kao i putem krvi i preko zarazenih krvnih
derivata (Heegaard i Brown 2002). Poznato je da se putem krvi i krvnih derivata
mogu preneti razliCite infektivne bolesti, a kao naj¢eS¢e i najozbiljnije navode se
infekcije hepatitis B virusom (HBV), hepatitis C virusom (HCV) i humanim virusom
imunodeficijencije (HIV) (Deuffic-Burban i sar., 2011). Savet Evrope je, preko
Evropskog direktorata za kvalitet lekova (EDQM), u Evropskoj farmakopeji, u vise
monografija za razliCite varijante humane plazme naglasio vaZnost virusne
bezbednosti plazme. Prema monografiji 0853 (Ph.Eur. 2013), pulirana humana
plazma za frakcionisanje mora biti negativna na antitela na viruse, i to na anti-HIV-
1, anti-HIV-2 i HBsAg, kao i na hepatitis C RNK. Medutim, pored ovih odavno
poznatih transmisivnih agenasa, za humanu plazmu puliranu i tretiranu radi
inaktivacije virusa (monografija 1646), kao i za plazmu namenjenu proizvodnji
Humanog anti-D imunoglobulina (prema monografijama za humani anti-D
imunoglobulin, 1527 i 0557) zahtev farmakopeje je i da ona mora sadrZati manje

od 10 IU/pL parvoB19 DNK (Baylis, 2008., Ph.Eur. 2013).

Razlozi za definisanje maksimalne dozvoljene koli¢ine B19 virusa u humanoj
plazmi leZe pre svega u Cinjenici da je B19 virus otporan na vecinu uobicajenih
postupaka za inaktivaciju virusa (Brown i Young, 1995, Schmidt i sar., 2001), pa
veca bezbednost krvnih derivata moze biti obezbedena isklju¢ivo kontrolisanjem
pool-ova plazme na prisustvo B19 virusa i ogranicenjem koli¢ine virusne DNK u
polaznom materijalu (Baylis, 2008.). Prema ustaljenoj proizvodnoj praksi
tehnikama koje podrazumevaju amplifikaciju DAK se ne testira svaka jedinica
plazme, ve¢ samo pulirana plazma (pri ¢emu veli¢ina pool-a moze biti i do 500
jedinica plazme). S obzirom na relativno visoke viremije i do 1014 IU/mL (Schmidt i
sar., 2001, Baylis i sar., 2004, Koppelman i sar., 2004), samo jedna B19 pozitivna
donacija moZe kontaminirati ceo plazma pool. U studiji Schmidt i sar., (2001) ¢ak
60% testiranih plazma pool-ova bilo je pozitivnho na B19 DNK, ali 65% pozitivnih
pool-ova bilo je sa niZim vrednostima viremije. Odbacivanje svih pool-ova koji su

B19 pozitivni u ovom slucaju znacilo bi gubitak 60% sakupljene plazme, dok
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odbacivanje samo visoko pozitivnih pool-ova (u ovoj studiji 35% od ukupno

pozitivnih) znaci gubitak samo 20 % sakupljene plazme.

Transfuzija plazme koja je sadrzala manje od 104 [U/ml uglavnom nije dovodila do
serokonverzije (Blumel i sar., 2002), pa je ta granica od januara 2004. godine u
Evropskoj farmakopeji definisana kao najve¢a dozvoljena kolicina B19 DNK u
plazmi koja se koristi u proizvodnji anti-D imunoglobulina (monografija 1646,
Ph.Eur.2013). B19 pozitivna plazma koja sadrzi B19 ispod propisanog limita se ne
odbacuje jer se smatra dovoljno bezbednom, a predstavlja dragocenu sirovinu u
proizvodnji uglavnom deficitarnih derivata krvi. Slicnu preporuku proizvodac¢ima
krvnih derivata uputilo je i najvisSe regulatorno telo u Sjedinjenim Americkim

Drzavama, FDA (Food and Drug Administration, 2009).

Na osnovu svega navedenog, sa aspekta bezbednosti krvnih derivata, cilj je plazmu
testirati metodom koja moZe pouzdano detektovati sve varijante B19 virusa, i

kvantifikovati ih u opsegu oko grani¢ne dozvoljene koncentracije (oko 1041U/ml).

5.1.1. Metoda za detekciju i kvantifikaciju B19 DNK u uzorcima

krvi i plazme

Do sada je razvijeno viSe razli¢itih komercijalnih i internig (eng. in-house) PCR
metoda za detekciju, kvantifikaciju i/ili genotipizaciju B19 virusa koji su
prilagodeni za in vitro dijagnostiku i nauc¢na istrazivanja. Kvantitativne metode sa
baziraju na nested PCR-u uz razblazivanje uzoraka (Wu i sar., 2005, Geng i sar.,
2007), kompetetivnom PCR-u (Gallinella i sar., 1997, Bonvicini i sar., 2004) ili
najcesce na razlic¢itim Real-Time PCR sistemima kao $to su SYBR Green (Corcioli i
sar.,, 2008), LightCycler System (Schalasta i sar., 2004, Buller i Storch, 2004,
Hokynar i sar., 2004,) i TagMan (Aberham i sar., 2001, Liefeldt i sar. 2005,
Kleinman i sar., 2007, Koppelman i sar.,, 2007, 2011). Varijabilnost virusnog
genoma jedan je od klju¢nih problema za pouzdanu dijagnostiku virusnih infekcija.
Naime, varijabilnost genoma B19 virusa iznosi u proseku 10-14% na nivou celog
genoma (Servant i sar., 2002, Gallinella i sar., 2003), a pokazano je da pogresno
sparivanje ili nekomplementarnost (eng. mismatch) na nivou samo jednog

nukleotida izmedu sekvence prajmera i genoma virusa moze dovesti do lazno

83



negativne reakcije ili pogreSne procene titra virusa (Baylis i sar., 2007, Koppelman

isar, 2011).

Za razvoj, standardizaciju i validaciju metoda za detekciju i kvantifikaciju od
velikog znacaja bila je i kolaborativna studija kojom je jedan izolat genotipa 1 (acc.
no. NC-000883) proglasen za medunarodni referentni standard B19 DNK - First
WHO standard, NIBSC code 99/800 (Saldanha i sar., 2002.). Veéina prvo razvijenih
metoda za detekciju B19 genoma ipak nije bila pogodna za detekciju virusa
genotipa 2 i 3, Sto je otkriveno u medunarodnim studijama u kojima su
uporedivani rezultati dobijeni razli¢itim metodama za grupu pozitivnih uzoraka
razlic¢itih genotipova (Baylis 2008). U cilju razvoja metoda koje bi mogle da
detektuju i kvantifikuju i viruse genotipa 2 i 3 uspostavljen je i medunarodni panel
genotipova - Referent panel for B19 genotypes 1, 2 and 3 , NIBSC code 09/110
(Baylis i sar., 2009), i date su smernice za validaciju B19 NAT metoda

(07/2010:20621, Ph.Eur. 2010).

End-point PCR metodom pomoc¢u NS1 prajmera (Tabela 3.6), a prema metodi
Servant i sar., (2002.), dobijeni su rezultati koji se prema smernicama Evropske
farmakopeje (Ph.Eur.07/2010:20621) mogu smatrati validnim. Ipak, analiza baze
podataka na osnovu dostupnih B19 genomskih sekvenci u regionu NS1 prajmera
pokazala je da postoje izolati sa nekomplementarnom sekvencom u regiji

prajmera.

Pozicije NS1-N i NS1-F prajmera (Servant i sar., 2002, a prema referentnoj
sekvenci NC_000883), date su u tabeli 3.6.

Pregledom baze podataka (DB, zaklju¢no sa 01.06.2013.) pronadeno je 282 izolata
sa poznatom sekvencom u regionu NS1-F prajmera, i kod 3 izolata uoceno je po

jedno nepoklapanje sa sekvencom prajmera:

NS1-F prajmer, 5’-->3’ TGCAGATGCCCTCCACCCA

DQ225151 ce e Cunii e genotlp 1

270534 e R nije definisan genotip
]N211128 A e e e e e genotlp 1
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Pregledom baze podataka (DB, zaklju¢no sa 01.06.2013) pronadeno je i 594 izolata
sa poznatom sekvencom u regionu NS1n-R prajmera, i kod 11 izolata uocen je
mismatch sa sekvencom prajmera. Takode, mismatch je primecen i kod jednog

izolata iz Srbije (RS-B1/M1):
NS1n-R prajmer, 3’-->5’ GAAGAACTCAGTGAAAGCAGC

(komplementarna sekvenca)

DQ357065 B o genotip 1, outgroup
DQ357064 50080000000000000000¢ genotip 1, outgroup
AY582163 e Gevewnnn genotip 1

Fj904105  leaoa Beeiiininenn. genotip 1

AY582146 e Gewvo. genotip 3

Fj904104  leeaaaen Geveeeenanns genotip 3

AY064475 ... Guveeeeen genotip 2

270542 e L R nije definisan genotip
FN295611 RN nije definisan genotip
AY083235 e Ao, genotip 1

EU144316 = eeee.. Tt e genotip 1

RS-B1/M1 .. Gueeee e genotip 1

Tri od navedenih 12 izolata imaju mismatch na Cetvrtoj poziciji na 3’-kraju NS1n-R
prajmera, Sto bi moglo dovesti do inhibicije elongacije DNK lanca pomoc¢u Taq
polimeraze. Pokazano je da nepodudaranje sekvence prajmera i umnozavane
sekvence moze imati negativan uticaj na efikasnost PCR amplifikacije, ali da efekat
mismatch-a zavisi pre svega od njegove pozicije. Najveci uticaj imaju terminalni
nukleotidi, i to od prvog do Cetvrtog sa 3’-kraja prajmera (Kwok i sar., 1990, Huang
i sar, 1992, Bru i sar., 2008), dok mismatch sa pozicijom bliZoj sredini prajmera
ima neznatan efekat na PCR amplifikaciju (Liefeldt i sar., 2005). Ipak, s obzirom na

to da svaka sekvenca DNK ima svoje fiziko-hemijske specificnosti, samo empirijski
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se moZe utvrditi egzaktan uticaj tipa i pozicije mismathsh-a na efikasnost sinteze

rastuceg lanca DNK u toku PCR-a (Kwok i sar., 1990, Huang i sar., 1992).

Izolat RS-B1/M1, koji ima mismatch na Sestoj poziciji u odnosu na 3’-kraj NS1n-R

prajmera, uspesno je amplifikovan pomoc¢u ovih prajmera.

Detaljna analiza bila bi neophodna da se sa sigurnos¢u utvrdi koji uticaj na
kvantifikaciju B19 DNK ima svako od uocenih nepodudaranja sekvence prajmera
sa sekvencom virusa, ali se moZe ocCekivati da dolazi umanjene sinteze pa tako i
pogresne procene viremije. [zbor prajmerskog para koji ¢e ovakve probleme svesti

na minimum je od velike vaznosti, pogotovo za kvantitativhe metode.

Interna metoda razvijena u toku ovog rada, a €iji je opis izostavljen poSto je metoda
predmet patentne prijave, prevazilazi ve¢inu navedenih problema i drasti¢no
smanjuje verovatnocu lazno negativnih rezultata, bez obzira na genotip i
genomsku varijabilnost virusa, $to je od velike vaZnosti za dijagnostiku B19 virusa
(Baylis 2008). Preporuka Centra za transfer tehnologije Univerziteta u Beogradu
(Prilog 5) je da navedena metoda bude predmet patentne prijave, a kao takva ne
sme biti objavljena pre podnoSenja patentne prijave prema Zakonu o patentima

("SL glasnik RS", br. 99/2011).

Interna metoda za detekciju i semikvantifikaciju virusne DNK u plazmi je
validirana prema smernicama Evropske farmakopeje (Ph.Eur., 2010), Sto je klju¢no
za procenu pogodnosti metode za primenu u datoj situaciji (Koppelman i sar,
2004, Daniel i sar., 2009, Hue i sar., 2011), i tek nakon sprovedene validacije
koriS¢ena za analizu uzoraka. Metoda je validirana u opsegu od 103 do 10>1U/mL, s
obzirom na zahtev Ph.Eur da se za plazmu i derivate plazme/krvi obezbedi nivo
virusne DNK ispod 10% IU/mL, $to je za naSu metodu u sredini opsega za koji je

validirana. Ista metoda koriS¢ena je i za analizu uzoraka plazme/krvi pacijenata.

Svi testirani uzorci, kako uzorci davalaca krvi tako i uzorci pacijenata sa sumnjom
na B19 infekciju, su testirani i internom metodom, Cime su prvobitno dobijeni
rezultati potvrdeni. Na osnovu limita kvantifikacije odredenog u toku validacije
metode moZemo reci da su detektovani svi pozitivni uzorci kod kojih je viremija

bila iznad 103 IU/mL.
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5.1.2. Uzorci plazme dobrovoljnih davalaca krvi

Kao reprezentativan uzorak zdrave populacije korisS¢eni su uzorci plazme
dobrovoljnih davalaca krvi. Svi testirani uzorci (527/527) bili su negativni,
odnosno nisu detektovane DNK trake (amplikoni) koje bi amplifikacijom sa B19

matrice ukazivale na prisustvo virusnog genoma u uzorcima.

Negativan rezultat za svih 527 uzoraka plazme dobrovoljnih davalaca krvi je u
skladu sa podacima iz literature. Naime, iako je asimptomatska infekcija moguca
(Heegaard i Brown 2002, Servant-Delmas i sar., 2010) i teorijski je moguce da
dobrovoljni davalac bez simptoma ima viremiju u krvi, uCestalost viremije u
populaciji je relativno niska (1: 17346, Koppelman i sar., 2004, 1:20000-1:50000,
Brown i sar., 2001, 1:15000 Latinen i sar., 2002). Aubin i saradnici (2000) su za
populaciju od oko 1 250 000 dobrovoljnih davalaca krvi u Francuskoj pokazali da
je van sezone ucestalost B19 pozitivnih donacija 1:5950, a da je u vreme epidemije
ucestalost visa i da iznosi 1:1420. Ucestalost B19 pozitivnih donacija se prema
dostupnim literaturnim podacima u vreme epidemije krece u opsegu od 1:167 do
1:1420 (Schmidt i sar., 2001). Do epidemija dolazi jednom u svake 3-4 godine,
najcesce u periodu kasne zime ili ranog prolec¢a (Servant-Delmas i sar., 2010), a za
sada ne postoje publikovani epidemioloski podaci za B19 u Srbiji. Kako je veéi broj
uzoraka uzet u periodu septembar-novembar 2011.godine (450 uzoraka), moglo bi
se pretpostaviti da u tom vremenskom periodu nije bilo epidemije parvoB19

virusa u regionu Beograda u Srbiji.
5.1.3. Uzorci pacijenata sa sumnjom na B19 infekciju

U toku rada analizirano je 13 uzoraka pacijenata koji su imali Klini¢ku sliku koja se

moZe dovesti u vezu sa B19 infekcijom.

Uzorci krvi ili plazme pacijenata sa sumnjom na B19 infekciju su testirani i 9 od 13
uzoraka je bilo pozitivno. Viremije su uglavnom bile preko 106 IU/ml, osim za
uzorak RS-7 (viremija oko 103 do 10%) i za uzorak RS-M2 koji je testiran radi
pracenja toka B19 prethodno detektovane infekcije (viremija oko 103).

Prema dostupnim podacima viremija u B19 pozitivnim uzorcima varira od 103
(Kleinman i sar., 2007) do naj¢eS¢e 106-101* IU/ml, dok su niZe vrednosti

karakteristicne za perzistentne infekcije (Schmidt i sar., 2001, Baylis i sar., 2004,
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Koppelman i sar., 2004, Liefeldt i sar., 2005). Dobijene vrednosti za viremiju kod
pozitivnih uzoraka (103 do viSe od 10° IU/ml) su u okviru B19 virmije kod akutnih
i perzistentnih viremija. U odnosu na druge transmisivne infekcije B19 virus ima
relativno visoke viremije - visokim viremijama se za HBV, HCV i HIV smatraju
viremije reda velicine 10° kopija/mL (Berger i sar., 2001, Novitsky i Essex. 2012),
dok su za B19 u akutnoj infekciji uobicajene vrednosti znatno vise i to od 106 do 10
14JU/mL (Schmidt i sar., 2001, Baylis i sar., 2004, Koppelman i sar., 2004). Nakon
uspostavljanja internacionalnog standarda kolicina B19 DNK se izrazava u
internacionalnim jedinicama (IU). Faktor konverzije broja kopija u IU je 3.34
odnosno 0.52 log (Koppelman i sar., 2004), pa su viremije izraZene bilo u broju
kopija bilo u IU u okviru istog reda velicine.

Visoka viremija za uzorak RS-B1/M1 (10° IU/mL) moZe se dovesti u vezu i sa
Cinjenicom da je za razliku od ostalih uzoraka, RS-B1/M1 uzorak pune krvi. Naime,
pokazano je da se, s obzirom na prirodu B19 virusa i njegov afinitet za celije
eritroidne loze, oko tre¢ina virusnih Cestica nalazi u plazmi, a oko dve trecine
vezano za eritrocite (Lee i sar., 2011). Reakcija je kontrolisana amplifikacijom
interne kontrole i nedvosmisleno je uzorak RS-B1/M1 pozitivan sa viremijom
iznad 10°IU/mL, ali bi za precizniju procenu viremije metoda ispitivanja
prethodno morala biti validirana za uzorke iz pune krvi.

Viremija od oko 103 IU/ml za uzorak RS-M2, godinu dana nakon akutne infekcije je
u skladu sa vrednostima za B19 perzistentne infekcije (Candotti i sar., 2004,

Liefeldti sar., 2005, Le Frere i sar., 2005, Kleinman i sar., 2007).

0d 6 IgM pozitivnih uzoraka 3 su bila negativna na B19 DNK, Sto se moZe objasniti
Cinjenicom da prisustvo IgM antitela u krvi moze biti prolongirano i nakon
uklanjanja virusa iz cirkulacije (Heegaard i Brown 2002, Parsyan i sar., 2007).

Uzorak RS-5 bio je B19 DNK negativan, iako je rezultat odredivanja B19 antitela
pokazao prisustvo IgM a odsustvo IgG antitela, Sto ukazuje na ranu fazu virusne
infekcije. Viremija najceS¢e pada nakon pojave IgM antitela, a kako se IgG antitela
pojavljuju nesto kasnije (Heegaard i Brown 2002) moglo bi se pretpostaviti da je
uzorak uzet u trenutku kada je viremija pala ispod nivoa detekcije primenjene

metode a nivo IgG antitela joS uvek nije bio na detektabilnom nivou (Slika 1.5).
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5.2 Odredivanje nukleotidne sekvence genoma B19

virusnih izolata

Izolati genomske B19 DNK su sekvencirani i dobijene su njihove cele ili delimi¢ne
sekvence. Izolati su amplifikovani upotrebom razlicitih kombinacija prajmera i
dobijeni su segmenti koji se na krajevima medjusobno preklapaju od 100 do 500
nt. Takode, svaki segment je sekvenciran u oba smera. Na taj nacin, u ovom radu,

dobijene nukleotidne genomske sekvence potvrdene su od 2 do 4 puta.

0d ukupno 9 uzoraka humane krvi/plazme/seruma, kod kojih je potvrdeno
prisustvo B19 genoma iz 8 uzoraka je uspeSno amplifikovan i sekvenciran deo
genoma B19 virusa, dok je kod jednog uzorka amplifikovanje Zeljenih segmenata
bilo neuspeSno a zbog ogranicene koli¢ine uzorka veci broj ponavljanja nije bio
mogu¢. Za 5 uzoraka dobijena je sekvenca duZzine preko 4800 nt, Sto je 86.5 %
celog genoma odnosno kompletna cDNK sa delovima netranslirajuéih regiona na 5’

i 3’-krajevima genoma.

5.3 Analiza genoma B19 pozitivnih izolata

5.3.1. Analiza potencijalne rekombinacije

U cilju postavljanja osnove za dalje filogenetske analize ispitivali smo potencijalne

rekombinacione dogadaje za populaciju izolata genotipa 1.

Podaci o eventualnim rekombinacionim dogadajima za parvovirus B19 nisu brojni
i pojavljuju se sporadi¢no - kao rekombinanti oznaceni su izolat AN40 (acc. no.
AB126266) iz Japana (Shackelton i Holmes, 2006), i izolat 07BRSP7612 iz Brazila
(da Costa i sar., 2013), iako se mogucnost rekombinacije, pre svega kod ljudi sa
perzistentnim infekcijama izloZenim drugom tipu B19 virusa, pokazana i u znatno
ranijim radovima (Johansen i sar., 1998). Schackelton i Holmes su kao
potencijalnog rekombinanta identifikovali izolat iz Japana AN40 za koji je
pretpostavljeno da je nastao rekombinacijom izmedu druga dva izolata iz Japana,
AN41 i AN66 sa tackama prekida na nukleotidnim pozicijama 3805 i 3863. Da
Costa i saradnici (2013) su identifikovali jedan potencijalni rekombinant izmedu

izolata genotipa 1a (u delu od 949 do 1879 nt) i genotipa 3b (u delu od 1886 do
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2160 nt). Prema podacima iz literature do sada nisu uocene karakteristicne tacke

prekida koje bi bile zajednicke za vise rekombinacionih dogadaja.

Da bi do rekombinacije doSlo neophodno je da domacin istovremeno bude inficiran
sa dva razlicita virusna izolata, Sto je verovatnije u slucaju perzistentnih infekcija.
Procene o broju perzistentnih infekcija nakon primarne B19 infekcije variraju od
<1% do c¢ak 8% (Lefrere i sar., 2005), i zasnovane su na ograni¢enom broju
uzoraka. Na procenu utiCe i moguc¢nost asimptomatske infekcije, ali se vecina
autora slaze da je perzistentna infekcija B19 virusom i kod imunokompetentnih
osoba moguca, i da virus moZe perzistirati u organizmu domacina i godinama
(Servant-Delmas i sar.,, 2010). U nasem radu, B19 DNK je perzistirala u krvi
pacijenta (RS-M2) najmanje godinu dana nakon akutne infekcije (nakon toga
infekcija viSe nije pracena), dok za ostale pacijente nismo imali moguénost da
pratimo eventualnu perzistenciju virusa u krvi. Ukoliko pacijent sa perzistentnom
infekcijom ponovo dode u kontakt sa B19 virusom rekombinacioni dogadaji su
moguci, ali su na osnovu dostupnih podataka rekombinacije kod B19 redak

dogadjaj, pa bi se moglo re¢i da su manje vazan mehanizam u evoluciji B19 virusa.

RDP4 kao i GARD analiza svih ispitivanih sekvenci genotipa 1 pokazale su da u
okviru svih ispitivanih izolata genotipa 1 (Prilog 3) ne postoji statisticka

znacajnost (p>0.05) za pojavu rekombinacionog dogadaja.

Za RDP4 analizu koris¢ene su sekvence 161 izolata genotipa 1, 2 i 3: 146 izolata
celih ili skoro celih sekvenci iz baza podataka (Tabela 3.3 i Tabela 3.4), 6 izolata iz
Srbije sa delimi¢nim genomskim sekvencama (FN295732, FN295733, FN295734,
FN295735, FN295736, FN295737, duzine 992 nukleotida, od 2118 do 3110 nt,
Hubschen i sar., 2009) i 8 izolata koji su dobijeni u ovom radu (RS-B1/M1, RS-M2,
RS-4, RS-7, RS-8, RS-9, RS-10A i RS-10B. Analiza je pokazala da u okviru svih
izolata genotipa 1 samo izolat DQ225148 (Vijetnam) pokazuje mogucu
rekombinaciju izmedu genotipa 11i 2, i to u delu od 1832 do 2077 nt, pri ¢emu se
pretpostavlja da su izvorne sekvence JN211140 (genotip 1, major parent, 99%
slicnosti, Holandija) i AY064476 (genotip 2, minor parent, 98.8% slicnosti ,
Vijetnam). Verovatnota za ovaj dogadaj oznacena je kao 1.834x10-1° (MC
Uncorrected), odnosno 1,252x10-13 (MC Corrected). Ovaj izolat je koris¢en u daljoj
filogenetskoj analizi s obzirom na to da u okviru samog genotipa 1 nije pokazao

statisticki znacajnu verovatno¢u rekombinacije.
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5.3.2. Analiza odnosa stepena nesinonimnih i sinonimnih zamena

(dN/dS)

Za odredivanje selektivnog pritiska formirane su grupe izolata genotipa 1 i
izdvojeni su izolati sa kompletnim sekvencama u delovima genoma za koje je
poznato da kodiraju sekvence za strukturne i nestrukturne B19 virusne proteine.
Kodiraju¢a sekvenca za VP1 protein (2624-4969 nt) analizirana je kroz dva

segmenta - VP1u region i VP2 region, od kojih se sastoji.

Sve analizirane sekvence pokazuju geneticku varijabilnost, pri ¢emu je procenat
varijabilnih kodona najveéi kod strukturnih proteina - 42.3% za VP2, 40.1% za
VP1u, a najmanji procenat varijabilnih kodona primecen je kod 11 kDa proteina -
11.7%. Veliki broj primeéenih zamena ne dovodi do zamene aminokiselina, pa je
dN/dS odnos verodostojniji pokazatelj varijabilnosti na aminokiselinskom nivou. U
svim analiziranim proteinima odnos dN/dS bio je ispod 1 (za p=0,1), Sto ukazuje
na negativnu selekciju i u skladu je sa podacima za druge analizirane populacije
izolata (Servant i sar., 2002, Molenaar de-Backer 2012) . Neki autori, ipak, smatraju
da je analiza dN/dS odnosa za filogenetski bliske organizme kompleksna i da ne
moZe jednoznac¢no ukazati na evolutivne pritiske u okviru ispitivanih populacija
(Kryazhimskiy i Plotkin, 2008). Naime, u ovom radu je pokazano da vrednosti
dN/dS<1 u slucaju analize blisko srodnih organizama, pogotovo mikroorganizama,
mogu biti u vezi kako sa negativnom tako i sa pozitivnom selekcijom. Pored analize
dN/dS odnosa praceni su i drugi parametri (procenat varijabilnih kodona, broj
mesta sa pozitivnhom i negativnom selekcijom) kako bi se dobila kompletna slika o

znacaju varijabilnosti za pojedine regone genoma B19 virusa.
5.3.2.1. Strukturni proteini

U poredenju sa ostalim proteinima za VP2 protein, strukturni protein virusa koji
gradi 96% kapsida, primecen je najveci procenat varijabilnih kodona, dok odnos
dN/dS ima najniZu vrednost (0.091, p=0.1). Prema ovim podacima moZe se
zakljuciti da je veCina primecenih zamena sinonimna, odnosno da ne dovodi do

promene na aminokiselinskom nivou. Servant i saradnici (2002) takode navode

91



nize vrednosti dN/dS za VP2 gen (0.021-0.028) u odnosu na npr. NS1 gen (0.038-
0.071). Slican odnos dN/dS vrednosti navode i Molenaar de-Backer i saradnici
(2012) - od 0.029 do 0.065 za strukturne proteine u odnosu na 0.065 do 0.136 za
NS1 protein. Pored navedenog, za VP2 region uocen je najveli broj mesta sa

negativnom selekcijom (8.5% mesta po kodonu za p=0.1, 5.6% za p=0.05).

Kod VP1u regiona procenat varijabilnih kodona je slican sa VP2 regionom ali je
odnos dN/dS tri puta ve¢i (0.292). Broj mesta sa negativnom selekcijom je manji
(5.3% mesta po kodonu za p=0.1, 2.6% za p=0.05). Prema navedenom zamene koje
dovode do promene aminokiselinske sekvence se za VP1u region lakSe ,toleriSu“
nego za VP2 region. Servant i saradnici (2002) navode da je u okviru VP1u regiona
divergenca na aminokiselinskom nivou veca od divergence na nukleotidnom nivou.
Hokynar i saradnici (2002) takode navode da je na aminokiselinskom nivou
divergenca izmedu izolata M13178 i AY044266 za VP1u region veca nego za VP2
region (4.4% u odnosu na 1.1%), dok je na nukleotidnom nivou situacija obrnuta
(4.6% za VP1u u odnosu na 11.9% za VP2). Vetina zamena u VP2 proteinu je

sinonimna, $to potvrduje i niska vrednost za odnos dN/dS dobijena u nasoj analizi.

Oba strukturna proteina grade epitope za koje se vezuju neutraliSuéa antitela
(Kajigaya i sar.,1991; Sato i sar., 1991). Imunski odgovor uglavnom izaziva VP1u
region (Kaufmann i sar., 2004), pa izmene u aminokiselinskoj sekvenci ovog
regiona mogu omoguciti virusu izbegavanje imunskog odgovora domacina. Ipak,
smatra se da VP1lu region sadrzi i motiv slican fosfolipazi A2 (eng. secreted
phospholipase A2 - sPLA2,) koji omogucava oslobadanje virusa iz endozoma nakon
ulaska virusa u ¢eliju (Suikkanen i sar., 2003; Zadori i sar., 2001). Za kodone koji
su klju¢ni za fosfolipaznu aktivnost (ak 130 do 195) pokazano je da su visoko
konzervativni, dok je N-terminalni deo, aminokiseline od 1 do 123, oznacen kao

varijabilan (Servanti sar., 2002).

lako postoji znacajna varijabilnost B19 virusa na nivou nukleotidne sekvence,
aminokiselinska sekvenca razliitih B19 izolata pokazuje 96-97% homologije, pa je

seroloSka ukrStena reaktivnost skoro potpuna (Heegaard i Brown, 2002).
5.3.2.2. Nestrukturni protein NS1

Kod NS1 kodirajuceg regiona utvrden je visok procenat varijabilnih kodona (38%),

i niZi odnos dN/dS (0.164, iznad vrednosti dobijene za VP2 ali ispod vrednosti
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dobijene za VP1u). Slicne podatke navode i Servant i saradnici (2002), prema
kojima je odnos dN/dS za NS1 protein (0.038-0.071) neSto viSi od vrednosti
dobijenih za VP2 protein (0.021-0.028). U odnosu na strukturne proteine B19
virusa, primecen je nesto niZi broj mesta sa negativnom selekcijom (3.9% mesta po

kodonu za p=0.1, 2.2% za p=0.05).

NS1 protein ima ulogu u vezivanju za DNK, deluje kao ATP-aza, helikaza i ima
ulogu transaktivatora transkripcije, i to direktnim vezivanjem za P6 promotor, ali i
posredno preko cCelijskih transkripcionih faktora (Heegaard i Brown, 2002; Raab i
sar., 2002). U strukturi NS1 proteina uoceni su domeni koji su konzervirani kod
svih parvovirusa i to motivi u vezi sa smicanjem jednolanc¢ane DNK. Distribucija
varijabilnosti duz sekvence NS1 proteina nije ujednacena, pa je pokazano da se na
N-terminalnom delu nalazi hipervarijabilni region izmedu aminokiselina 180 i 210,
ali i konzervativni motivi u vezi sa smicanjem jednolanane DNK, a da se u
srediSnjem delu sekvence NS1 proteina nalaze konzervativni motivi koji mogu
imati ATP-aznu i helikaznu aktivnost kao i NTP-vezujuc¢i domeni (Momoeda i sar.,

1994; Moffatt i sar., 1998; Heegaard i Brown 2002; Ekman i sar., 2007).

Na osnovu navedenog, jasno je da je NS1 protein od velikog znacaja za replikaciju
B19 virusa i da su klju¢ni domeni ovog proteina konzervisani, odnosno da na
njihove eventualne zamene deluje negativna selekcija koja je utvrdena u ovom
radu, manje izraZena u odnosu na strukturne proteine VP1 i VP2. U poredenjima
izolata sva tri genotipa pokazano je da je divergencija na aminokiselinskom nivou
veca za NS1 protein u odnosu na VP1 i VP2 (Hokynar i sar., 2002, Ekman i sar.,

2007).
5.3.2.3. Mali virusni proteini - 11 kDa, 7.5 kDa i protein X

Kod malih virusnih proteina primecen je viSi odnos dN/dS nego za glavne proteine
virusa (0.60 za 11 kDa, 0.39 za 7.5 kDa i 0.68 za protein X). Procenat varijabilnih
kodona je bio neSto niZi u odnosu na strukturne proteine, ali su zamene cesce
dovodile do promene aminokiselinske strukture nego kod glavnih virusnih
proteina. I drugi autori navode da su razlike na nivou aminokiselina ve¢e kod malih
nego kod glavnih virusnih proteina. Servant i saradnici (2002), ¢ak navode da su
zamene u delovima koji su zajednicki za male i velike proteine (na mestima gde su

ORF preklopljeni, 7.5 kDa sa NS1, 11 kDa sa VP2 i protein X sa VP1u) ceSce
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dovodile do aminokiselinske zamene u malom nego u glavnom virusnom proteinu
- nukleotidna zamena je bila sinonimna za glavni ORF, a nesinonimna za mali ORF.
Medutim, razultati analize Norje i saradnika (2008) pokazuju da je varijabilnost
kodirajuce sekvence za protein X vec¢a u odnosu na preklopljeni segment VP1 gena.
Nasi podaci pokazuju da je odnos dN/dS viSe puta veci za male virusne proteine,
iako je procenat varijabilnih kodona manji. Pored toga, analiza je pokazala da za
male virusne proteine nije uofeno ni jedno mesto sa negativhom selekcijom
(p=0.1). Na osnovu navedenog, za male virusne proteine se moZe zakljuciti da se sa
evolutivne tacke glediSta izmene u aminokiselinskoj sekvenci lakse toleriSu. Ipak, u
prilog Cinjenici da su mali virusni proteini, Cije funkcije jo§ uvek nisu do kraja
razjasnjene, vazni za preZivljavanje i infektivnost virusa govori i podatak da su
otvoreni okviri ¢itanja za ove proteine ocuvani kod svih B19 virusa, bez obzira na

genotip i evolutivnu udaljenost (Servant i sar., 2002).

Na osnovu navedenog moZe se smatrati da na genom parvoB19 virusa evolutivni
pritisak deluje u smeru eliminacije polimorfizama sa detektovanom negativhom
selekcijom, kao i da je taj smer evolutivnog pritiska bio izraZeniji kod glavnih
virusnih proteina u odnosu na male virusne proteine. Dejstvo pozitivne selekcije
na analiziranim sekvencama nije utvrdeno, ali se s obzirom na to da su ove
sekvence vrlo slitne, srodne i predstavljaju viruse koji su, sa evolutivne tacke
gledista, savremenici, pozitivna selekcija ne moZe iskljuciti kao mehanizam koji
dovodi i odrzava utvrdenu varijabilnost B19 gena. Parvo B19 virus je u ovom
trenutku, po svemu sudeci, u svom kompaktnom genomu ostvario osnovne
preduslove za efikasno razmnoZavanje odnosno visok stepen prilagodenosti

domacinu.

5.4 Filogenetski odnosi analiziranih B19 genoma

5.4.1. Izbor segmenata za analizu

Za filogenestku analizu pripremljeni su setovi sekvenci koje su kompletne u
odredenim izabranim delovima. Kao prvi segment izabran je region od 1234 do
2104 nt, posto je u tom regionu kompletna sekvenca za svih 8 izolata dobijenih u

ovom radu odnosno izolata iz Srbije: RS-B1/M1, RS-M2, RS-4, RS-7, RS-8, RS-9, RS-
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10A i RS-10B. Drugi segment (2118 do 3110 nt) je izabran kao region za koji su
bile dostupne sekvence izolata iz Srbije iz 2007. godine (u bazi podataka -
FN295732, FN295733, FN295734, FN295735, FN295736, FN295737, Hubschen i
sar., 2009), kao i vecine izolata dobijenih u ovom radu (RS-B1/M1, RS-4, RS-8, RS-9
i RS-104).

Segment od 665 do 4851 nt je oznacen kao skoro cela cDNK, i izabran je sa ciljem
da se analizira $to je moguce veci broj izolata sa poznatom sekvencom u Sto duZem
regionu genoma. U ovom opsegu analizirano je 122 sekvence, medu kojima i 5

izolata koji su dobijeni u ovom radu (RS-B1/M1, RS-4, RS-8, RS-9i RS-104).

5.4.2. Odredivanje nukleotidnih distanci

5.4.2.1. Odredivanje nukleotidne distance (pairwise distance) svih uzoraka

Uvidom u literaturu utvrdeno je da je analiza nukleotidnih distanci u okviru
genotipa 1 na nivou skoro cele cDNK u poCetku razmatrana na relativno malom
broju uzoraka (12 izolata sa sekvencom poznatom u duZzini od 4339 nt, Servant i
sar., 2002); Sekvenciranjem veceg broja izolata u duZini od 4280 nt Molenaar de
Backer i saradnici (2012) su znacajno dopunili bazu podataka i omogucili
kompletniju analizu na ve¢em broju skoro cele cDNK. Trenutna situacija je da je u
DB dostupno vise od 100 izolata sa sekvenciranom skoro celom cDNK pa je jedan

od ciljeva bio da se filogenetska analiza uradi na statisticki znacajnijem uzorku.

GenetiCka distanca odredivana je na osnovu nukleotidne sekvence u programu
MEGAS, opcijom ,Compute pairwise distances“. Analizirani su parovi sekvenci
(procenjivana je geneticka udajenost za svaki par ponaosob) i dobijeni rezultati

tabelarno su prikazani u delu 4.4.3.1 (Tabela 4.11).

Na osnovu prvog segmenta prosecna distanca iznosila je 1.4%, a maksimalna
distanca primecena je izmedu izolata RS-M2 i DQ357064 (outgroup) - 11.5%, Sto
pokazuje da je i u okviru genotipa 1 varijabilnost visoka. Na osnovu drugog
segmenta prosecna distanca bila je 1.0%, a na osnovu skoro cele cDNK 1.3%.

Najvece geneticke distance bile su izmedu outgroup izolata DQ357065 i izolata
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DQ293995 (6.3% na osnovu drugog segmenta) i izmedu istog outgroup izolata
DQ357065 iizolata JN211138 (6.8% na osnovu skoro cele cDNK).

Dobijene prosecne distance su u okviru ocekivanih vrednosti za genotip 1. Servant
i saradnici (2002) navode da je geneticka distanca u okviru genotipa 1, na osnovu
segmenta duZine 4338 nt, 0.2%, ali na osnovu malog broja analiziranih izolata (12
izolata genotipa 1). Hubschen i saradnici (2009) navode da je prosecna geneticka
distanca na osnovu regiona duzine 994 nt, upotrebom Kimura 2-parametarskog
modela, 0.91%, a maksimalna distanca 4.70% (izmedu outgroup izolata DQ357065
iizolata DQ293995).

Razlike u dobijenim genetickim distancama na osnovu prvog, drugog segmenta i
skoro cele cDNK (1.4%, 1.0% i 1.3%) su ocekivane s obzirom na postojanje i
varijabilnih i visoko konzervativnih regiona u okviru genoma, odnosno na to da

distribucija varijabilnosti duZ genoma nije ujednacena.
5.4.2.2. Odredivanje nukleotidne distance u okviru i izmedu grupa uzoraka

Grupe uzoraka odredene su prema geografskom poreklu (Srbija, Japan, Finska,
Nemacka, Svedska, SAD, Belgija, Engleska, Francuska, Vijetnam i Holandija). Dva

outgroup izolata (inace poreklom iz Vijetnama) izdvojena su u posebnu grupu.

Geneticke distance u okviru geografskih populacija na osnovu skoro cele cDNK bile
su u opsegu od 0.80% (Engleska, 3 izolata) do 1.45 (Vijetnam, 4 izolata), dok je za
najbrojniju grupu izolata geneticka distanca u okviru grupe iznosila 1.17%
(Holandija, 65 izolata). GenetiCka distanca za izolate iz Srbije je bila u okviru
navedenog opsega i iznosila je 0.93% (za 5 izolata sa poznatom sekvecnom skoro
cele cDNK). Kako bi se procenila genetitka distanca za sve dostupne izolate iz
Srbije analizirane su geneticke distance i na osnovu drugog segmenta (za 11 izolata
iz Srbije) i dobijena geneticka distanca na osnovu drugog segmenta iznosila je
0.73%. Dobijena vrednost je takode u okviru vrednosti dobijenih i za druge

populacije, na osnovu drugog segmenta (od 0.68% za SAD do 1.09% za Belgiju).

Geneticka distanca izolata iz Srbije u odnosu na ostale grupe, na osnovu skoro cele
cDNK, kretala se u opsegu od 1.0% (Francuska) do 1.9% (Vijetnam), a najveca
distanca primecena je u odnosu na outgroup izolate (6.3%). Podaci na osnovu

prvog i drugog segmenta su takode u skladu sa navedenim. Hubschen i saradnici
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(2009) izolate genotipa 1 u okviru geografski definisanih populacija navode
prosecne geneticke distance od 0.27% (Gruzija) do 1.07% (Kirgistan). Za
populaciju iz Holandije Molenaar-de Backer i saradnici (2012) navode prose¢nu

geneticku distancu od 1.17%.

Prema navedenim podacima geneticke distance izmedu izolata iz Srbije, kao i u
odnosu na druge geografske B19 populacije su u granicama prosecnih genetickih
distanci koje su utvdene za genotip 1 (0.91%, Hubschen i sar., 2009; 0.8%-1.6%,
Molenaar-de Backeri sar., 2012).

5.4.2.3. Odredivanje nukleotidne distance u okviru i izmedu grupa uzoraka iz
Srbije

Definisane su dve grupe uzoraka, jedna grupa od 5 uzoraka sakupljenjih u okviru
nasSeg rada (RS-B1/M1, RS-4, RS-8, RS-9, RS-10A u periodu od 2009. do 2012.
godine i grupa od 6 izolata iz Srbije preuzetih iz literature (delimi¢ne sekvence,
uzorci sakupljeni 2007 godine, Hubschen i sar., 2009). Navedeni uzorci bili su
kompletni u delu genoma od 2118 do 3110 nt (drugi segment).

Geneticke distance u okviru grupe su bile 0.36% za uzorke sakupljene 2007.
godine i 0.75% za uzorke sakupljene u periodu od 2009. do 2012. godine. Visa
vrednost geneticke distance za uzorke sakupljene od 2009. do 2012. godine moze
se objasniti duzim vremenskim periodom u okviru koga su uzorci sakupljani.
Geneticka distanca izmedu ove dve grupe uzoraka odredena na osnovu sekvenci
drugog segmenta je 0.90%, Sto je u skladu sa vrednostima dobijenim za geneticku
distancu u okviru genotipa 1 (Hubschen i sar., 2009, Molenaar-de Backer i sar.,

2012).

Vrednosti geneticke distance izmedu grupa su viSe u odnosu na vrednosti
geneticke distance u okviru grupa, ali se mora uzeti u obzir vrlo razlic¢it broj izolata
u svakoj grupi (od 1 do 65). Moguce je da su niZe vrednosti geneticke distance u
okviru grupa prouzrokovane malim brojem dostupnih izolata, i da bi analiza veceg
broja izolata sa jednog geografskog regiona dala drugaciju sliku - vrednosti za
geneticku distancu u okviru najvece grupe izolata iz Holandije (1.17% na 65
izolata, Molenaar-de Backer i sar., 2012) su bliske rezultatima za geneticku
distancu izmedu izolata iz Srbije i izolata iz Francuske, Engleske i Holandije (1.0%,
1.2%11.2%).
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5.4.3. Filogenetski odnosi B19 genomskih nukleotidnih sekvenci

Filogenetska analiza genoma B19 radena je sa ciljem da se potvrdi genotipizacija
B19 izolata dobijenih u ovom radu (Slika 4.9) i da se odrede filogenetski odnosi
genoma RS izolata sa genomima izolata koji su dobijeni u razli¢itim regijama

Evrope i sveta.
5.4.3.1. Filogenetski odnosi reprezentativnih izolata sva tri genotipa

Potvrda da svi izolati iz Srbije pripadaju genotipu 1 dobijena je konstruisanjem
filogenetskog stabla na osnovu izolata reprezentativnih za neke od klastera

primecenih u okviru genotipova 1, 2 i 3 (Slika 4.8).

Na stablu se u jasno definisanim klasterima izdvajaju genomi genotipa 2 i 3 (3a i
3b), koji su medusobno evolutivno bliZi, i genomi genotipa 1 u okviru koga se
grupisu i svi RS izolati (RS-B1/M1, na stablu oznacen kao B1, RS-M2, RS-4, RS-7,
RS-8, RS-9, RS-10A i RS-10B). Svi RS izolati grupiSu se u jedinstvenom klasteru u
okviru genotipa 1, osim izolata RS-B1/M1 koji se grupiSe zajedno sa izolatom

AJ781031 iz Nemacke, takode u okviru genotipa 1.

5.4.3.2. Filogenetski odnosi analiziranih B19 genoma na osnovu cDNK 665 do

4851 nt (skoro cele sekvence, 4186 nukleotida)

Prvo filogenetsko stablo za analizu u okviru genotipa 1 konstruisano je na osnovu
skoro celih ¢cDNK i to 122 izolata kompletnih sekvenci (117 izolata iz baza
podataka (Tabela 3.3) i 5 RS izolata koji su kompletni u tom segmentu (RS-4, RS-8,
RS-9, RS-10A i RS-B1/M1, na stablu oznacen kao RS-B1).

Koris¢enjem navedenih genomskih sekvenci B19 izolata za filogenetsku analizu
dobijeno je da vecina izolata (109 od 122) ima monofiletsko poreklo, dok se ostali
grupisu ili u manje klastere ili su na stablu izdvojeni pojedinacno. U okviru izolata
sa monofiletskim poreklom dalje se izdvajaju dva glavna klastera u kojima se

grupisu i izolati iz Srbije (RS izolati). Vecina izolata iz Srbije grupiSe se u okviru
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prvog klastera, dok se izolat RS-B1/M1 (oznacen na stablu kao B1) nalazi u okviru
drugog klastera, najbliZze izolatima iz Holandije (JN211122, [N211124, [N211141,
JN211152,JN211181,]N211184).

Izolati iz drugih geografskih regija (Holandije, Japana, Nemacke, Finske)
zastupljeni su kako u dva najveca klastera, tako i van njih, pa se moZze zakljuciti da

u okviru genotipa 1 klasterizacija B19 virusa nije geografski specifi¢na.

IzraZenija klasterizacija u odnosu na geografsko poreklo izolata moZe se uociti kod
drugih DNK virusa koji su potencijalno prisutni u krvi i krvnim derivatima.
Hepatitis B (HBV) je klasifikovan u 8 genotipova koji imaju jasniju geografsku
distribuciju. U okviru genotipa D izdvaja se 7 podgenotipova, pri ¢emu su
podgenotipovi D1, D2 i D3 prisutni globalno, a D4 do D7 u pojedinim regionima
sveta. U regionu Mediterana najzastupljeniji je genotip D i podgenotip D3
(Stanojevic i sar., 2011). U okviru ove studije Stanojevic i saradnici su analizirali
filogenetske odnose HBV/D3 izolata iz Srbije i 66 izolata istog podgenotipa iz celog
sveta prisutnih u bazama podataka (GenBank, DDBJ) i pokazali da navedeni izolati
formiraju klastere koji su uglavnom u vezi sa geografskim poreklom izolata, dok se
izuzeci objaSnjavaju migracijama. Na filogenetskom stablu u okviru izdvojenih
klastera grupisu izolati iz JuZne Afrike, SAD, Italije, Kanade, Indije i Srbije. U okviru
iste tacke grananja nalaze se klasteri izolata iz geografski bliskih regija (Srbije i
Italije), ali i iz geografski udaljene regije - Kanada, S$to autori objasnjavaju
nezavisnom evolucijom u geografski udaljenim regijama. Geografska klasterizacija,
uocCena kod HBV, nije pokazana i za B19 virus, $to se moZe dovesti u vezu i sa
razli¢itim putem prenosa ova dva virusa. HBV se prenosi putem krvi i telesnih
teCnosti, dok respiratorni nacin prenosa B19 virusa omogucava laksi prenos i
Sirenje virusa. Za respiratorni virus influence tipa A (H3N2) pokazano je da iako
ima relativno visoku stopu mutacija (oko 5x10-3 supstitucija po mestu godisSnje) i
pokazuje geografsku klasterizaciju u toku epidemije, veliku ulogu u geografskoj
lokalizaciji razlicitih tipova virusa imaju migracije, koje dovode do Sirenja svih

tipova virusa influence na globalnom nivou (Bedford i sar., 2010).

5.4.3.3. Filogenetski odnosi analiziranih B19 genoma na osnovu dela
sekvence od 2118 do 3110 nt (drugi segment)
Drugo filogenetsko stablo konstruisano je na osnovu segmenta od 2118 do 3110 nt

kako bi se u analizu ukljucilo i 6 sekvenci iz Srbije iz 2007. godine (Hubschen i sar.,
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2009), odnosno analizirali uzorci sa iste teritorije sa veCom vremenskom
distancom. Izgled filogenetskog stabla je u glavnim klasterima slican stablu
konstruisanom na osnovu skoro celih cDNK, a pozicije RS izolata su napromenjene,
Sto bi moglo da se tumaci slicnim filogenetskim karkteristikama skoro celih cDNK

sa izabranim segmentom B19 genoma.

RS izolati RS-4, RS-8, RS-9 i RS-10A, odnosno svi analizirani osim RS-B1/M1
(oznacen na stablu kao RSB1) grupisu se zajedno u okviru jednog veceg klastera, a
u okviru istog klastera, relativno blisko, grupiSe se i pet od Sest izolata iz Srbije iz
2007. godine- FN295733, FN295734, FN295735, FN295736 i FN295737. Velina
uzoraka iz Srbije iz 2007 godine se grupiSe zajedno (FN295733, FN295734,
FN295735, FN295736, FN295737), a odvojeno od vecine uzoraka sakupljenih na
teritoriji Srbije nekoliko godina kasnije (RS-4, RS-8, RS-9, RS-10A), koji takode
medusobno pokazuju monofiletsko poreklo. U okviru drugog veceg klastera nalaze
se izolati RS-B1/M1 koji je prema ovom stablu grupisan najbliZze izolatu iz
Holandije (JN211126), i Sesti izolat iz Srbije iz 2007. godine, FN295732 (Slika
4.11).

Pozicioniranje izolata RS-B1/M1 van klastera ostalih RS izolata, na osnovu svih
konstruisanih filogenetskih stabala, je u skladu sa visokom genetickom distancom
ovog izolata u odnosu na ostale RS izolate. Naime, na osnovu prvog segmenta
geneticke distance izmedu ostalih izolata su u opsegu od 0.0 % do 1.3%, a izmedu
RS-B1/M1 i ostalih RS izolata u opsegu od 1.5% do 3.0%. Najveca geneticka
distanca, 3.0%, dobijena je izmedu izolata RS-B1/M1 i izolata RS-M2. Uzorak RS-
M2 uzet je od pacijentkinje godinu dana nakon primarne infekcije koju je imala u
trudnodi, kada je uzet uzorak RS-B1/M1. Kod bebe (uzorak RS-B2) godinu dana
nakon akutne infekcije B19 DNK nije detektovana.

lako je kod navedne pacijentkinje pokazana perzistentna infekcija, a poznato je da
izolati dobijeni iz perzistentnih infekcija pokazuju vecu varijabilnost u odnosu na
izolate iz akutnih infekcija (Galinella i sar., 2003), ovako visoka vrednost za
geneticku distancu ne moZe se objasniti pokazanom stopom mutacija za parvoB19
virus (reda veli¢ine 10-* nukleotidnih zamena po mestu godiSnje, Parsyan i sar.,
2007, Norja i sar., 2008). Medutim, moglo bi se pretpostaviti da je doslo do

kombinovane infekcije sa dva razlicita tipa (kvazivrste) B19 virusa.
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Dobijena nukleotidna distanca dva izolata u istom organizmu u razmaku od godinu
dana mogla bi nastati usled ugradnje nukleotidnih zamena tokom virusnih
replikacija ili selekcijom odnosno favorizovanjem B19 kvazivrste koja je u nultom
vremenu bila zastupljena sa < 10%. Naime, vizuelnim pregledom dobijenih
elektroforegrama identifikovali samo samo jasne jednostruke pikove koji

odgovaraju prisustvu samo jedne kvazivrste sa uestalo$¢u > 10%.

Infekcije sa viSe genotipova B19 virusa, ili sa viSe varijanti istog genotipa-
kvazivrste, su dokazane (Schneider i sar., 2008, Dina i sar., 2011), iako su

mehanizmi njihovog nastanka joS nedovoljno razjasnjeni.

Moguce je da su u uzorku RS-B1/M1 bila prisutne najmanje dve kvazivrste B19
virusa, od kojih je jedan bio dominantan u toku akutne infekcije, a s obzirom na
visoku viremiju (10°IU/mL) i jedini identifikovan u uzorku (izolat RS-B1/M1), dok
je druga kvazivrsta detektovana tek u toku perzistentne infekcije (izolat RS-M2).
Uzorak krvi majke pre akutne infekcije nazalost u ovom radu nije bio dostupan, pa
se prisustvo kvazivrsta u organizmu moZe objasniti bilo istovremenom, bilo
superinfekcijom. Iako je pokazano da imunski odgovor izazvan jednim genotipom
B19 virusa uglavnom pruza zastitu i od drugih genotipova (Blumel i sar., 2005), i
manja aktivnost neutraliSu¢ih antitela na virus drugog genotipa (ili tipa) je

utvrdena (Schneider i sar., 2008) pa je superinfekcija moguca.

5.4.4. Retke i jedinstvene nukleotidne supstitucije u

genomima B19 RS izolata

Sekvence RS izolata su nakon poravnanja uporedene sa sekvencom referentnog
izolata NC_000883. Potvrdeno je 27 zamena koje su dovele do izmene
aminokiselinske sekvence, i 4 zamene u regionu promotora. Od 27 nesinonimnih
zamena 16 je bilo jedinstvenih, 3 retke, dok su 8 identifikovane u bazi podataka sa
frekvencom vec¢om od 5%. Od 4 zamene u regionu promotora 3 su jedinstvene, a

jedna retka. UocCeno je 6 jedinstvenih i 11 retkih sinonimnih mutacija.

NajviSe zamena uoceno je u NS1 regionu (28, od toga 17 nesinonimnih i 11
sinonimnih), u VP1u regionu sve 4 uocene zamene bile su nesinonimne, a u

VP1/VP2 regionu uoceno je ukupno 12 zamena (po 6 sinonimnih i nesinonimnih).
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U regionima zajednickim za NS1 i 7.5 kDa protein, odnosno za protein X i VP1
uocCene su po 3 nesinonimne zamene za glavne virusne proteine (od toga po jedna
jedinstvena), a u regionu zajednickom za VP1/VP2 i 11 kDa protein jedna

sinonimna retka zamena.

Uoceno je 7 nukleotidnih zamena koje su zajednicke za sve RS izolate osim za RS-
B1/M1, koji se i na osnovu ovakvog pregleda izdvaja od ostalih RS izolata, i to na
pozicijama 569, 771, 1020, 1176, 2276, 2316, 4345. Sve navedene zamene su
sinonimne, izuzev zamene na poziciji 2276, koja dovodi do aminokiselinske
zamene fenilalanina leucinom u NS1 proteinu (F554L). Ista zamena primecena je i
kod svih izolata iz Srbije iz 2007. godine (Hubschen i sar., 2009). U okviru istog
kodona, na poziciji 2275, kod izolata RS-B1/M1 takode je uocena nesinonimna
zamena koja dovodi do zamene fenilalanina serinom u aminokiselinskoj sekvenci
(F554S) a prema podacima iz DataBase spada u retke, odnosno javlja se sa
ucCestaloS¢u manjom od 5%. Sude¢i na osnovu 15 analizranih RS izolata u
vremenskom razmaku od 2007. do 2012. godine, moZe se zakljuciti da je zamena
aminokiseline fenilalanin na poziciji 554 u sekvenci NS1 proteina fiksirana u
populaciji B19 izolata iz Srbije. Na osnovu SLAC analize 428 izolata iz DB koji imaju
sekvenciran region od 402 nt u okolini kodona 554 za ovaj kodon potvrdena je

pozitivna selekcija (p=0.0950263).

Za izolat RS-7 (sekvenciran samo u regionu 1224 do 2106 nt) nisu uocene
nukleotidne zamene, a za izolat RS-4 jedina nesinonimna zamena bila je pomenuta
zamena na poziciji 2275. Za izolat RS-10A primecene su 3, a za izolate RS-8 i RS-9

po 4 nesinonimne zamene.

Veci broj nesinonimnih zamena primecen je kod izolata RS-M2 i RS-B1/M1. Kod
izolata RS-M2 (sekvenciran samo u regionu od 1234 do 2109 nt) uoceno je 5
nesinonimnih zamena, od kojih su 4 jedinstvene. Za RS-B1/M1 utvrdeno je ukupno
12 nesinonimnih zamena, (od toga 2 retke i 4 jedinstvene). Nesinonimne zamene
kod izolata RS-M2 i RS-B1/M1 nalaze se na razliCitim pozicijama. Ni jedna od
uoCenih zamena, ni sinonimnih ni nesinonimnih, nije zajednicka za izolate RS-
M1/B1 i RS-M2, sto takode govori u prilog pretpostavci da se radi o dve razlicite

kvazivrste.
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6 Zakljucci

Na osnovu rezultata izloZenih u ovom radu mogu se izvesti sledeci zakljucci:

1. Razvijena interna metoda omogucila je detekciju B19 virusa u analiziranim
uzorcima zdrave populacije i populacije sa sumnjom na B19 infekciju, u opsegu od
103 do 105 IU/mL, za koji je pokazana linearnost (R2=0.9758), preciznost, tacnost

kao i specificnost na osnovu kompletne baze podataka za sve genotipove B19.

2. Na osnovu rezultata analize uzoraka dobrovoljnih davalaca krvi utvrdeno je da
je ucestalost parvovirus B19 infekcije u Srbiji u opsegu ucestalosti koja je opisana

za druge populacije u svetu.

3. Na osnovu detekcije B19 DNK kod osoba sa sumnjom na B19 infekciju, pokazano
je prisustvo B19 virusa na prostorima nasSe zemlje, uz nivo viremije od 103 do

preko 10° [U/mL.

4. Za 5 izolata dobijena je sekvenca duzine preko 4800 nt, Sto je 86.5 % celog

genoma odnosno kompletna cDNK.

5. Na osnovu dostupnih podataka rekombinacije kod B19 virusa su redak dogadjaj,

Sto ukazuje da su manje vazan mehanizam u evoluciji B19 virusa.

6. Na varijabilnost kodirajucih regiona za strukturne proteine VP1 i VP2 kao i za
nestrukturni protein NS1 deluje negativna selekcija (p=0.1, p=0.05), dok je

verovatnoca delovanja pozitivne selekcije znatno niza.

7. Na manje virusne proteine uticaj negativne selekcije je slabije izraZen, dok se
pozitivna selekcija ne detektuje (p=0.1). Pokazana varijabilnost malih virusih
proteina, ¢iji su ORF regioni ocuvani kod svih izolata B19 virusa, mogla bi

ucestvovati u odrzavanju njihovih funkcija.

8. Prosecna geneticka distanca u okviru populacije izolata iz Srbije (0.93%) je u
skladu sa vrednostima dobijenim za druge populacije B19 iz razliCitih delova sveta

(0.80-1.45%).
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9. Geneticka distanca izolata iz Srbije u odnosu na ostale grupe, na osnovu skoro

cele cDNK, kretala se u opsegu od 1.0% (Francuska) do 1.9% (Vijetnam)

8. Na osnovu filogenetskih odnosa celih ili delimi¢nih nukleotidnih sekvenci svi do

sada identifikovani B19 izolati iz Srbije su genotipa 1.

9. U okviru genotipa 1 Kklasterizacija B19 virusa je nezavisna od geografskog

porekla izolata.

10. UoCena zamena aminokiseline fenilalanin na poziciji 554 u sekvenci NS1
proteina fiksirana je u populaciji u Srbiji sa pokazanom pozitivnom selekcijom

(p=0.095).

11. Znacajna geneticka distanca izmedu izolata RS-B1/M1 i RS-M2, uzetim od istog
pacijenta u toku i godinu dana nakon akutne infekcije, sugeriSe koinfekciju sa dve

razlicite kvazivrste B19 virusa, od kojih se jedna zadrzala kao perzistentna.
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File: Prva A53341-f 1143 do 2186F.abl Run Ended: Apr 8, 2011, 7:24:00 Signal G:195 A:247 T:267 C:188 Comment:
Sample: 3341-f Lane: 7 Base spacing 12.67 990 bases in 12454 scans Page 1 of 2
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File: Prva A53341-f 1143 do 2186F.abl ~ Run Ended: Apr 8§, 2011, 7:24:00  Signal G:195 A:247 T:267 C:188  Comment:
Sample: 3341-f Lane: 7 Base spacing 12.67 990 bases in 12454 scans Page 2 of 2
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File: Prva A63341-r 1143 do 2186R.abl Run Ended: Apr 8, 2011, 10:31:29 Signal G:268 A:267 T:390 C:267 Comment:

Sample: 3341-r Lane: 8 Base spacing 11.79 1006 bases in 15460 scans Page 1 of 2
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File: Prva A63341-r 1143 do 2186R.abl Run Ended: Apr 8, 2011, 10:31:29 Signal G:268 A:267 T:390 C:267 Comment:

Sample: 3341-r Lane: 8 Base spacing 11.79 1006 bases in 15460 scans Page 2 of 2
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File: A43341-r 1551 do 2186R.abl ~ Run Ended: Mar 19, 2011, 1:21:17  Signal G:500 A:478 T:710 C:523  Comment:
Sample: 3341-r Lane: 6 Base spacmg 13 09 544 bases in 6538 scans Page 1 of 1
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File: A33341-1 2084 do 3099F.abl ~ Run Ended: Apr 8, 2011, 0:54:17  Signal G:446 A:411 T:392 C:348  Comment:

Sample: 3341-1 Lane: 5 Base spacing 11.85 985 bases in 17569 scans Page 1 of 3
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File: A33341-1 2084 do 3099F.abl Run Ended: Apr 8, 2011, 0:54:17 Signal G:446 A:411 T:392 C:348 Comment:

Sample: 3341-1 Lane: 5 Base spacing 11.85 985 bases in 17569 scans Page 2 of 3
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File: A33341-1 2084 do 3099F.abl Run Ended: Apr 8, 2011, 0:54:17 Signal G:446 A:411 T:392 C:348 Comment:
Sample: 3341-1 Lane: 5 Base spacing 11.85 985 bases in 17569 scans Page 3 of 3




File: A43341-2 2084 do 3099R.abl Run Ended: Apr 8, 2011, 4:09:10 Signal G:603 A:727 T:737 C:567 Comment:

Sample: 3341-2 Lane: 6 Base spacing 12.70 990 bases in 12614 scans Page 1 of 2
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File: A43341-2 2084 do 3099R.abl Run Ended: Apr 8, 2011, 4:09:10 Signal G:603 A:727 T:737 C:567 Comment:

Sample: 3341-2 Lane: 6 Base spacing 12.70 990 bases in 12614 scans Page 2 of 2
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File: Druga A33341-1 2084 do 3099F.abl ~ Run Ended: Apr 8, 2011, 0:54:17  Signal G:446 A:411 T:392 C:348  Comment:

Sample: 3341-1 Lane: 5 Base spacing 11.85 985 bases in 17569 scans Page 1 of 3
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File: Druga A33341-1 2084 do 3099F.abl ~ Run Ended: Apr 8, 2011, 0:54:17  Signal G:446 A:411 T:392 C:348  Comment:

Sample: 3341-1 Lane: 5 Base spacing 11.85 985 bases in 17569 scans Page 2 of 3
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File: Druga A33341-1 2084 do 3099F.abl ~ Run Ended: Apr 8, 2011, 0:54:17  Signal G:446 A:411 T:392 C:348  Comment:
Sample: 3341-1 Lane: 5 Base spacing 11.85 985 bases in 17569 scans Page 3 of 3




File: Druga A43341-2 2084 do 3099R.abl ~ Run Ended: Apr 8, 2011, 4:09:10  Signal G:603 A:727 T:737 C:567  Comment:

Sample: 3341-2 Lane: 6 Base spacing 12.70 990 bases in 12614 scans Page 1 of 2
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File: Druga A43341-2 2084 do 3099R.abl ~ Run Ended: Apr 8, 2011, 4:09:10  Signal G:603 A:727 T:737 C:567  Comment:

Sample: 3341-2 Lane: 6 Base spacing 12.70 990 bases in 12614 scans Page 2 of 2
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File: Druga A43341-r 2084 do 3099R.ab1 Run Ended: Mar 19, 2011, 1:21:17 Signal G:500 A:478 T:710 C:523 Comment:

Sample: 3341-r Lane: 6 Base spacing 13.09 544 bases in 6538 scans Page 1 of 1
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File: A33341PV-2 2481 do 3099F.abl Run Ended: Jun 14, 2011, 21:20:23 Signal G:1049 A:1283 T:1449 C:916  Comment:

Sample: 3341PV-2 Lane: 5 Base spacing 12.36 570 bases in 6864 scans
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File: A43341NV-3 2481 do 3467R.abl Run Ended: Jun 14, 2011, 23:45:13 Signal G:1441 A:1332 T:1723 C:1396 ~ Comment:

Sample: 3341NV-3 Lane: 6 Base spacing 12.03 583 bases in 7013 scans Page 1 of 1
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Prilog 2: Nukleotidne sekvence B19 pozitivnih izolata

Uzorak RS-B1/M1
Uspesno sekvenciran segment genoma: 380-5311 bp
#RSB1_SERBIA_09

TTTTAGCGGGCTTTTnnCCCGCGGTATGCAAATGGGCAGCCATTTTAAGTGTTTAACTATAATTTTATTGGTT
AGTTTTGTAACGGTTAAAATGGGCGGAGCGTAGGCGGGGACTACAGTATATATAGCACGGCGCTGCCGCAGCT
CTTTCTTTCTGGGCTGCTTTTTCCTGGACTTTCTTGCTGTTTTTTGTGAGCTAACTAACAGGTATTTATACTAC
TTGTTAACATACTAACATGGAGCTATTTAGAGGGGTGCTTCAAGTTTCTTCTAATGTTCTGGACTGTGCTAAC
GATAACTGGTGGTGCTCTTTACTGGATTTAGACACCTCTGACTGGGAACCACTAACTCATACTAACAGACTAA
WGGCAATATACTTAAGCAGTGTGGCYTCTAAGCTTGACTTTACCGGGGGGCCACTAGCAGGGTGCTTGTACTT
TTTTCAAGTAGAATGTAACAAATTTGAAGAAGGCTATCATATTCATGTGGTTATTGGGGGGCCAGGGTTAAA
CCCCAGAAATCTAACAGTGTGTGTAGAGGGGTTATTTAACAATGTACTTTATCACCTTGTAACTGGAAATGTA
AAGCTAAAATTTTTGCCAGGAATGACTACAAAAGGCAAATACTTTAGAGATGGAGAGCAGTTTATAGAAAAC
TATTTAATGAAAAAAATACCTTTAAATGTTGTATGGTGTGTTACTAATATTGATGGATATATAGATACCTGT
ATTTCTGCTACTTTTAGAAGGGGAGCTTGCCATGCCAAAAAACCCCGCATGACCACAGCTATAAATGATACTA
GTAGTGATGCTGGGGAGCCTAGCGGCACAGGGGCAGTGGTTGTGCCATTTAATGGAAAGGGAACTAAGGCTAG
CATAAAGTTTCAGACTATGGTAAACTGGTTGTGTGAAAATAGAGTGTTTACAGAGGATAAGTGGAAACTAGT
TGACTTTAACCAGTACACTTTACTAAGCAGTAGTCACAGTGGAAGTTTTCAAATTCAAAGTGCACTAAAACTA
GCAATTTATAAAGCAACTAATTTAGTGCCTACTAGCACATTTTTACTGCATGCAGACTTTGAGCAGGTTATGT
GTATTAAAGACAATAAAATTGTTAAATTGTTACTTTGTCAAAACTATGACCCCCTATTGGTGGGGCAGCATGT
GTTAAAGTGGATTGATAAAAAATGTGGCAAGAAAAATACACTGTGGTTTTATGGGCCGCCAAGTACAGGAAA
AACAAACTTGGCAATGGCCATTGCTAAAAGTGTTCCAGTATATGGCATGGTTAACTGGAATAATGAAAACTTT
CCATTTAATGATGTGGCAGGGAAAAGCTTGGTGGTCTGGGATGAAGGTATTATTAAGTCCACAATTGTAGAA
GCTGCAAAAGCCATTTTAGGCGGGCAACCTACCAGGGTAGATCAAAAAATGCGTGGAAGTGTAGCTGTGCCTG
GAGTACCTGTGGTTATAACCAGCAATGGTGACATTACTTTTGTTGTAAGCGGGAACACTACAACAACTGTACA
TGCTAAAGCCTTAAAAGAGCGCATGGTAAAGTTAAACTTTACTGTAAGATGCAGCCCTGACATGGGGTTACTA
ACAGAGGCTGATGTACAACAGTGGCTTACATGGTGTAATGCACAAAGCTGGGACCACTATGAAAACTGGGCAA
TAAACTACACTTTTGATTTCCCTGGAATTAATGCAGATGCCCTCCACCCAGACCTCCAAACCACCCCAATTGTC
ACAGACACCAGTATCAGCAGCAGTGGTGGTGAAAGCTCTGAAGAGCTCAGTGAAAGCAGCTTTTTTAACCTCA
TCACCCCAGGCGCCTGGAACACTGAAACCCCGCGCTCTAGTACGCCCATCCCCGGGACCAGTTCAGGAGAATCA
CTTGTCGGAAGCCCAGTTTCCTCCGAAGTTGTAGCTGCATCGTGGGAAGAAGCCTTCTACACACCTTTGGCAG
ACCAGTTTCGTGAACTGTTAGTTGGGGTTGATTATGTGTGGGACGGTGTAAGGGGTTTACCGGTGTGTTGTGT
TCAGCATATTAACAATAGTGGGGGAGGCTTGGGACTTTGTCCCCATTGCATTAATGTAGGGGCTTGGTATAAT
GGATGGAAATTTCGAGAATTTACCCCAGATTTGGTGCGGTGTAGCTGCCATGTGGGAGCTTCTAATCCCTTTT
CTGTGCTAACCTGCAAAAAATGTGCTTACCTATCTGGATTGCAAAGCTTTGTAGATTATGAGTAAAGAAAGTG
GCAAATGGTGGGAAAGTGATGATAAATTTGCTAAAGCTGTGTATCAGCAATTTGTGGAATTTTATGAAAAGC
TTACTGGAACAGACTTAGAGCTTATTCAAATATTAAAAGATCATTACAATATTTCTTTAGATAATCCCCTAGA
AAACCCATCCTCTCTGTTTGACTTAGTTGCTCGTATTAAAAATAACCTTAAAAACTCTCCAGACTTATATAGT
CATCATTTTCAAAGTCATGGACAGTTATCTGACCACCCCCATGCCTTATCATCCAGTAACAGTCATGCAGAAC
CTAGAGGAGAAAATGCAGTATTATCTAGTGAAGACTTACACAAGCCTGGGCAAGTTAGCGTACAACTACCCGG
TACTAACTATGTTGGGCCTGGCAATGAGCTACAAGCTGGGCCCCCGCAAAGTGCTGTTGACAGTGCTGCAAGG
ATTCATGACTTTAGGTATAGCCAACTGGCTAAGTTGGGAATAAATCCATATACTCATTGGACTGTAGCAGATG
AAGAGCTTTTAAAAAATATAAAAAATGAAACTGGGTTTCAAGCACAAGTAGTAAAAGACTACTTTACTTTAA
AAGGTGCAGCTGCCCCTGTGGCCCATTTTCAAGGAAGTTTGCCGGAAGTTCCCGCTTACAACGCCTCAGAAAA
ATACCCAAGCATGACTTCAGTTAATTCTGCAGAAGCCAGCACTGGTGCAGGAGGGGGGGGCAGTAATCCTGTT
AAAAGCATGTGGAGTGAGGGGGCCACTTTTAGTGCCAATTCTGTAACTTGTACATTTTCCAGACAGTTTTTAA
TTCCATATGACCCAGAGCACCATTATAAGGTGTTTTCTCCGGCAGCAAGTAGCTGCCACAATGCCAGTGGAAA
GGAAGCAAAGGTTTGCACCATTAGTCCCATAATGGGATACTCAACCCCATGGAGATATTTAGATTTTAATGCT
TTAAATTTGTTTTTTTCACCTTTAGAGTTTCAGCATTTAATTGAAAACTATGGAAGTATAGCTCCTGATGCTT
TAACTGTAACCATATCAGAAATTGCTATTAAGGATGTTACAGACAAAACTGGAGGGGGAGTACAAGTTACTG
ACAGCACTACCGGGCGCCTATGCATGTTAGTAGACCATGAATACAAGTACCCATATGTGTTAGGGCAAGGTCA
GGATACTTTAGCCCCAGAACTTCCTATTTGGGTATACTTTCCCCCTCAATATGCTTACTTGACAGTAGGAGAT
ATTAACACACAAGGAATTTCTGGAGACAGCAAAAAATTAGCAAGTGAAGAATCAGCATTTTATGTTTTGGAA
CACAGTTCTTTTCAGCTTTTAGGTACAGGAGGCACAGCAACTATGTCCTATAAGTTTCCTCCAGTGCCCCCAG
AAAATTTAGAGGGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTATAATCCCTTATACGGATCTCGCTTAGGGG
TCCCTGACACATTAGGAGGTGACCCAAAATTTAGATCTTTAACACATGAAGACCATGCAATTCAGCCCCAAAA
CTTTATGCCAGGGCCACTAGTAAACTCAGTGTCTACAAAGGAGGGAGACAGCTCTAGTACTGGAGCTGGAAAA




GCCTTAACAGGCCTTAGCACAGGTACCTCCCAGAACACTAGAATATCCTTACGCCCTGGGCCAGTGTCTCAGCC
ATATCACCACTGGGACACAGATAAATATGTCACAGGAATAAATGCCATTTCTCATGGTCAGACCACATATGGT
AATGCTGAAGATAAAGAGTATCAGCAAGGAGTGGGTAGATTTCCAAATGAAAAAGAACAGCTAAAACAGTTA
CAGGGTTTAAACATGCACACCTATTTTCCCAATAAAGGAACCCAGCAATATACAGATCAAATTGAGCGCCCCC
TAATGGTGGGCTCTGTATGGAACAGAAGAGCCCTTCACTATGAAAGCCAGCTGTGGAGTAAAATTCCAAATTT
AGATGACAGTTTTAAAACTCAGTTTGCAGCCTTAGGAGGATGGGGTTTGCATCAGCCACCCCCTCAAATATTT
TTaATAATATTACCACAAAGTGGGCCCATTGGAGGTATTAAATCAATGGGAATTACTACCTTAGTTCAGTATG
CCGTGGGAATTATGACAGTAACGATGACATTTAAATTGGGGCCCCGTAAAGCTACGGGACGGTGGAATCCTCA
ACCTGGAGTATATCCCCCGCACGCAGCAGGTCATTTACCATATGTACTATATGACCCCACAGCTACAGACGCA
AAACAACACCACAGACATGGATATGAAAAGCCTGAAGAATTGTGGACAGCCAAAAGCCGTGTGCACCCATTGT
AAACACTCCCCACCGTGCCCTCAGCCAGGATGCGTAACTAAACGCCCACCAGTACCACCCAGACTGTACCTGCC
CCCTCCTGTACCTATAAGACAGCCTAACACAAAAGATATAGACAATGTAGAATTTAAGTACTTAACTAGATAT
GAACAACATGTTATTAGAATGTTAAGATTGTGTAATATGTATCAAAATTTAGAAAAATAAACATTTGTTGTG
GTTAAAAAATTATGTTGTGGCGCTTTAAAAGTTTAAAAGAAGACACCAAATCAGATGCCGCCGGTCGCCGCCG
GTAGGCGGGACTTCCGGTACAAGATGGCGGACAATTGCGTCACTTCCTGTGA

Uzorak RS-M2:
Uspesno sekvenciran segment genoma: 1234-2109 bp
#RSM2_SERBIA_10

GGGACGGCAACTAAGGCTAGCATAAAGTTTCAAACTATGGTAAACTGGTTGTGTGAAAACAGAGTATTTACA
GAGGATAAGTGGAAACTAGTTGACTTTAACCAGTACACTTTACTAAGCACCATTCACAGTGGAAGTTTTCAAA
TTCAAAGTGCACTAAAATTAGTAATTTATAAAGCAACTAATTTACTGCCTACTAGCACTTTTTTATTGCATAC
AGACTTTGAGCAGGTTATGTGTATTAAAGACAATAAAATTGTTAAATTGTTACTTTGTCAAAACTATGACCCC
TTATTGGTGGGGCAACATGTGTTAAAGTGGATTGATAAAAAATGTGGCAAGAAAAATACACTGTGGTTTTAT
GGGCCGCCAAGTACAGGGAAAACAAACTTGGCAATGGCCATTGCTAAAAGTGTTCCAGTATATGGCATGGTTA
ACTGGAATAATGAAAACTTTCCATTTAATGATGTAGCAGGAAAAAGCTTGGTGGTCTGGGATGAAGGTATTA
TTAAGTCTACAATTGTAGAAGCTGCAAAAGCCATTTTAGGCGGGCAACCCACCAGGGTAGATCAAAAAATGCG
TGGAAGTGTAGCTGTGCCTGGAGTACCTGTGGTTATAACCAGCAATGGTGACATTACTTTTGTTGTAAGCGGG
AACACTACAACAACTGTACATGCTAAAGCCTTAAAAGAGCGCATGGTAAAGTTAAACTTTACTGTAAGATGG
AGCCCTGACATGGGGTTACTAACAGAGGCTGATGTACAACAGTGGCTTACATGGTGTAATGCACAAAGCTGGG
ACCACTATGAAAACTGGGCAATAAACTACACTTTTGATTTCCCTGGAATTAATGCAGATGCCCTCCACCCAGA
CCTC

Uzorak RS-4
Uspesno sekvenciran segment genoma: 380 - 5226 bp
#RS4_SERBIA_11

TTTTAGCGGGCTTTTTTCCCGCCTTATGCAAATGGGCAGCCATTTTAGGTGTTTTACTATAATTTTATTGGTC
AGTTTTGTAACGGTTAAAATGGGCGGAGCGTAGGTGGGGACTACAGTATATATAGCACAGCACTGCCGCAGCT
CTTTCTTTTTGGGCTGCTTTTTCCTGGACTTTCTTGCTGTTTTCTGTGAGCTAACTAACAGGTATTTATACTAC
TTGTTAACATACTAACATGGAGCTATTTAGAGGGGTGCTTCAGGTTTCTTCTAATGTTCTGGACTGCGCTAAC
GATAACTGGTGGTGCTCTTTACTGGATTTAGACACTTCTGACTGGGAACCACTAACTCATACTAACAGACTAA
TGGCAATATACTTAAGCAGTGTGGCCTCTAAGCTTGACTTTACCGGGGGGCCACTAGCAGGGTGCTTGTACTT
TTTTCAGGTAGAATGTAACAAATTTGAAGAAGGCTATCATATTCATGTGGTTATTGGGGGGCCAGGGTTAAA
CCCCAGAAACCTCACAGTGTGTGTAGAGGGGTTATTTAATAATGTACTTTATCACCTTGTAACTGAAAATGTA
AAGCTAAAATTTTTGCCAGGAATGACTACAAAAGGCAAATACTTTAGAGATGGAGAACAGTTTATAGAAAAC
TATTTAATGAAAAAAATACCTTTGAATGTTGTATGGTGTGTTACTAATATTGATGGATATATAGATACCTGT
ATTTCTGCTACTTTTAGAAGGGGAGCTTGCCATGCCAAGAAACCCCGCATTACTACAGCCATAAATGACACTA
GTAGTGATGCTGGGGAGTCTAGCGGCACAGGGGCAGAGGTTGTGCCATTTAATGGGAAGGGAACTAAGGCTA
GCATAAAGTTTCAAACTATGGTAAACTGGTTGTGTGAAAACAGAGTATTTACAGAGGATAAGTGGAAACTAG
TTGACTTTAACCAGTACACTTTACTAAGCAGCAGTCACAGTGGAAGTTTTCAAATTCAAAGTGCACTAAAACT
AGCAATTTATAAAGCAACTAATTTAGTGCCTACTAGCACATTTTTATTGCATACAGACTTTGAGCAGGTTATG
TGTATTAAAGACAATAAAATTGTTAAATTGTTACTTTGTCAAAACTATGACCCCCTATTGGtGGGGCAACATG
TGTTAAAGTGGATTGATAAAAAATGTGGCAAGAAAAATACACTGTGGTTTTATGGGCCGCCAAGTACAGGGA
AAACAAACTTGGCAATGGCCATTGCTAAAAGTGTTCCAGTATATGGCATGGTTAACTGGAATAATGAAAACT
TTCCATTTAATGATGTAGCAGGAAAAAGCTTGGTGGTCTGGGATGAAGGTATTATTAAGTCTACAATTGTAG
AAGCTGCAAAAGCCATTTTAGGCGGGCAACCCaCCAGGGTAGATCAAAAAATGCGTGGAAGTGTAGCTGTGCC
TGGAGTACCTGTGGTTATAACCAGCAATGGTGACATTACTTTTGTTGTAAGCGGGAACACTACAACAACTGTA
CATGCTAAAGCCTTAAAAGAGCGCATGGTAAAGTTAAACTTTACTGTAAGATGCAGCCCTGACATGGGGTTAC




TAACAGAGGCTGATGTACAACAGTGGCTTACATGGTGTAATGCACAAAGCTGGGACCACTATGAAAACTGGGC
AATAAACTACACTTTTGATTTCCCTGGAATTAATGCAGATGCCCTCCACCCAGACCTCCAAACCACCCCAATTG
TCACAGACACCAGTATCAGCAGCAGTGGTGGTGAAAGCTCTGAAGAACTCAGTGAAAGCAGCTTTTTTAACCT
CATCACCCCAGGCGCCTGGAACACTGAAACCCCGCGCTCTAGTACGCCCATCCCCGGGACCAGTTCAGGAGAAT
CATCTGTCGGAAGCCCAGTTTCCTCCGAAGTTGTAGCTGCATCCTGGGAAGAGGCCTTCTACACACCTTTGGCA
GACCAGTTTCGTGAACTGTTAGTTGGGGTTGATTATGTGTGGGACGGTGTAAGGGGTTTACCTGTGTGTTGTG
TGCAACATATTAACAATAGTGGGGGAGGCTTGGGACTTTGTCCCCATTGCATTAATGTAGGGGCTTGGTATAA
TGGATGGAAATTTCGAGAATTTACCCCAGATTTGGTGCGATGTAGCTGCCATGTGGGAGCTTCTAATCCCTTT
TCTGTGCTAACCTGCAAAAAATGTGCTTACCTGTCTGGATTGCAAAGCTTTGTAGATTATGAGTAAAGAAAGT
GGCAAATGGTGGGAAAGTGATGATAAATTTGCTAAAGCTGTGTATCAGCAATTTGTGGAATTTTATGAAAAG
GTTACTGGAACAGACTTAGAGCTTATTCAAATATTAAAAGATCATTATAATATTTCTTTAGATAATCCCCTAG
AAAACCCATCCTCTCTGTTTGACTTAGTTGCTCGTATTAAAAATAACCTTAAAAACTCTCCAGACTTATATAG
TCATCATTTTCAAAGTCATGGACAGTTATCTGACCACCCCCATGCCTTATCATCCAGTAGCAGTCATGCAGAA
CCTAGAGGAGAAGATGCAGTATTATCTAGTGAAGACTTACACAAGCCTGGGCAAGTTAGCGTACAACTACCCG
GTACTAACTATGTTGGGCCTGGCAATGAGCTACAAGCTGGGCCCCCGCAAAGTGCTGTTGACAGTGCTGCAAG
GATTCATGACTTTAGGTATAGCCAACTGGCTAAGTTGGGAATAAATCCATATACTCATTGGACTGTAGCAGAT
GAAGAGCTTTTAAAAAATATAAAAAATGAAACTGGGTTTCAAGCACAAGTAGTAAAAGACTACTTTACTTTA
AAAGGTGCAGCTGCCCCTGTGGCCCATTTTCAAGGAAGTTTGCCGGAAGTTCCCGCTTACAACGCCTCAGAAA
AATACCCAAGCATGACTTCAGTTAATTCTGCAGAAGCCAGCACTGGTGCAGGAGGGGGGGGCAGTAATCCTGT
TAAAAGCATGTGGAGTGAGGGGGCCACTTTTAGTGCCAACTCTGTAACTTGTACATTTTCCAGACAGTTTTTA
ATTCCATATGACCCAGAGCACCATTATAAGGTGTTTTCTCCCGCAGCAAGTAGCTGCCACAATGCCAGTGGAA
AAGAGGCAAAGGTTTGCACCATTAGTCCCATAATGGGATACTCAACCCCATGGAGATATTTAGATTTTAATGC
TTTAAATTTATTTTTTTCACCTTTAGAGTTTCAGCACTTAATTGAAAATTATGGAAGTATAGCTCCTGATGCT
TTAACTGTAACCATATCAGAAATTGCTGTTAAGGATGTAACAGACAAAACTGGAGGAGGGGTGCAGGTTACT
GACAGCACTACAGGGCGCCTATGCATGTTAGTAGACCATGAATACAAGTACCCATATGTGTTAGGGCAAGGTC
AAGATACTTTAGCCCCAGAACTTCCCATTTGGGTATACTTTCCCCCTCAATATGCTTACTTAACAGTAGGAGA
TGTTAACACACAAGGAATTTCTGGAGACAGCAAAAAATTAGCAAGTGAAGAATCAGCATTTTATGTTTTGGA
ACACAGTTCTTTTCAGCTTTTAGGTACAGGAGGTACAGCAACTATGTCTTATAAGTTTCCTCCAGTGCCCCCA
GAAAATTTAGAGGGCTGCAGTCAACACTTTTATGAAATGTACAATCCCTTATACGGATCCCGCTTAGGGGTTC
CTGACACATTAGGAGGTGACCCAAAATTTAGATCTTTAACACATGAAGACCATGCAATTCAGCCCCAAAACTT
CATGCCAGGGCCACTAGTAAACTCAGTGTCTACAAAGGAGGGAGACAGCTCTAATACTGGAGCTGGAAAAGCC
TTAACAGGCCTTAGTACAGGTACCTCTCAAAACACTAGAATATCCTTACGCCCTGGGCCAGTGTCTCAGCCGT
ACCACCACTGGGACACAGATAAATATGTCACTGGAATAAATGCCATTTCTCATGGTCAAACCACTTATGGTAA
CGCTGAAGACAAAGAGTATCAGCAAGGAGTGGGTAGATTTCCAAATGAAAAAGAACAGCTAAAACAGTTACA
GGGTTTAAACATGCACACCTACTTTCCCAATAAAGGAACCCAGCAATATACAGATCAAATTGAGCGCCCCCTA
ATGGTGGGTTCTGTATGGAACAGAAGAGCCCTTCACTATGAAAGCCAGCTGTGGAGTAAAATTCCAAATTTGG
ATGACAGTTTTAAAACTCAGTTTGCAGCCTTAGGAGGATGGGGTTTGCATCAGCCACCTCCTCAAATATTTTT
AAAAATATTACCACAAAGTGGGCCAATTGGAGGTATTAAATCAATGGGAATTACTACCTTAGTTCAGTATGCT
GTGGGAATTATGACAGTAACCATGACATTTAAATTGGGTCCCCGTAAAGCTACGGGACGGTGGAATCCTCAAC
CTGGAGTATATCCCCCGCACGCAGCAGGTCATTTACCATATGTACTATATGACCCCACAGCTACAGATGCAAA
ACAACACCACAGACATGGATATGAAAAGCCTGAAGAATTGTGGACAGCCAAAAGCCGTGTGCACCCATTGTAA
ACACTCCCCACCGTGCCCTCAGCCAGGATGCGTAACTAAACGCCCACCAGTACCACCCAGACTGTACCTGCCCC
CTCCTATACCTATAAGACAGCCTAACACAAAAGATATAGACAATGTAGAATTTAAGTACTTAACCAGATATGA
ACAACATGTTATTAGAATGTTAAGATTGTGTAATATGTATCAAAATTTAGAAAAATAAACATTTGTTGTGGC
TAAAAAATTATGTTGTTGCGCTTTAAAAATTTAAAAGA

Uzorak RS-7
Uspesno sekvenciran segment genoma: 1224-2106
#RS7_SERBIA_11

GCCATTTAATGGGAAGGGAACTAAGGCTAGCATAAAGTTTCAAACTATGGTAAACTGGTTGTGTGAAAACAG
AGTATTTACAGAGGATAAGTGGAAACTAGTTGACTTTAACCAGTACACTTTACTAAGCAGCAGTCACAGTGGA
AGTTTTCAAATTCAAAGTGCACTAAAACTAGCAATTTATAAAGCAACTAATTTAGTGCCTACTAGCACATTTT
TATTGCATACAGACTTTGAGCAGGTTATGTGTATTAAAGACAATAAAATTGTTAAATTGTTACTTTGTCAAA
ACTATGACCCCCTATTGGTGGGGCAACATGTGTTAAAGTGGATTGATAAAAAATGTGGCAAGAAAAATACAC
TGTGGTTTTATGGGCCGCCAAGTACAGGAAAAACAAACTTGGCAATGGCCATTGCTAAAAGTGTTCCAGTATA
TGGCATGGTTAACTGGAATAATGAAAACTTTCCATTTAATGATGTAGCAGGAAAAAGCTTGGTGGTCTGGGA
TGAAGGTATTATTAAGTCTACAATTGTAGAAGCTGCAAAAGCCATTTTAGGCGGGCAACCCACCAGGGTAGAT
CAAAAAATGCGTGGAAGTGTAGCTGTGCCTGGAGTACCTGTGGTTATAACCAGCAATGGTGACATTACTTTTG
TTGTAAGCGGGAACACTACAACAACTGTACATGCTAAAGCCTTAAAAGAGCGCATGGTAAAGTTAAACTTTAC




TGTAAGATGCAGCCCTGACATGGGGTTACTAACAGAGGCTGATGTACAACAGTGGCTTACATGGTGTAATGCA
CAAAGCTGGGACCACTATGAAAACTGGGCAATAAACTACACTTTTGATTTCCCTGGAATTAATGCAGATGCCC
TCCACCCAGAC

Uzorak RS-8
Uspesno sekvenciran segment genoma: 384-5226 bp
#RS8_SERBIA_11

AGCGGGCTTTTTTCCCGCCTTATGCAAATGGGCAGCCATTTTAGGTGTTTTACTATAATTTTATTGGTCAGTT
TTGTAACGGTTAAAATGGGCGGAGCGTAGGCGGGGACTACAGTATATATAGCACAGCACTGCCGCAGCTCTTT
CTTTCTGGGCTGCTTTTTCCTGGACTTTCTTGCTGTTTTCTGTGAGCTAACTAACAGGTATTTATACTACTTGT
TAACATACTAACATGGAGCTATTTAGAGGGGTGCTTCAGGTTTCTTCTAATGTTCTGGACTGTGCTAACGATA
ACTGGTGGTGCTCTTTACTGGATTTAGACACTTCTGACTGGGAACCACTAACTCATACTAACAGACTAATGGC
AATATACTTAAGCAGTGTGGCCTCTAAGCTTGACTTTACCGGGGGGCCACTAGCAGGGTGCTTGTACTTTTTT
CAGGTAGAATGTAACAAATTTGAAGAAGGCTATCATATTCATGTGGTTATTGGGGGGCCAGGGTTAAACCCCA
GAAACCTCACAGTGTGTGTAGAGGGGTTATTTAATAATGTACTTTATCACCTTGTAACTGAAAATGTAAAGCT
AAAATTTTTGCCAGGAATGACTACAAAAGGCAAATACTTTAGAGATGGAGAACAGTTTATAGAAAACTATTT
AATGAAAAAAATACCTTTGAATGTTGTATGGTGTGTTACTAATATTGATGGATATATAGATACCTGTATTTC
TGCTACTTTTAGAAGGGGAGCTTGCCATGCCAAGAAACCCCGCATTACTACAGCCATAAATGACACTAGTAGT
GATGCTGGGGAGTCTAGCGGCACAGGGGCAGATGTTCTGCCATTTAATGGGAAGGGAACTAAGGCTAGCATAA
AGTTTCAAACTATGGTAAACTGGTTGTGTGAAAACAGAGTATTTACAGAGGATAAGTGGAAACTAGTTGACT
TTAACCAGTACACTTTACTAAGCAGCAGTCACAGTGGAAGTTTTCAAATTCAAAGTGCACTAAAACTAGCAAT
TTATAAAGCAACTAATTTAGTGCCTACTAGCACATTTTTATTGCATACAGACTTTGAGCAGGTTATGTGTATT
AAAGACAATAAGATTGTTAAATTGTTACTTTGTCAAAACTATGACCCCCTATTGGTGGGGCAACATGTGTTAA
AGTGGATTGATAAAAAATGTGGCAAGAAAAATACACTGTGGTTTTATGGGCCGCCAAGTACAGGGAAAACAA
ACTTGGCAATGGCCATTGCTAAAAGTGTTCCAGTATATGGCATGGTTAACTGGAATAATGAAAACTTTCCATT
TAATGATGTAGCAGGAAAAAGCTTGGTGGTCTGGGATGAAGGTATTATTAAGTCTACAATTGTAGAAGCTGC
AAAAGCCATTTTAGGCGGGCAACCCACCAGGGTAGATCAAAAAATGCGTGGAAGTGTAGCTGTGCCTGGAGTA
CCTGTGGTTATAACCAGCAATGGTGACATTACTTTTGTTGTAAGCGGGAACACTACAACAACTGTACATGCTA
AAGCCTTAAAAGAGCGCATGGTAAAGTTAAACTTTACTGTAAGATGCAGCCCTGACATGGGGTTACTAACAGA
GGCTGATGTACAACAGTGGCTTACATGGTGTAATGCACAAAGCTGGGACCACTATGAAAACTGGGCAATAAAC
TACACTTTTGATTTCCCTGGAATTAATGCAGATGCCCTCCACCCAGACCTCCAAACCACCCCAATTGTCACAGA
CACCAGTATCAGCAGCAGTGGTGGTGAAAGCTCTGAAGAACTCAGTGAAAGCAGCTTTTTTAACCTCATCACC
CCAGGCGCCTGGAACACTGAAACCCCGCGCTCTAGTACGCCCATCCCCGGGACCAGTTCAGGAGAATCATCTGT
CGGAAGCCCAGTTTCCTCCGAAGTTGTAGCTGCATCCTGGGAAGAGGCCTTCTACACACCTTTGGCAGACCAG
TTTCGTGAACTGTTAGTTGGGGTTGATTATGTGTGGGACGGTGTAAGGGGTTTACCTGTGTGTTGTGTGCAAC
ATATTAACAATAGTGGGGGAGGCTTGGGACTTTGTCCCCATTGCATTAATGTAGGGGCTTGGTATAATGGATG
GAAATTTCGAGAATTTACCCCAGATTTGGTGCGATGTAGCTGCCATGTGGGAGCTTCTAATCCCTTTTCTGTG
CTAACCTGCAAAAAATGTGCTTACCTGTCTGGATTGCAAAGCTTTGTAGATTATGAGTAAAGAAAGTGGCAA
ATGGTGGGAAAGTGATGATAAATTTGCTAAAGCTGTGTATCAGCAATTTGTGGAATTTTATGAAAAGGTTAC
TGGAACAGACTTAGAGCTTATTCAAATATTAAAAGATCATTATAATATTTCTTTAGATAATCCCCTAGAAAAC
CCATCCTCTCTGTTTGACTTAGTTGCTCGTATTAAAAATAACCTTAAAAACTCTCCAGACTTATATAGTCATC
ATTTTCAAAGTCATGGACAGTTATCTGACCACCCCCATGCCTTATCATCCAGTAGCAGTCATGCAGAACCTAG
AGGAGAAGATGCAGTATTATCTAGTGAAGACTTACACAAGCCTGGGCAAGTTAGCGTACAACTACCCGGTACT
AACTATGTTGGGCCTGGCAATGAGCTACAAGCTGGGCCCCCGCAAAGTGCTGTTGACAGTGCTGCAAGGATTC
ATGACTTTAGGTATAGCCAACTGGCTAAGTTGGGAATAAATCCATATACTCATTGGACTGTAGCAGATGAAGA
GCTTTTAAAAAATATAAAAAATGAAACTGGGTTTCAAGCACAAGTAGTAAAAGACTACTTTACTTTAAAAGG
TGCAGCTGCCCCTGTGGCCCATTTTCAAGGAAGTTTGCCGGAAGTTCCCGCTTACAACGCCTCAGAAAAATACC
CAAGCATGACTTCAGTTAATTCTGCAGAAGCCAGCACTGGTGCAGGAGGGGGGGGCAGTAATCCTGTTAAAAG
CATGTGGAGTGAGGGGGCCACTTTTAGTGCCAACTCTGTAACTTGTACATTTTCCAGACAGTTTTTAATTCCA
TATGACCCAGAGCACCATTATAAGGTGTTTTCTCCCGCAGCAAGTAGCTGCCACAATGCCAGTGGAAAAGAGG
CAAAGGTTTGCACCATTAGTCCCATAATGGGATACTCAACCCCATGGAGATATTTAGATTTTAATGCTTTAAA
TTTATTTTTTTCACCTTTAGAGTTTCAGCACTTAATTGAAAATTATGGAAGTATAGCTCCTGATGCTTTAACT
GTAACCATATCAGAAATTGCTGTTAAGGATGTAACAGACAAAACTGGAGGAGGGGTGCAGGTTACTGACAGC
ACTACAGGGCGCCTATGCATGTTAGTAGACCATGAATACAAGTACCCATATGTGTTAGGGCAAGGTCAAGATA
CTTTAGCCCCAGAACTTCCCATTTGGGTATACTTTCCCCCTCAATATGCTTACTTAACAGTAGGAGATGTTAA
CACACAAGGAATTTCTGGAGACAGCAAAAAATTAGCAAGTGAAGAATCAGCATTTTATGTTTTGGAACACAG
TTCTTTTCAGCTTTTAGGTACAGGAGGTACAGCAACTATGTCTTATAAGTTTCCTCCAGTGCCCCCAGAAAAT
TTAGAGGGTCTCAGTCAACACTTTTATGAAATGTACAATCCCTTATACGGATCCCGCTTAGGGGTTCCTGACA
CATTAGGAGGTGACCCAAAATTTAGATCTTTAACACATGAAGACCATGCAATTCAGCCCCAAAACTTCATGCC




AGGGCCACTAGTAAACTCAGTGTCTACAAAGGAGGGAGACAGCTCTAATACTGGAGCTGGAAAAGCCTTAACA
GGCCTTAGTACAGGTACCTCTCAAAACACTAGAATATCCTTACGCCCTGGGCCAGTGTCTCAGCCGTACCACCA
CTGGGACACAGATAAATATGTCACTGGAATAAATGCCATTTCTCATGGTCAAACCACTTATGGTAACGCTGAA
GACAAAGAGTATCAGCAAGGAGTGGGTAGATTTCCAAATGAAAAAGAACAGCTAAAACAGTTACAGGGTTTA
AACATGCACACCTACTTTCCCAATAAAGGAACCCAGCAATATACAGATCAAATTGAGCGCCCCCTAATGGTGG
GTTCTGTATGGAACAGAAGAGCCCTTCACTATGAAAGCCAGCTGTGGAGTAAAATTCCAAATTTGGATGACAG
TTTTAAAACTCAGTTTGCAGCCTTAGGAGGATGGGGTTTGCATCAGCCACCTCCTCAAATATTTTTAAAAATA
TTACCACAAAGTGGGCCAATTGGAGGAATTAAATCAATGGGAATTACTACCTTAGTTCAGTATGCTGTGGGAA
TTATGTCAGTAACCATGACATTTAAATTGGGTCCCCGTAAAGCTACGGGACGGTGGAATCCTCAACCTGGAGT
ATATCCCCCGCACGCAGCAGGTCATTTACCATATGTACTATATGACCCCACAGCTACAGATGCAAAACAACAC
CACAGACATGGATATGAAAAGCCTGAAGAATTGTGGACAGCCAAAAGCCGTGTGCACCCATTGTAAACACTCC
CCACCGTGCCCTCAGCCAGGATGCGTAACTAAACGCCCACCAGTACCACCCAGACTGTACCTGCCCCCTCCTAT
ACCTATAAGACAGCCTAACACAAAAGATATAGACAATGTAGAATTTAAGTACTTAACCAGATATGAACAGCA
TGTTATTAGAATGTTAAGATTGTGTAATATGTATCAAAATTTAGAAAAATAAACATTTGTTGTGGTTAAAAA
ATTATGTTGTTGCGCTTTAAAAATTTAAANGA
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AGCGGGCTTTTTTCCCGCCTTATGCAAATGGGCAGCCATTTTAGGTGTTTTACTATAATTTTATTGGTCAGTT
TTGTAACGGTTAAAATGGGCGGAGCGTAGGCGGGGACTACAGTATATATAGCACAGCACTGCCGCAGCTCTTT
CTTTCTGGGCTGCTTTTTCCTGGACTTTCTTGCTGTTTTCTGTGAGCTAACTAACAGGTATTTATACTACTTGT
TAACATACTAACATGGAGCTATTTAGAGGGGTGCTTCAGGTTTCTTCTAATGTTCTGGACTGTGCTAACGATA
ACTGGTGGTGCTCTTTACTGGATTTAGACACTTCTGACTGGGAACCACTAACTCATACTAACAGACTAATGGC
AATATACTTAAGCAGTGTGGCCTCTAAGCTTGACTTTACCGGGGGGCCACTAGCAGGGTGCTTGTACTTTTTT
CAGGTAGAATGTAACAAATTTGAAGAAGGCTATCATATTCATGTGGTTATTGGGGGGCCAGGGTTAAACCCCA
GAAACCTCACAGTGTGTGTAGAGGGGTTATTTAATAATGTACTTTATCACCTTGTAACTGAAAATGTAAAGCT
AAAATTTTTGCCAGGAATGACTACAAAAGGCAAATACTTTAGAGATGGAGAACAGTTTATAGAAAACTATTT
AATGAAAAAAATACCTTTGAATGTTGTATGGTGTGTTACTAATATTGATGGATATATAGATACCTGTATTTC
TGCTACTTTTAGAAGGGGAGCTTGCCATGCCAAGAAACCCCGCATTACTACAGCCATAAATGACACTAGTAGT
GATGCTGGGGAGTCTAGCGGCACAGGGGCAGAGGTTGTGCCATTTAATGGGAAGGGAACTAAGGCTAGCATA
AAGTTTCAAACTATGGTAACCTGGTTGTGTGAAAACAGAGTATTTACAGAGGATAAGTGGAAACTAGTTGAC
TTTAACCAGTACACTTTACTAAGCAGCAGTCACAGTGGAAGTTTTCAAATTCAAAGTGCACTAAAACTAGCAA
TTTATAAAGCAACTAATTTAGTGCCTACTAGCACATTTTTATTGCATACAGACTTTGAGCAGGTTATGTGTAT
TAAAGACAATAAAATTGTTAAATTGTTACTTTGTCAAAACTATGACCCCCTATTGGTGGGGCAACATGTGTTA
AAGTGGATTGATAAAAAATGTGGCAAGAAAAATACACTGTGGTTTTATGGGCCGCCAAGTACAGGGAAAACA
AACTTGGCAATGGCCATTGCTAAAAGTGTTCCAGTATATGGCATGGTTAACTGGAATAATGAAAACTTTCCAT
TTAATGATGTAGCAGGAAAAAGCTTGGTGGTCTGGGATGAAGGTATTATTAAGTCTACAATTGTAGAAGCTG
CAAAAGCCATTTTAGGCGGGCAACCCACCAGGGTAGATCAAAAAATGCGTGGAAGTGTAGCTGTGCCTGGAGT
ACCTGTGGTTATAACCAGCAATGGTGACATTACTTTTGTTGTAAGCGGGAACACTACAACAACTGTACATGCT
AAAGCCTTAAAAGAGCGCATGGTAAAGTTAAACTTTACTGTAAGATGCAGCCCTGACATGGGGTTACTAACAG
AGGCTGATGTACAACAGTGGCTTACATGGTGTAATGCACAAAGCTGGGACCACTATGAAAACTGGGCAATAAA
CTACACTTTTGATTTCCCTGGAATTAATGCAGATGCCCTCCACCCAGACCTCCAAACCACCCCAATTGTCACAG
ACACCAGTATCAGCAGCAGTGGTGGTGAAAGCTCTGAAGAACTCAGTGAAAGCAGCTTTTTTAACCTCATCAC
CCCAGGCGCCTGGAACACTGAAACCCCGCGCTCTAGTACGCCCATCCCCGGGACCAGTTCAGGAGAATCATCTG
TCGGAAGCCCAGTTTCCTCCGAAGTTGTAGCTGCATCCTGGGAAGAGGCCTTCTACACACCTTTGGCAGACCA
GTTTCGTGAACTGTTAGTTGGGGTTGATTATGTGTGGGACGGTGTAAGGGGTTTACCTGTGTGTTGTGTGCAA
CATATTAACAATAGTGGGGGAGGCTTGGGACTTTGTCCCCATTGCATTAATGTAGGGGCTTGGTATAATGGAT
GGAAATTTCGAGAATTTACCCCAGATTTGGTGCGATGTAGCTGCCATGTGGGAGCTTCTAATCCCTTTTCTGT
GCTAACCTGCAAAAAATGTGCTTACCTGTCTGGATTGCAAAGCTTTGTAGATTATGAGTAAAGAAAGTGGCAA
ATGGTGGGAAAGTGATGATAAATTTGCTAAAGCTGTGTATCAGCAATTTGTGGAATTTTATGAAAAGGTTAC
TGGAACAGACTTAGAGCTTATTCAAATATTAAAAGATCATTATAATATTTCTTTAGATAATCCCCTAGAAAAC
CCATCCTCTCTGTTTGACTTAGTTGCTCGTATTAAAAATAACCTTAAAAACTCTCCAGACTTATATAGTCATC
ATTTTCAAAGTCATGAACAGTTATCTGACCACCCCCATGCCTTATCATCCAGTAGCAGTCATGCAGAACCTAG
AGGAGAAGATGCAGTATTATCTAGTGAAGACTTACACAAGCCTGGGCAAGTTAGCGTACAACTACCCGGTACT
AACTATGTTGGGCCTGGCAATGAGCTACAAGCTGGGCCCCCGCAAAGTGCTGTTGACAGTGCTGCAAGGATTC
ATGACTTTAGGTATAGCCAACTGGCTAAGTTGGGAATAAATCCATATACTCATTGGACTGTAGCAGATGAAGA
GCTTTTAAAAAATATAAAAAATGAAACTGGGTTTCAAGCACAAGTAGTAAAAGACTACTTTACTTTAAAAGG
TGCAGCTGCCCCTGTGGCCCATTTTCAAGGAAGTTTGCCGGAAGTTCCCGCTTACAACGCCTCAGAAAAATACC




CAAGCATGACTTCAGTTAATTCTGCAGAAGCCAGCACTGGTGCAGGAGGGGGGGGCAGTAATCCTGTTAAAAG
CATGTGGAGTGAGGGGGCCACTTTTAGTGCCAACTCTGTAACTTGTACATTTTCCAGACAGTTTTTAATTCCA
TATGACCCAGAGCACCATTATAAGGTGTTTTCTCCCGCAGCAAGTAGCTGCCACAATGCCAGTGGAAAAGAGG
CAAAGGTTTGCACCATTAGTCCCATAATGGGATACTCAACCCCATGGAGATATTTAGATTTTAATGCTTTAAA
TTTATTTTTTTCACCTTTAGAGTTTCAGCACTTAATTGAAAATTATGGAAGTATAGCTCCTGATGCTTTAACT
GTAACCATATCAGAAATTGCTGTTAAGGATGTAACAGACAAAACTGGAGGAGGGGTGCAGGTTACTGACAGC
ACTACAGGGCGCCTATGCATGTTAGTAGACCATGAATACAAGTACCCATATGTGTTAGGGCAAGGTCAAGATA
CTTTAGCCCCAGAACTTCCCATTTGGGTATACTTTCCCCCTCAATATGCTTACTTAACAGTAGGAGATGTTAA
CACACAAGGAATTTCTGGAGACAGCAAAAAATTAGCAAGTGAAGAATCAGCATTTTATGTTTTGGAACACAG
TTCTTTTCAGCTTTTAGGTACAGGAGGTACAGCAACTATGTCTTATAAGTTTCCTCCAGTGCCCCCAGAAAAT
TTAGAGGGCTTCAGTCAACACTTTTATGAAATGTACAATCCCTTATACGGATCCCGCTTAGGGGTTCCTGACA
CATTAGGAGGTGACCCAAAATTTAGATCTTTAACACATGAAGACCATGCAATTCAGCCCCAAAACTTCATGCC
AGGGCCACTAGTAAACTCAGTGTCTACAAAGGAGGGAGACAGCTCTAATACTGGAGCTGGAAAAGCCTTAACA
GGCCTTAGTACAGGTACCTCTCAAAACACTAGAATATCCTTACGCCCTGGGCCAGTGTCTCAGCCGTACCACCA
CTGGGACACAGATAAATATGTCACTGGAATAAATGCCATTTCTCATGGTCAAACCACTTATGGTAACGCTGAA
GACAAAGAGTATCAGCAAGGAGTGGGTAGATTTCCAAATGAAAAAGAACAGCTAAAACAGTTACAGGGTTTA
AACATGCACACCTACTTTCCCAATAAAGGAACCCAGCAATATACAGATCAAATTGAGCGCCCCCTAATGGTGG
GTTCTGTATGGAACAGAAGAGCCCTTCACTATGAAAGCCAGCTGTGGAGTAAAATTCCAAATTTGGATGACAG
TTTTAAAACTCAGTTTGCAGCCTTAGGAGGATGGGGTTTGCATCAGCCACCTCCTCAAATATTTTTAAAAATA
TTACCACAAAGTGGGCCAATTGGAGGTATTAAATCAATGGGAATTACTACCTTAGTTCAGTATGCTGTGGGAA
TTATGACAGTAACCATGACATTTAAATTGGGTCCCCGTAAAGCTACGGGACGGTGGAATCCTCAACCTGGAGT
ATATCCCCCGCACGCAGCAGGTCATTTACCATATGTACTATATGACCCCACAGCTACAGATGCAAAACAACAC
CACAGACATGGATATGAAAAGCCTGAAGAATTGTGGACAGCCAAAAGCCGTGTGCACCCATTGTAAACACTCC
CCACCGTGCCCTCAGCCAGGATGCGTAACTAAACGCCCACCAGTACCACCCAGACTGTACCTGCCCCCTCCTAT
ACCTATAAGACAGCCTAACACAAAAGATATAGACAATGTAGAATTTAAGTACTTAACCAGATATGAACAGCA
TGTTATTAGAATGTTAAGATTGTGTAATATGTATCAAAATTTAGAAAAATAAACATTTGTTGTGGTTAAAAA
ATTATGTTGTTGCGCTTTAAAAATTTAAAAGA
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TTTTAGCGGGCTTTTTTCCCGCCTTATGCAAATGGGCAGCCATTTTAGGTGTTTTACTATAATTTTATTGGTC
AGTTTTGTAACGGTTAAAATGGGCGGAGCGTAGGCGGGGACTACAGTATATATAGCACAGCACTGCCGCAGCT
TTTTCTTTCTGGGCTGCTTTTTCCTGGACTTTCTTGCTGTTTTCTGTGAGCTAACTAACAGGTATTTATACTAC
TTGTTAACATACTAACATGGAGCTATTTAGAGGGGTGCTTCAGGTTTCTTCTAATGTTCTGGACTGTGCTAAC
GATAACTGGTGGTGCTCTTTACTGGATTTAGACACTTCTGACTGGGAACCACTAACTCATACTAACAGACTAA
TGGCAATATACTTAAGCAGTGTGGCCTCTAAGCTTGACTTTACCGGGGGGCCACTAGCAGGGTGCTTGTACTT
TTTTCAGGTAGAATGTAACAAATTTGAAGAAGGCTATCATATTCATGTGGTTATTGGGGGGCCAGGGTTAAA
CCCCAGAAACCTCACAGTGTGTGTAGAGGGGTTATTTAATAATGTACTTTATCACCTTGTAACTGAAAATGTA
AAGCTAAAATTTTTACCAGGAATGACTACAAAAGGCAAATACTTTAGAGATGGAGAACAGTTTATAGAAAAC
TATTTAATGAAAAAAATACCTTTGAATGTTGTATGGTGTGTTACTAATATTGATGGATATATAGATACCTGT
ATTTCTGCTACTTTTAGAAGGGGAGCTTGCCATGCCAAGAAACCCCGCATTACTACAGCCATAAATGACACTA
GTAGTGATGCTGGGGAGTCTAGCGGCACAGGGGCAGAGGTTGTGCCATTTAATGGGAAGGGAACTAAGGCTA
GCATAAAGTTTCAAACTATGGTAAACTGGTTGTGTGAAAACAGAGTATTTACAGAGGATAAGTGGAAACTAG
TTGACTTTAACCAGTACACTTTACTAAGCAGCAGTCACAGTGGAAGTTTTCAAATTCAAAGTGCACTAAAACT
AGCAATTTATAAAGCAACTAATTTAGTGCCTACTAGCACATTTTTATTGCATACAGACTTTGAGCAGGTTATG
TGTATTAAAGACAATAAAATTGTTAAATTGTTACTTTGTCAAAACTATGACCCCCTATTGGTGGGGCAACATG
TGTTAAAGTGGATTGATAAAAAATGTGGCAAGAAAAATACACTGTGGTTTTATGGGCCGCCAAGTACAGGGA
AAACAAACTTGGCAATGGCCATTGCTAAAAGTGTTCCAGTATATGGCATGGTTAACTGGAATAATGAAAACT
TTCCATTTAATGATGTAGCAGGAAAAAGCTTGGTGGTCTGGGATGAAGGTATTATTAAGTCTACAATTGTAG
AAGCTGCAAAAGCCATTTTAGGCGGGCAACCCACCAGGGTAGATCAAAAAATGCGTGGAAGTGTAGCTGTGCC
TGGAGTACCTGTGGTTATAACCAGCAATGGTGACATTACTTTTGTTGTAAGCGGGAACACTACAACAACTGTA
CATGCTAAAGCCTTAAAAGAGCGCATGGTAAAGTTAAACTTTACTGTAAGATGCAGCCCTGACATGGGGTTAC
TAACAGAGGCTGATGTACAACAGTGGCTTACATGGTGTAATGCACAAAGCTGGGACCACTATGAAAACTGGGC
AATAAACTACACTTTTGATTTCCCTGGAATTAATGCAGATGCCCTCCACCCAGACCTCCAAACCACCCCAATTG
TCACAGACACCAGTATCAGCAGCAGTGGTGGTGAAAGCTCTGAAGAACTCAGTGAAAGCAGCTTTTTTAACCT
CATCACCCCAGGCGCCTGGAACACTGAAACCCCGCGCTCTAGTACGCCCATCCCCGGGACCAGTTCAAGAGAAT
CATCTGTCGGAAGCCCAGTTTCCTCCGAAGTTGTAGCTGCATCCTGGGAAGAGGCCTTCCACACACCTTTGGCA




GACCAGTTTCGTGAACTGTTAGTTGGGGTTGATTATGTGTGGGACGGTGTAAGGGGTTTACCTGTGTGTTGTG
TGCAACATATTAACAATAGTGGGGGAGGCTTGGGACTTTGTCCCCATTGCATTAATGTAGGGGCTTGGTATAA
TGGATGGAAATTTCGAGAATTTACCCCAGATTTGGTGCGATGTAGCTGCCATGTGGGAGCTTCTAATCCCTTT
TCTGTGCTAACCTGCAAAAAATGTGCTTACCTGTCTGGATTGCAAAGCTTTGTAGATTATGAGTAAAGAAAGT
GGCAAATGGTGGGAAAGTGATGATAAATTTGCTAAAGCTGTGTATCAGCAATTTGTGGAATTTTATGAAAAG
GTTACTGGAACAGACTTAGAGCTTATTCAAATATTAAAAGATCATTATAATATTTCTTTAGATAATCCCCTAG
AAAACCCATCCTCTCTGTTTGACTTAGTTGCTCGTATTAAAAATAACCTTAAAAACTCTCCAGACTTATATAG
TCATCATTTTCAAAGTCATGGACAGTTATCTGACCACCCCCATGCCTTATCATCCAGTAGCAGTCATGCAGAA
CCTAGAGGAGAAGATGCAGTATTATCTAGTGAAGACTTACACAAGCCTGGGCAAGTTAGCGTACAACTACCCG
GTACTAACTATGTTGGGCCTGGCAATGAGCTACAAGCTGGGCCCCCGCAAAGTGCTGTTGACAGTGCTGCAAG
GATTCATGACTTTAGGTATAGCCAACTGGCTAAGTTGGGAATAAATCCATATACTCATTGGACTGTAGCAGAT
GAAGAGCTTTTAAAAAATATAAAAAATGAAACTGGGTTTCAAGCACAAGTAGTAAAAGACTACTTTACTTTA
AAAGGTGCAGCTGCCCCTGTGGCCCATTTTCAAGGAAGTTTGCCGGAAGTTCCCGCTTACAACGCCTCAGAAA
AATACCCAAGCATGACTTCAGTTAATTCTGCAGAAGCCAGCACTGGTGCAGGAGGGGGGGGCAGTAATCCTGT
TAAAAGCATGTGGAGTGAGGGGGCCACTTTTAGTGCCAACTCTGTAACTTGTACATTTTCCAGACAGTTTTTA
ATTCCATATGACCCAGAGCACCATTATAAGGTGTTTTCTCCCGCAGCAAGTAGCTGCCACAATGCCAGTGGAA
AAGAGGCAAAGGTTTGCACCATTAGTCCCATAATGGGATACTCAACCCCATGGAGATATTTAGATTTTAATGC
TTTAAATTTATTTTTTTCACCTTTAGAGTTTCAGCACTTAATTGAAAATTATGGAAGTATAGCGCCTGATGCT
TTAACTGTAACCATATCAGAAATTGCTGTTAAGGATGTAACAGACAAAACTGGAGGAGGGGTGCAGGTTACT
GACAGCACTACAGGGCGCCTATGCATGTTAGTAGACCATGAATACAAGTACCCATATGTGTTAGGGCAAGGTC
AAGATACTTTAGCCCCAGAACTTCCCATTTGGGTATACTTTCCCCCTCAATATGCTTACTTAACAGTAGGAGA
TGTTAACACACAAGGAATTTCTGGAGACAGCAAAAAATTAGCAAGTGAAGAATCAGCATTTTATGTTTTGGA
ACACAGTTCTTTTCAGCTTTTAGGTACAGGAGGTACAGCAACTATGTCTTATAAGTTTCCTCCAGTGCCCCCA
GAAAATTTAGAGGGCTGCAGTCAACACTTTTATGAAATGTACAATCCCTTATACGGATCCCGCTTAGGGGTTC
CTGACACATTAGGAGGTGACCCAAAATTTAGATCTTTAACACATGAAGACCATGCAATTCAGCCCCAAAACTT
CATGCCAGGGCCACTAGTAAACTCAGTGTCTACAAAGGAGGGAGACAGCTCTAATACTGGAGCTGGAAAAGCC
TTAACAGGCCTTAGTACAGGTACCTCTCAAAACACTAGAATATCCTTACGCCCTGGGCCAGTGTCTCAGCCGT
ACCACCACTGGGACACAGATAAATATGTCACTGGAATAAATGCCATTTCTCATGGTCAAACCACTTATGGTAA
CGCTGAAGACAAAGAGTATCAGCAAGGAGTGGGTAGATTTCCAAATGAAAAAGAACAGCTAAAACAGTTACA
GGGTTTAAACATGCACACCTACTTTCCCAATAAAGGAACCCAGCAATATACAGATCAAATTGAGCGCCCCCTA
ATGGTGGGTTCTGTATGGAACAGAAGAGCCCTTCACTATGAAAGCCAGCTGTGGAGTAAAATTCCAAATTTGG
ATGACAGTTTTAAAACTCAGTTTGCAGCCTTAGGAGGATGGGGTTTGCATCAGCCACCTCCTCAAATATTTTT
AAAAATATTACCACAAAGTGGGCCAATTGGAGGTATTAAATCAATGGGAATTACTACCTTAGTTCAGTATGCT
GTGGGAATTATGACAGTAACCATGACATTTAAATTGGGTCCCCGTAAAGCTACGGGACGGTGGAATCCTCAAC
CTGGAGTATATCCCCCGCACGCAGCAGGTCATTTACCATATGTACTATATGACCCCACAGCTACAGATGCAAA
ACAACACCACAGACATGGATATGAAAAGCCTGAAGAATTGTGGACAGCCAAAAGCCGTGTGCACCCATTGTAA
ACACTCCCCACCGTGCCCTCAGCCAGGATGCGTAACTAAACGCCCACCAGTACCACCCAGACTGTACCTGCCCC
CTCCTATACCTATAAGACAGCCTAACACAAAAGATATAGACAATGTAGAATTTAAGTACTTAACCAGATATGA
ACAGCATGTTATTAGAATGTTAAGATTGTGTAATATGTATCAAAATTTAGAAAAATAAACATTTGTTGTGGT
TAAAAAATTATGTTGTTGCGCTTTAAAANTTTAAAAGAAGAC
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TCTGGACTGKGCTAACGATAACTGGTGGTGCTCTTTACTGGATTTAGACWCTTCTGACTGGGAACCACTAACT
CATACTAACAGACTAATGGCAATATACTTAAGCAGTGTGGCCTCTAAGCTTGACTTTACCGGGGGGCCACTAG
CAGGGTGCTTGTACTTTTTTCAGGTAGAATGTAACAAATTTGAAGAAGGCTATCATATTCATGTGGTTATTGG
GGGGCCAGGGTTAAACCCCAGAAACCTCACAGTGTGTGTAGAGGGGTTATTTAATAATGTACTTTATCACCTT
GTAACTGAAAATGTAAAGCTAAAATTTTTACCAGGAATGACTACAAAAGGCAAATACTTTAGAGATGGAGAA
CAGTTTATAGAAAACTATTTAATGAAAAAAATACCTTTGAATGTTGTATGGTGTGTTACTAATATTGATGGA
TATATAGATACCTGTATTTCTGCTACTTTTAGAAGGGGAGCTTGCCATGCCAAGAAACCCCGCATTACTACAG
CCATAAATGACACTAGTAGTGATGCTGGGGAGTCTAGCGGCACAGGGGCAGAGGTTGTGCCATTTAATGGGAA
GGGAACTAAGGCTAGCATAAAGTTTCAAACTATGGTAAACTGGTTGTGTGAAAACAGAGTATTTACAGAGGA
TAAGTGGAAACTAGTTGACTTTAACCAGTACACTTTACTAAGCAGCAGTCACAGTGGAAGTTTTCAAATTCAA
AGTGCACTAAAACTAGCAATTTATAAAGCAACTAATTTAGTGCCTACTAGCACATTTTTATTGCATACAGACT
TTGAGCAGGTTATGTGTATTAAAGACAATAAAATTGTTAAATTGTTACTTTGTCAAAACTATGACCCCCTATT
GGTGGGGCAACATGTGTTAAAGTGGATTGATAAAAAATGTGGCAAGAAAAATACACTGTGGTTTTATGGGCC
GCCAAGTACAGGGAAAACAAACTTGGCAATGGCCATTGCTAAAAGTGTTCCAGTATATGGCATGGTTAACTGG




AATAATGAAAACTTTCCATTTAATGATGTAGCAGGAAAAAGCTTGGTGGTCTGGGATGAAGGTATTATTAAG
TCTACAATTGTAGAAGCTGCAAAAGCCATTTTAGGCGGGCAACCCACCAGGGTAGATCAAAAAATGCGTGGAA
GTGTAGCTGTGCCTGGAGTACCTGTGGTTATAACCAGCAATGGTGACATTACTTTTGTTGTAAGCGGGAACAC
TACAACAACTGTACATGCTAAAGCCTTAAAAGAGCGCATGGTAAAGTTAAACTTTACTGTAAGATGCAGCCCT
GACATGGGGTTACTAACAGAGGCTGATGTACAACAGTGGCTTACATGGTGTAATGCACAAAGCTGGGACCACT
ATGAAAACTGGGCAATAAACTACACTTTTGATTTCCCTGGAATTAATGCAGATGCCCTCCACCCAGACCTCCA
AACCACCCCA

CCCTAATGCGTGGGTTCTGTATGGAACAGAAGAGCCCTTCACTATGAAAGCCAGCTGTGGAGTAAAATTCCAA
ATTTGGATGACAGTTTTAAAACTCAGTTTGCAGCCTTAGGAGGATGGGGTTTGCATCAGCCACCTCCTCAAAT
ATTTTTAAAAATATTACCACAAAGTGGGCCAATTGGAGGTATTAAATCAATGGGAATTACTACCTTAGTTCA
GTATGCTGTGGGAATTATGACAGTAACCATGACATTTAAATTGGGTCCCCGTAAAGCTACGGGACGGTGGAAT
CCTCAACCTGGAGTATATCCCCCGCACGCAGCAGGTCATTTACCATATGTACTATATGACCCCACAGCTACAGA
TGCAAAACAACACCACAGACATGGATATGAAAAGCCTGAAGAATTGTGGACAGCCAAAAGCCGTGTGCACCCA
TTGTAAACACTCCCCACCGTGCCCTCAGCCAGGATGCGTAACTAAACGCCCACCAGTACCACCCAGACTGTACC
TGCCCCCTCCTATACCTATAAGACAGCCTAACACAAAAGATATAGACAATGTAGAATTTAAGTACTTAACCAG
ATATGAACAGCATGTTATTAGAATGTTAAGATTGTGTAATATGTATCAAAATTTAGAAAAATAAACATTTGT
TGTGGTTAAAAAATTATGTTGTTGCGCTTTAAAAATTTAAAAGAAGACAC
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Prilog 3. Oznake za izolate genotipa 1 u GenBank bazi podataka koris¢ene u
odredenim analizama.

DATA MONKEY ANALIZA

616-2631 bp (kodirajuca sekvenca za NS1 protein)
47 izolata:

RSB1, RS4, RS8, RS9, RS10, AB030673, AB030693, AB030694, AB126263, AB126266, AB126267,
AB126269, AB126262, AB126264, AB126265, AB126268, AB126270, AB126271, Z70560, Z70528,
270599, AF113323, A]781038, DQ408301, AY028237, M13178, NC-000883, AY504945, FW377254,
FJ591158, DQ293995, FN598217, M24682, AF162273, Z68146, FN669502, FN669503, FN669504,
FN669506, FN669507, DQ225148, DQ225149, DQ225150, DQ225151, DQ357064, DQ357065

2084-2308 bp (kodirajuca sekvenca za 7.5 kDa protein)
2624-3305 bp (kodirajuca sekvenca za VP1unique)
2874-3119 bp (kodirajuca sekvenca za protein X)

122 izolata:

RSB1/M1, RS4, RS8, RS9, RS10, AB030673, AB030693, AB030694, AB126263, AB126266,
AB126267, AB126269, AB126262, AB126264, AB126265, AB126268, AB126270, AB126271,
AF161223, AF161224, AF161225, AF161226, Z70560, Z70528, Z70599, AF113323, AJ781031,
AJ781032, A]781033, A]781034, A]781035, A]781036, AJ781037, AJ781038, DQ408301, AY028237,
M13178, NC-000883, AY504945, FW377254, Fj591158, DQ293995, FN598217, M24682, AF162273,
768146, FN669502, FN669503, FN669504, FN669506, FN669507, DQ225148, DQ225149,
DQ225150, DQ225151, DQ357064, DQ357065, JN211130, JN211125, JN211127, JN211138,
JN211139, J]N211154, JN211155, JN211170, JN211157, JN211167, J]N211163, JN211180, J]N211183,
JN211185, J]N211123, JN211149, JN211150, JN211151, JN211153, JN211160, JN211162, J]N211129,
JN211144, J]N211176, JN211177, JN211181, JN211182, JN211184, JN211128, JN211131, J]N211132,
JN211141, JN211121, JN211143, JN211145, JN211147, JN211164, JN211161, JN211166, J]N211169,
JN211173, JN211179, JN211135, JN211136, J]N211168, JN211148, JN211171, JN211172, J]N211175,
JN211178, J]N211124, JN211126, JN211122, J]N211133, JN211134, JN211137, JN211140, J]N211142,
JN211146,JN211156,JN211158, JN211152, J]N211159, JN211165, []N211174

3305-4969bp(kodirajuca sekvenca za VP2 protein)
48 izolata:

RSB1, RS4, RS8, RS9, RS10, AB030673, AB030693, AB030694, AB126263, AB126266, AB126267,
AB126269, AB126262, AB126264, AB126265, AB126268, AB126270, AB126271, Z70560, Z70528,
270599, AF113323,A]781031, AJ781032, AJ781033, A]781034, AJ781035, AJ781036, AJ781037,
AJ781038, DQ408301, AY028237, M13178, NC-000883, AY504945, FW377254, FJ591158,
DQ293995, FN598217, M24682, AF162273, 268146, DQ225148, DQ225149, DQ225150, DQ225151,
DQ357064, DQ357065

4890-5174 bp (kodirajuca sekvenca za 11 kDa protein)
18 izolata:

RSB1, RS4, RS8, RS9, RS10, RS11, Z70560, DQ408301, M13178, NC-000883, AY504945, FW377254,
F]591158, DQ293995, FN598217, M24682, AF162273, 268146




Prilog 3. Oznake za izolate genotipa 1 u GenBank bazi podataka koris¢ene u
odredenim analizama - nastavak

MEGA ANALIZA

Prvi segment (1234 do 2104 bp), 125 izolata:

RS-B1/M1, RS-M2, RS-4, RS-7, RS-8, RS-9, RS-10 i RS-11, AB030673, AB030693, AB030694,
AB126263, AB126266, AB126267, AB126269, AB126262, AB126264, AB126265, AB126268,
AB126270, AB126271, AF161223, AF161224, AF161225, AF161226, 270560, Z70528, Z70599,
AF113323, A]781031, AJ781032, A]781033, AJ781034, AJ781035, A]J781036, A]781037, A]781038,
DQ408301, AY028237, M13178, NC-000883, AY504945, FW377254, F]J591158, DQ293995,
FN598217, M24682, AF162273, 268146, FN669502, FN669503, FN669504, FN669506, FN669507,
DQ225148, DQ225149, DQ225150, DQ225151, DQ357064, DQ357065, JN211130, JN211125,
JN211127,JN211138,JN211139, JN211154, JN211155,]JN211170, JN211157, JN211167, ]N211163,
JN211180, JN211183, JN211185, JN211123, JN211149, JN211150, J]N211151, JN211153, JN211160,
JN211162, J]N211129,JN211144,JN211176,]JN211177,JN211181, JN211182,JN211184, JN211128,
JN211131,JN211132,JN211141, JN211121, JN211143,]N211145,JN211147, JN211164, ]N211161,
JN211166, JN211169, JN211173, JN211179, JN211135, JN211136, J]N211168, JN211148, JN211171,
JN211172,JN211175, J]N211178, JN211124, JN211126, JN211122, J]N211133, J]N211134, JN211137,
JN211140,JN211142,JN211146,JN211156,JN211158,JN211152,JN211159,JN211165,]N211174

Drugi segment (2118 do 3110 bp), 128 izolata:

RSB1/M1, RS4, RS8, RS9, RS10, AB030673, AB030693, AB030694, AB126263, AB126266,
AB126267, AB126269, AB126262, AB126264, AB126265, AB126268, AB126270, AB126271,
AF161223, AF161224, AF161225, AF161226, 270560, 270528, 7270599, AF113323, A]781031,
AJ781032, A]781033, A]781034, A]781035, A]781036, A]781037, AJ781038, DQ408301, AY028237,
M13178, NC-000883, AY504945, FW377254, F]591158, DQ293995, FN598217, M24682, AF162273,
768146, FN669502, FN669503, FN669504, FN669506, FN669507, DQ225148, DQ225149,
DQ225150, DQ225151, DQ357064, DQ357065, JN211130, JN211125, JN211127, JN211138,
JN211139, JN211154, JN211155, JN211170, JN211157, JN211167, JN211163, JN211180, JN211183,
JN211185, N211123,JN211149, JN211150, JN211151, JN211153,]N211160, JN211162, JN211129,
JN211144, N211176,JN211177,]N211181, JN211182,JN211184, JN211128,JN211131,JN211132,
JN211141,JN211121, JN211143, JN211145, JN211147, JN211164, JN211161, JN211166, JN211169,
JN211173, JN211179, JN211135, JN211136, JN211168, JN211148, JN211171, JN211172, JN211175,
JN211178,JN211124,N211126,JN211122,JN211133,JN211134,JN211137,JN211140,JN211142,
JN211146, JN211156, JN211158, JN211152, JN211159, JN211165, JN211174, FN295732,
FN295733, FN295734, FN295735, FN295736, FN295737

Skoro cela cDNK, 665 do 4851 bp, 122 izolata:

RSB1/M1, RS4, RS8, RS9, RS10, AB030673, AB030693, AB030694, AB126263, AB126266,
AB126267, AB126269, AB126262, AB126264, AB126265, AB126268, AB126270, AB126271,
AF161223, AF161224, AF161225, AF161226, 7270560, Z70528, 7270599, AF113323, A]781031,
A]781032, A]781033, A]781034, A]781035, A]781036, A]781037, A]781038, DQ408301, AY028237,
M13178, NC-000883, AY504945, FW377254, F]591158, DQ293995, FN598217, M24682, AF162273,
268146, FN669502, FN669503, FN669504, FN669506, FN669507, DQ225148, DQ225149,
DQ225150, DQ225151, DQ357064, DQ357065, JN211130, JN211125, JN211127, JN211138,
JN211139, JN211154, JN211155,]JN211170, JN211157,JN211167,JN211163,]JN211180, JN211183,
JN211185, JN211123, JN211149, JN211150, JN211151, JN211153, J]N211160, JN211162, JN211129,
JN211144, JN211176, JN211177, JN211181, JN211182, JN211184, J]N211128, JN211131, JN211132,
JN211141, JN211121,JN211143,JN211145,JN211147, JN211164, JN211161,]JN211166, ]N211169,
JN211173,]N211179, JN211135, JN211136, JN211168, J]N211148, J]N211171, JN211172, JN211175,
JN211178, JN211124, JN211126, JN211122, JN211133, JN211134, J]N211137, JN211140, JN211142,
JN211146,]JN211156,JN211158,JN211152,JN211159,]N211165,]N211174




Prilog 3. Oznake za izolate genotipa 1 u GenBank bazi podataka koris¢ene u
odredenim analizama - nastavak

GARD i RDP4 analiza

Skoro cela cDNK, 665 do 4851 bp, 122 izolata - za GARD i RDP4 analizu:

RSB1/M1, RS4, RS8, RS9, RS10, AB030673, AB030693, AB030694, AB126263, AB126266,
AB126267, AB126269, AB126262, AB126264, AB126265, AB126268, AB126270, AB126271,
AF161223, AF161224, AF161225, AF161226, Z70560, Z70528, Z70599, AF113323, AJ781031,
AJ781032, A]781033, A]781034, A]781035, A]781036, AJ781037, AJ781038, DQ408301, AY028237,
M13178, NC-000883, AY504945, FW377254, FJ591158, DQ293995, FN598217, M24682, AF162273,
768146, FN669502, FN669503, FN669504, FN669506, FN669507, DQ225148, DQ225149,
DQ225150, DQ225151, DQ357064, DQ357065, JN211130, JN211125, JN211127, JN211138,
JN211139, JN211154, JN211155, JN211170, JN211157, JN211167, J]N211163, JN211180, J]N211183,
JN211185, J]N211123, JN211149, JN211150, JN211151, JN211153, JN211160, JN211162, J]N211129,
JN211144, J]N211176, JN211177, JN211181, JN211182, JN211184, JN211128, JN211131, J]N211132,
JN211141, J]N211121, JN211143, JN211145, JN211147, JN211164, [N211161, JN211166, J]N211169,
JN211173, JN211179, JN211135, JN211136, JN211168, JN211148, JN211171, JN211172, J]N211175,
JN211178, J]N211124, JN211126, JN211122, JN211133, JN211134, JN211137, JN211140, J]N211142,
JN211146,JN211156,]N211158, JN211152, JN211159, JN211165, J]N211174




Prilog 4.

Filogenetska stabla u ve¢cem formatu
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RSM2 SERBIA 10 ]

RS11 SERBIA 12

RS4 SERBIA 11

— RS8 SERBIA 11

— RS9 SERBIA 11

RS10 SERBIA 12

RS7 SERBIA 11

— G1 AB030693 genoljp 7

— G1 M13178

G1 AY028237

RSB1 SERBIA 09

L— G1 AJ781031
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G2 AY044266

genolip 2

L— G2 AY064475

G3a AX003421

genolip 3

G3b AY083234
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70
9o (@ Netherlands JN211136, 42, 56, 58, 71

France FN669502, 503
FN669506 FRANCE 09

37 98

57

2« Netherlands JN211121, 48, 65, 78
50 JN211133 Netherlands 09

JN211157 Netherlands 03

JN211145 Netherlands 06

[N
o]

— FN669507 FRANCE 09

50 - = RS4 SERBIA 11

— RS9 SERBIA 11 )

99 Serbia
e RS8 SERBIA 11

77 57

57 b RS10 SERBIA 12

75 -l Netherlands JN211144, 50, 51, 63, 76, 83

g Netherlands JN211125, 27

FJ591158 USA 08
Y Netherlands JN211131, 43, 47, 64, 77
AF161226 FINLAND 96

— 5
68

56

AF113323 GERMANY 97

40
768146 ENGLAND 93

93 89 Netherlands JN211137, 38, 39, 49, 53, 59, 60, 67, 82

AF161223 FINLAND 96

98

63

000883 USA 04

27 AB126269 JAPAN 97
75 DQ408301 GERMANY 08
= . Japan AB030673, 693, AB126262, 63, 64, 71
270560 GERMANY 94
44 |50 | M13178 USA 82

9| FW377254 USA 07

DQ293995 BELGIUM 00

FN598217 BELGIUM 02
52‘{

33 99 L— JN211155 Netherlands 03
B 99 — AF161224 FINLAND 96
93 |:AY028237 SWEDEN 01
98 JN211130 Netherlands 03
270528 GERMANY 94
" DQ225151 VIETNAM 01
» e Netherlands JN211170, 85, 75, 40

64

AB126266 JAPAN 97

93 45 DQ225148 VIETNAM 01

52 DQ225149 VIETNAM 01

80

DQ225150 VIETNAM 01
52

. Germany AJ781031, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38
” ) —l Netherlands JN211122, 24, 41, 52, 81, 84
29 RSB1 SERBIA 09 | Serbia
46 JIN211166 Netherlands 06
o I JIN211173 Netherlands 06
g JIN211154 Netherlands 03
JN211134 Netherlands 09
12|36 FN669504 FRANCE 09
& JN211169 Netherlands 06
5 ¥ Japan AB126267, 68
55 M Netherlands JN211123, 26, 28, 32, 35, 46, 61, 62, 68, 72, 74
770599 GERMANY 94
98 o AF161225 FINLAND 96
SZL AY504945 USA 06
69 e Netherlands JN21129, 79
52 ] AF162273 ENGLAND 90
M24682 ENGLAND 73
% sl jN211180Netherlands 03

AB030694 JAPAN 92

AB126265 JAPAN 98

AB126270 JAPAN 98

OUTG DQ357064 VIETNAM 01

99 OUTG DQ357065 VIETNAM 01

0.005



68

59

13

JN211133 Netherlands 09

15 JN211158 Netherlands 09

JN211142 Netherlands 09

131 JN211156 Netherlands 09

62

JN211171 Netherlands 08

45 JN211136 Netherlands 08

% Netherlands JN211165, 78
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22 —— FN669506 FRANCE 09
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JN211157 Netherlands 03
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JN211145 Netherlands 06
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20 FN295733 SERBIA 07
11] FN295737 SERBIA 07
1M EN295736 SERBIA 07 SERBIA
21} FN295735 SERBIA 07
43 FN295734 SERBIA 07
45 Netherlands JN211139, 49, 53, 60, 82
N AF161223 FINLAND 96
| |2 Netherlands JN211143, 47
*|— — Netherlands JN211164, 71
% s Netherlands JN211137, 38, 67
JN211131 Netherlands 06
0 AF113323 GERMANY 97
5 | 768146 ENGLAND 93
) AF161226 FINLAND 96
161 JN211159 Netherlands 09
. 000883 USA 04
e AB126269 JAPAN 97

—— DQ408301 GERMANY 08
31

4 - Japan AB126262, 63, 64
USA M13178, FW377254

81

AB126271 JAPAN 00

301l FN598217 BELGIUM 02

15

39

40

36
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92 1 JN211155 Netherlands 03

AB030693 JAPAN 92
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20 431_—- Germany AJ781032, 35, 37
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47— IN211173 Netherlands 06
39 FN205732 SERBIAO7Y ] SERBIA
43 — FN669504 FRANCE 09

JN211169 Netherlands 06
AJ781031 GERMANY 02
AJ781034 GERMANY 02
3| AJ781036 GERMANY 02
AJ781038 GERMANY 02

JN211141 Netherlands 06

AJ781033 GERMANY 02

67 | JN211181 Netherlands 04

o

| JN211184 Netherlands 04

JN211124 Netherlands 09
—— JN211134 Netherlands 09
— JN211152 Netherlands 09

—— JN211166 Netherlands 06

e Netherlands JN211123, 54, 62
0
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AF161224 FINLAND 96
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17
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——— AF16
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AB126270 JAPAN 98

AY028237 SWEDEN 01

770528 GERMANY 94
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JN211130 Netherlands 03
2273 ENGLAND 90

M24682 ENGLAND 73

JN211180 Netherlands 03

AB126265 JAPAN 98

OUTG DQ357064 VIETNAM 01
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Prilog 5.

Deo procedure prijave i razvoja interne metode za kvantifikaciju
B19 genoma kao potencijalnog patenta u Centru za transfer
tehnologija, Univerziteta u Beogradu
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YHUBEP3UTET ¥ BEOI'PALTY
IIEHTAP 3A TPAHC®EP TEXHOJIOI'MJE
Crynentcku Tpr 1, 11000 beorpan, PemyGmika Cpbuja
Ten.: +381-11 3207496;
daxc: +381-11 2638818;

En.nowrra: cti@rect.bg.ac.rs

Ipojexam ,,00 uoeje 0o nuuerye

[Towrosana ap CrameHKoBHUA,

OeoM npunikom Bac obapemraBamo ja je Bair nponanasak ,MeToja 3a aHalu3y reHoma
napBo B19 Bhpyca y KpBH H KPBHMM IIPOH3BOANM ™ YIIA0 mely cenam HajOo/BHX MpojeKara 3a
koje he llentap 3a TpaHcdep TEXHONOrMje HHHLMPATH KOMEpLMjain3alnjy MnyTeM
JMLEHLMPAaba UIIH OCHUBAA SPin-oul KOMIAaHuje.

Ipojekar ,,On wWzaeje 1o JuleHue nokpeHyo je LlenTap 3a TpaHc(ep TeXHOJIOTH|e
Vhueep3ureTa y bBeorpagy y capaumH ca ISIS Innovation KOMIaHujoM 3a TpaHchep
texHonoruje Yuusepsutera y Oxcdopay, MUHHCTapCTBOM NPOCBETE, HAYKE M TEXHOJIOLIKOr
pa3Boja, 3aBOJOM 3a HHTEIEKTyalHy CBOjUHY peryOiuKe Cpbuje 1 EBponckum 3aBOJIOM 32
natexte. OBOM IPHJIMKOM pa3MaTpaHH Cy Haj0o/be paHTHpaHH NPOjeKTH KOje je MPeaIOKUII0
MHUHHCTAapCTBO NpocBeTe U Hayke PemyGanke Cpluje.

HakoH AeTasbHOT pa3MaTpara Baluer npoHanacka of CTpaHe excnepara us SIS Innovation-a
Kao  0J1 cTpaHe 3anociennx y LlenTpy 3a TpaHcdep TexHonOrHje YHUBEp3UTETA Y beorpany,
IErOBOr KOMEPIMjalHOT MoTeHuMjana, Moryhe nmpuMeHe 1 KOpHCHHKa, Baia TEXHOJIOTHja je
onabpana mely cenam HajOboJbHMX 3a Komepuujanmzaunjy. Komepumjanusauuja je nuaHupaHa
MyTeM JIMLICHLMPatba.

C nolTOBaHEM,

/
/

Vi

IIpog. ap Bpanko Kopauesuh

- %)

| Pextop Yuusep3sutera y beorpamy
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BioloSkom fakultetu Univerziteta u Beogradu, na studijskoj grupi Molekularna
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naslovom “Analiza broja CAG ponovaka DRPLA gena kod Sizofrenih pacijenata i u
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Zakona o lekovima 2004. godine postaje Agencija za lekove i medicinska sredstva
Srbije. U okviru Nacionalne kontrolne laboratorije Agencije radila je na poslovima
kontrole kvaliteta lekova i to na unapredenju i razvoju bioloSkih testova za
kontrolu farmaceutskih proizvoda, kao i na posebnim aspektima kontrole kvaliteta

u vezi bioloskih lekova, uklju¢ujuéi biotehnoloSke lekove i krvne derivate.

Trenutno je angaZovana na poslovima procene dokumentacije o kvalitetu leka za
biotehnoloSke lekove u Farmaceutskom sektoru Agencije za lekove i medicinska

sredstva Srbije.

Do sada je publikovala 2 naucna rada iz uZe naucne oblasti, 5 saopStenja u

zbornicima sa nauc¢nih skupova i u pripremi je jedno tehnicko resenje - patent.



Mpwnor 1.

UsjaBa 0 ayTopCcTBY

NoTnucaHu-a Mwnuua Hewwnh

Opoj nHaekca MNO070005

UsjaBrbyjem
[a je [OKTOpCKa AncepTaunja nog HacnoBom

,BapujabunHocT reHoma xymaHor Bupyca Parvovirus B19 (Parvoviridae, Erythrovirus)*

e pe3ynTaTt CoOnCTBeHOr NCTpaXXmnBa4kor paga,

e [a npegnoxeHa gucepTaumja y LUeNVHU HA y AenoBrMMa Huje buna npeanoxeHa
3a pobujarwe 6uno Koje gunnome npema CTyAWCKMM nporpammma apyrux
BMCOKOLLIKONCKUX YCTaHOBA,

e J[a Cy pe3yntaTtu KOpekTHO HaBeaeHU "

e [a HUcCaM Kplumo/ma ayTopcka npaBa W KOPWUCTUO WHTENEeKTyarHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTnuc pokropaHpa

o ot

Y Beorpagy, _ 25.06.2013.




Mpwunor 2.

U3jaBa 0 NICTOBETHOCTM WITaMNaHe N eNeKTPOHCKe
Bep3unje AOKTOPCKOr paaa

Mme n npesume aytopa Mwunuua Hewnh

bpoj nHpekca
NO070005

CTtygujcku nporpam MonekynapHa 6uonoruja

Hacnoe paga BapujabunHocTt reHoma xymaHor Bupyca Parvovirus B19 (Parvoviridae,

Erythrovirus)

MeHTopun
[p NopaHa CtameHkoBUh, BULLN HAaY4YHU capagHuK, YHuBep3uTeT y beorpagy,
MHCTUTYT 3a Buoniowika nctpaxusawa ,CuHunwa CtaHkoBuh

Op OywaHka Casuh NaBuheBuh, BaHpeaH npodecop, YHuBep3uTeT y beorpany,
Buonowku dakynter

MoTnucaHw/a Munuua Hewwuh

W3jaBrbyjem Aa je wtamnaHa Bep3unja MOr AOKTOPCKOr paja UCTOBETHA eneKTPOHCKO]
BEpP3uju Kojy cam npepao/na 3a objaBrbmBakbe Ha noptany [OurutanHor
peno3utopujyma YHuBep3uteta y Beorpaay.

[o3sorbaBam ga ce objaBe MOjU NMYHU nofaum BesaHu 3a gobujare akagemckor
3Barba [OKTOPa Hayka, Kao LITO Cy UMe W1 npesumme, roauHa u mecTto pohewa n gatym
onbpaHe paga.

OBM nn4yHM nogaun mory ce o06jaBUTM Ha MPEXHUM CcTpaHuuama AurutanHe
BubnunoTeke, y eNeKTPOHCKOM KaTanory un y nybnvkauvjama YHuBepauTeTa y beorpaay.

MoTnuc gokropaHaa

Y Beorpagy, 25.06.2013. Q/
%ﬂa e Ew U ZJL




Mpwnor 3.

U3jaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHuBepsuteTcky oubnuoteky ,CBetosap Mapkosuh® ga y [Ourutanyu
peno3uTopujym YHuBepsuteTa y beorpagy yHece Mojy OOKTOPCKY AucepTtauujy nopg
HacrnoBomMm:

BapmjaBUAHOCT reHOMA XYMAHOT BMpYyca Parvovirus B19

(Parvoviridae, Erythrovirus)

Koja je Moje ayTOpCKOo Aero.

AvcepTauujy ca cBMM npunosuma npegao/na cam y enekTpoHCcKoM hopmarty norogHomM
3a TpajHO apxmBupame.

Mojy AOKTOpCKy AucepTtauujy noxparweHy y AurntanHu penosntopujym YHusepsuTeTa
y Beorpagy mory na kopucrte CBU Koju NOLWTYjy oapenbe cappxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeaTtusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4duo/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTopCTBO - HEKomepLmjanHo

3. AyTOpCTBO — HEKOMEpLMjanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPLMjariHO — AeNUTK Nog NCTUM yCrioBumMa
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTopCcTBO — AEenuTn No4 UCTUM yCnoBuma

(Monumo pa 3aoKpyXuTe camo jeaHy oA LWeCT NoHyReHMX nuueHuwM, KpaTak onuc
nvueHum aaT je Ha nonefuHn nucra).

MoTnuc gokropaHpa
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1. AytopctBo - [lo3BorbasaTe yMHOXaBawe, AucTpudyumjy v jaBHO caoriiTaBake
Aena, n npepaje, ako ce HasBe[e MMme aytopa Ha HauvH ogpeReH of cTpaHe ayrtopa
unu fasaoua nuueHue, Yak u y komepuujante cepxe. OBo je HajcrniobogHuja of cBux
nuUeHLn.

2. AyTopCcTBO — HekomMepumjanHo. [Jo3sorbasare yMHOXaBame, ANCTpubyLmnjy v jaBHo
caonuitaBarbe fena, u npepage, ako ce HaBeae ume aytopa Ha HauuH oppeheH of
cTpaHe ayTtopa unu gasaoua nuuexue. OBa nuueHUa He [03BOrbasBa KoMepuujandy
ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO - HekomepuujanHo - 6e3 npepape. [lo3sorbaBaTte yMHOXaBame,
avetpubyumrjy M jaBHO caoniuTaBake gena, 6es3 npomeHa, npeobnukoBarka WNnn
ynotpebe gena y CBOM Aeny, ako ce Hasede MMe ayTtopa Ha HaudvH ogpeheH of
cTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. Osa nuueHua He 403BOrbaBa KoMepuujarHy
ynotpeby fena. Y o4HOCY Ha CBe ocTane nuueHue, OBOM NULEHLUOM ce orpaHuvasa
Hajsehu o6um npasa kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepuuwjanHo - AenuTy MNoh WUCTUM ycrnosuma. [ossorbasare
yMHOXaBarbe, AUCTPUOYLM)Y 1 jaBHO caoniuTaBamwe fena, v npepaje, ako ce Hasee
uMe ayTopa Ha HauuH ofpefeH of CTpaHe ayTopa WU gasaoua NULEHLEe M ako ce
npepaga auctpubyupa nog WCTOM UMM CNMdHOM nuvueHuom. OBa nuueHua He
[03BOrbaBa komepuwmjanHy ynotpeby aena u npepaaa.

5. AytopctBo — 6e3 npepapge. [JosBorbasarte ymHOXaBawe, ancTpubyuwjy n jaBHo
caonwTasawe fena, 6e3 npomeHa, npecbnukoBara unu ynotpebe gena y cBom feny,
aKo ce HaBee ume aytopa Ha HauumH ogpeheH of cTpaHe ayTtopa wunu gasaoua
nuueHue. Osa nuueHua [03BorbaBa Komepuujandy ynotpeby aena.

6. AyTopcTBO - pgenutu noA WCTMM  ycnosuma. [lo3BorbaBaTe  YMHOXKaBarbe,
AvcTpubyumjy v jaBHo caonuwiTasame Aena, v npepage, ako ce HaBeae ume aytopa Ha
HauMH ogpeheH of CTpaHe ayTopa wnv gasaola NuueHLe U ako ce npepaja
avcrpubympa nog UCTOM MK cnuyHoM  muueHuom. OBa nuueHua [403BOrbaBa
KomepuujanHy ynoTtpeby pena w npepaga. CrnnyHa je codTBepckuM nuLeHuama,
OAHOCHO NnuLeHLUama OTBOPEHOr koaa.




