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Sazetak

Australski su gusteri, bradate agame
(Pogona  wvitticeps), vrlo popularni kuéni
ljubimci koji se uzgajaju u zatoceniStvu u
brojnim zemljama, a medunarodna trgovina
ove vrste gustera nije zanemariva. Bradate
agame su osjetljive na infekciju adenovirusom
agamida tipa 1 (BDAdv-1) ¢iji je uzroc¢nik
usko povezan s raznim klinickim znacima
poput: iznenadne smrti, letargije, slabosti,
proljeva, dehidracije, anoreksije, zaostajanja
u rastu i neuroloskih simptoma koji nastaju
zbog oStecenja jetara. Opisana je fatalna
bolest dviju juvenilnih bradatih agama u
Hrvatskoj tijekom koje je detektirana infekcija
adenovirusom. Osim slabosti, anoreksije,
kaheksije i dehidracije, u jedne agame je

Uvod
Adenovirusi  predstavljaju  vrlo
veliku i raznoliku skupinu virusa

izoliranih ili detektiranih u gotovo

bio naglasen opistotonus. U fecesu agama
je postupkom lancane reakcije polimerazom
dokazan adenovirus, dok je nukleotidnim
sekvenciranjem i filogenijskom analizom
nadena visoka podudarnost s BDAdv-1
izolatima iz bradatih agama u SAD-u,
Austriji i Njemackoj (>99,6 %-100 %), ali i s
BDAdv-1 iz slobodnozivucih bradatih agama
u Australiji (>99,2 %). Pokusaj izdvajanja
virusa kroz dvije pasaZe u pacjim embrijima
ili deset pasaza u kokosjim embrijima nije
dao pozitivan rezultat.

Kljucne rijeci: adenovirus, gmazovi, guster,
Pogona vitticeps, Agamid adenovirus 1, BDAdv-1,
Hroatska

svim glavnim razredima kraljeznjaka.
Najées¢e se nalaze wu pticama,
gmazovima i SiSmiSima u kojima
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su i najraznovrsniji (Harrach i sur.,
2019.). U rod Mastadenovirus ubrajamo
adenoviruse koji se nalaze iskljucivo u
sisavcima, slicno kao i rod Aviadenovirus
u kojem su isklju¢ivo adenovirusi
podrijetlom iz ptica. Rod Ichtadenovirus
uklju¢uje samo jedan virus naden
u jesetri, dok novopredlozeni rod
Testadenovirus ukljucuje adenoviruse
nadene za sada samo u nekim vrstama
kornjaca. U rodovima Siadenovirus i
Atadenovirus svrstani su adenovirusi iz
Sirokog spektradomacdinaiz viSerazreda
kraljeznjaka (Harrach i sur.,, 2019,
Anonymous, 2020.). Prvi detektirani
atadenovirus je padji adenovirus koji
je uzrocnik sindroma pada nesivosti
(EDS) u kokosi (McFerran, 1979.).
Atadenovirusi su potom detektirani i
u preziva¢ima, tobol¢arima, gusterima,
zmijama i kornjacama (Garcia-Morante
i sur., 2016., Harrach i sur., 2019.). Svi
adenovirusi detektirani u gusterima
i zmijama pripadaju isklju¢ivo ovom
rodu i pretpostavlja se da atadenovirusi
vuku podrijetlo iz gmazova (Harrach,
2000., Farkas i sur., 2002.).

Centralna bradata agama (Pogona
vitticeps) je australski guster koji je
zbog svojega izgleda, pitomosti,
radoznalosti, dnevne aktivnosti,
otpornosti i uspjeSnog razmnozavanja
u zatocenistvu vrlo popularan medu
ljubiteljima ku¢nih ljubimaca (Christie,
1993.) i najcesci je guster koji se drzi u
zatoCenistvu (Raiti i sur., 2012.). Izvoz
je ovog gustera iz Australije zabranjen,
tako da postoji znacajna industrija
njegovog uzgoja u brojnim zemljama
svijeta. Prva detekcija adenovirusa
iz centralne bradate agame bila je iz
kuénog ljubimca u SAD-u (Wellehan i
sur., 2004.). Ovim istraZivanjem po prvi
je put postala dostupna nukleotidna
sekvenca adenovirusa detektiranih u
gustera. Adenovirus je dobio oznaku
BDAdv-1 prema engleskom nazivu
za bradatu agamu (engl. bearded
dragon), a kao sinonim se koristi i

izraz agamid adenovirus 1. Novim
prijedlogom Medunarodnog odbora
za taksonomiju virusa (ICTV) ovaj
virus se oznacava kao species Lizard
atadenovirus B (Anonymous, 2020.).
Ova vrsta adenovirusa detektirana je
nakon SAD-a i u bradatim agamama
u Austriji (Kiibber-Heiss i sur., 2006.),
Njemackoj (Papp i sur., 2009., Schilliger
i sur., 2016.), Ujedinjenom Kraljevstvu
(Kubiak, 2013.), Australiji (Doneley
i sur., 2014.) i Madarskoj (Pénzes i
sur., 2020.). Iako ne postoje sluzbeni
prikazi, u Genskoj se banci mogu
na¢i sekvence BDAdv-1 dokazane u
bradatim agamama u Japanu. Kao i
kod mnogih drugih virusnih infekcija
gmazova, prava patogenost ovog virusa
je nejasna i vjerojatno je povezana s dobi,
¢imbenicima okoliSa i koinfekcijama.
Vjeruje se da je BDAdv-1 odgovoran ili
barem usko povezan s raznim klinickim
znacima poput: iznenadne smrti,
letargije, slabosti, proljeva, dehidracije,
anoreksije, zaostajanja u rastu i
neuroloskih simptoma koji nastaju
zbog oStecenja jetara. Karakteristican je
opistotonus kojeg se opisuje kao ,star-
gazing” (gledanje u zvijezde) (Wellehan
i sur., 2004., Kiibber-Heiss i sur., 2006.,
Papp i sur., 2009., Parkin i sur., 2009.,
Doneley i sur., 2014., Schilliger i sur.,
2016.). Brojne bradate agame mogu
ostati asimptomatski kliconose te
zaraziti potomstvo (Marschang, 2011.,
Kubiak, 2013.).

Cilj je ovog rada detektirati, tipizirati i
pokusati umnoziti adenovirus iz oboljelih
bradatih agama u Hrvatskoj.

Materijali i metode
Opis slucaja

Dvije juvenilne centralne bradate
agame (P. vifticeps), zenka i muzjak iz
istog uzgoja, kupljene su u Hrvatskoj na
izlozbi egzoti¢nih Zivotinja. Smjestene su
u optimalne uvjete primjerene dobi, ali
ve¢ narednog dana agame su slabije jele
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i manje su bile aktivne. Nakon primjene
potporne terapije nije doslodooporavka, a
nakon nekoliko dana pojavila se letargija,
slabost, dehidracija i anoreksija u obje
jedinke, a u Zenke i neuroloski simptomi
u vidu opsitotonusa (slike 1 i 2). Prva je
uginula Zenka, a dan kasnije i muzjak. Od
zivotinja su prikupljeni uzorci fecesa za
laboratorijsko pretrazivanje.

Slika 1. Zenka juvenilne bradate agame
(Pogona vittices) s kaheksijom i naglasenim
opistotonusom

Slika 2. MuZzjak juvenilne bradate agame (Pogona
vittices) sa simptomima letargije i kaheksijom

Molekularne metode

Feces agama je homogeniziran
u fizioloSkoj otopini u omjeru 1:10 i
prociséen  centifugiranjem na 2.000
okretaja u minuti tijekom 20 minuta.

Nadtalog je koristen za izdvajanje
virusne DNK koriStenjem komercijalnog
kompleta High pure Viral Nucleic Acid
Kit (Roche Applied Science, Njemacka) i
prema uputama proizvodaca.

Lancana reakcija polimerazom (PCR)
za djelomicnu nukleotidnu sekvencu
adenovirusne DNK  polimeraze je
ucinjena prema Wellehanu i sur. (2004.)
uz manje modifikacije. Za prvi PCR
koriStene su vanjske pocetnice koje
daju proizvod od 556 parova baza,
a za drugi (,nested”) PCR unutarnje
pocetnice koje daju proizvod od 321
para baza. U oba PCR-a je koristeno po
5 uL izdvojene DNK, odnosno proizvoda
prvog PCR-a umjesto 2 pL, dok je za
oba PCR-a koristen komplet GoTaq®
Green MasterMix (Promega, SAD).
PCR proizvod koriStenjem unutranjih
pocetnica je odvojen elektroforezom
u 2%-tnom gelu agaroze s dodatkom
etidijevog  bromida (0,5 mg/L) i
vizualiziran pomoc¢u ultraljubicastog
svjetla. Dio gela sa specificnim PCR
proizvodom od 321 para baza je izrezan
i prociséen komercijalnim kompletom
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega, SAD). Procis¢eni proizvod
je koriStenjem unutarnjih pocetnica
na uredaju 3730XL DNK (Applied
Biosystems, SAD) i pomocu kompleta
BigDye v3.1 (Applied Biosystems, SAD)
u oba smjera sekvenciran.

Nakon $to su iz dobivenih sekvenci
uklonjeni  dijelovi koji odgovaraju
koriStenim pocetnicama, preostali dio
nukleotidnih sekvenci je objedinjen i
ureden pomocu racunalnog programa
ALIGN Plus 2.0. Genotipizacija i
filogenijsko grupiranje dobivene
nukleotidne sekvence je temeljeno na
usporedbi s reprezentativnim sojevima

adenovirusa kao 1 sa sekvencama
dobivenim  pretrazivanjem  Genske
banke uporabom BLAST algoritma

optimiziranim za trazenje vrlo sli¢nih
sekvenci tzv. megablast (http://www.
ncbinlm.nih.gov). Pomocu racunalnog
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programa  MEGA7  koriStena je
filogenijska analiza najvece vjerojatnosti
(Maximum  likelihood  phylogenetic
analysis) (Kumar i sur., 2016.).

Inokulacija kokosjih i pacjih embrija

Nadtalog homogenata fecesa je
prociS¢en od bakterija koriStenjem
brizgaljke i filtra Filtropur S s porama
promjera 200 nm (Sarstedt, Njemacka)
i inokuliran po 0,1 mL u alantoisnu
Supljinu tri 10-dnevna embrija. Embriji
su inkubirani pri 37 °C narednih 4
do 6 dana uz svakodnevnu provjeru
vitalnosti  prosvjetljavanjem. Nakon
inkubacije embriji su pothladeni na 4
°C preko nod¢i, a potom je u sterilnim
uvjetima prikupljena alantoisna
tekuéina. Prema opisanom postupku
dio alantoisne tekucine je inokuliran
u tri embrija, a ostatak je pohranjen na
-20 °C. Postupak je ponavljan 10 puta
u kokosjim embrijima ili dva puta u
padjim embrijima. Svi uzorci alantoisne
tekuc¢ine su testirani na prisutnost
nukleotidne sekvence adenovirusne
DNK polimeraze postupkom opisanim
u molekularnim metodama.

Rezultati

Postupkom PCR-a u uzorcima fecesa
obje jedinke dokazana je nukleotidna
sekvenca adenovirusne DNK polimeraze
(slika 3) cime je potvrdena pristutnost
adenovirusa u fecesu oboljelih agama.
Nukleotidnim  sekvenciranjem  PCR
proizvoda u oba uzorka je dobivena
identi¢nasekvencazakojujefilogenijskom
analizom utvrdeno da odgovara sekvenci

M 1 2

1000 bp
750 bp

500 bp
300 bp

150 bp

50 bp

Slika 3. Elektroforeza u gelu proizvoda umrezenog
(.nested”) PCR-a specificnih za adenovirus
(321 baznih parova) dobivenih iz fecesa bradatih
agama (Pogona vitticeps) u Hrvatskoj. M=marker,
1=Zenka, 2=muzjak. Lijevo su oznacene veli¢ine
unutar markera

01544970 Pogona vitticeps (HR)
[EU914205 Pogona vitticeps (DE)
DQO77706 Pogona vitticeps (AT)
EU914204 Pogona vitticeps (DE)
EU914202 Pogona vitticeps (DE)
FJ195812 Pogona vitticeps (US)
FJ196809 Pogona vitticeps (US)
LC503890 Pogona vitticeps (JP) i
| MN480431 Pogona viticeps (US) Lizard
FJ196811 Pogona vitticeps (US) atadenovirus B
LC503891 Pogona vitticeps (JP) (BDAdv-1,
L MT050041 Pogona vitticeps (HU) agamid adenovirus-1)
MK597918 Pogona vitticeps (AU)
| MK597920 Pogona viticeps (AU)
MK597921 Pogona vitticeps (AU)
AY576678 Pogona viticeps (US)
[|[EU14203 Pogona viticeps (OF)
HQOS515 Ctenophorus nuchalis (AU)
MK597919 Pogona vitticeps (AU)
EU914206 Pogona vitticeps (OE) |
hAvwseau Heloderma suspectum (US)
is antarcticus (AU)

1

HQOO5514 Pogona minor minor (AU)
MK57922 Pogona vitticeps (AU)

EU914207 Heloderma horridum (DK)

NC_024684 Heloderma horridum (US)
KU336041 Pogona vitticeps (US) a
AY576682 Tiliqua scincoides intermedia (US)

AY576679 Chamaeleo montium (US)

Lizard
atadenovirus A

7 (uSs)
NC_009989 Snake atadenovirus A
AY576681 Gekko gecko (US)
037 Ovine

035619 Deer A

>_020074 Bovine E
NC_002685 Bovine atadenovirus D
-_025962 Psittacine atadenovirus A
NC_001813 Duck atadenovirus A

<€

0.10

Siadenovirus
Ichtadenovirus

Mast-
adenovirus

Testadenovirus

Aviadenovirus

Slika 4. Prikaz filogenijske analize adenovirusa (gen DNK polimeraze) detektiranog u bradatim
agamama (Pogona vitticeps) u Hrvatskoj. Radijalno stablo (desno) prikazuje filogenijsku analizu svih
rodova adenovirusa. Uglato stablo (lijevo] prikazuje filogenijsku analizu unutar roda Atadenovirus.
Adenovirus detektiran u bradatih agama u Hrvatskoj je u oba stabla oznacen podebljano i crvenom
bojom
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BDAdv-1 (agamid adenovirus-1), tj. da
pripada rodu Atadenovirus, vrsti Lizard
atadenovirus B (slika 4). Nukleotidna
sekvenca je pohranjena u Genskoj banci
pod pristupnim brojem OL544970.
Pretrazivanjem vrlo slicnih sekvenci u
Genskoj banci (megablast) pronadeno je
svega 20 sekvenci koje su se podudarale s
hrvatskom sekvencom od 97,79 do 100 %.
Najvec¢a podudarnost hrvatske sekvence
BDAdv-1 nadena je s vise nukleotidnih
sekvenci BDAdv-1 iz SAD-a, Austrije,
Njemacke (>99,6 %), ali i sa sekvencama
virusa detektiranih u slobodnozivuéim
bradatim agamama u Australiji (>99,2 %).
Jedna sekvenca BDAdv-1 iz SAD-a imala
je 100%-tnu podudarnost s hrvatskom
sekvencom.

U prikupljenim alantoisnim teku-
¢inama inokuliranih kokosjih i padjih
embrija nije dokazana prisutnost nukle-
otidne sekvence adenovirusne DNK po-
limeraze.

Rasprava

Prvizapisoadenovirusuuaustralskoj
agami potje¢e iz 1980-ih kada je
elektronskom mikroskopijom detektiran
u krijumcarenoj isto¢noj bradatoj agami
(Pogona barbata) zaplijenjenoj na Novom
Zelandu. Odrasla Zenka po zaplijeni nije
jela nekoliko dana, zatim je normalno
uzimala hranu tijekom tri tjedna da bi
ponovo odbijala hranu i ubrzo uginula.
Iako je bila dobre tjelesne kondicije,
nadena su oStecenja jetre s eozinofilnim
intracelularnim uklopinama u brojnim
hepatocitima (Julian i Durham, 1982.).
Hyndman i sur. (2019.) dokazuju
upravo BDAdv-1 u slobodnozZivude P.
barbata, a osim ove iznimke, Hyndman
i Shilton (2011.) su detektirali ovaj
virus i u slobodnozivucoj centralnoj
mrezastoj agami (Ctenophorus nuchalis) s
ostecenjima jetre poput onih u isto¢noj
bradatoj agami zaplijenjenoj u Novom
Zelandu. Iako su sve tri spomenute
vrste agama, centralna bradata (P.

vitticeps), istocna bradata (P. barbata) i
mrezasta (C. nuchalis) agama autohtone
australske vrste, BDAdv-1 je u najve¢em
broju, gotovo iskljucivo detektiran
u centralne bradate agame. Razlog
ovome najverojatnije nije njihova veca
osjetljivost prema ovom virusu, vec
njihov veliki broj u uzgojima diljem
svijeta gdje se drze kao ljubimci pa im
se stoga i posvecuje veca pozornost,
a i pristupacniji su za laboratorijska
testiranja. Misli se da je BDAdv-1
ukorijenjen u uzgojima ovog gustera
u SAD-u (Mitchell, 2007.), a tako je
i u ostalim uzgojima diljem svijeta s
tim da infekcija ne bude zamijecena,
prepoznata ili pak ne bude laboratorijski
potvrdena i zabiljezena. Ovome u prilog
ide i nalaz BDAvd-1 u centralne bradate
agame u Hrvatskoj koji je u analiziranom
dijelu genoma identican jednom
BDAdv-1 iz SAD-a. Slicno ovome,
Kubiak (2013.) smatra da je povecana
prevalencija ovog virusa u uzgojima
u Ujedinjenom Kraljevstvu posljedica
uvoza novog genetskog materijala iz
SAD-a u cilju dobivanja novih uzgojnih
varijanti centralne bradate agame. Kako
sirok izbor genetskih morfova boja
postaje dostupan putem kontroliranog
uzgoja u  privatnim  zbirkama,
potraznja za bradatima agamama
kao egzoticnim kuénim ljubimcima
opcenito nastavlja rasti u svijetu paiu
Hrvatskoj. Ne izuzimaju¢i mogucénost
krijuméarenja agama iz tre¢ih zemalja
kao nacdin unosa virusa, pristupanjem
zajednickom EU trzistu u Hrvatskoj je
povecana mogucnost unosa BDAdv-1
slobodnom trgovinom unutar EU.
Nasim veterinarima proteklih su godina
egzoticni kud¢ni ljubimci, ukljucujudi
i gmazove, sve Ces¢i pacijenti (Lukac
i sur., 2013., Efendi¢ i sur., 2019.).
Stoga predmnijevamo da je ovaj rad
znacajan doprinos nasim veterinarima
u prepoznavanju infekcije gmazova
adenovirusima, posebno  bradatih
agama kao sve ¢esc¢ih kucénih ljubimaca
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kao i prikazu mogucnosti laboratorijske
dijagnostike ovih infekcija. Osim toga,
u Genskoj banci je dostupan vrlo mali
broj nukleotidnih sekvenci za BDAdv-1
tako da ovo istrazivanje, koje je
rezultiralo javno dostupnom hrvatskom
sekvencom  BDAdv-1, predstavlja
doprinos medunarodnoj znanstvenoj
zajednici koja se bavi istrazivanjem
adenovirusa.

Vaznost izdvajanja i umnozavanja vi-
rusa u znanstvene i druge svrhe ne treba
posebno naglasavati. Papp i sur. (2009.)
uspjeli su izdvojiti i umnoziti Lizard Ata-
denovirus A iz tri guStera roda Heloderma
od ukupno 26 jedinki iz razli¢itih rodova
gustera koji su bili pozitivni testom PCR-
a. Medu PCR pozitivnim gusterima bile
su i centralne bradate agame i smaragdno
zeleni varan (Varanus prasinus) iz kojih
nisu uspjeli izdvojiti virus. Virus je iz gu-
Stera roda Heloderma izdvojen i umnozen
na linijskoj stani¢noj kulturi srca iguane.
U ovom istrazivanju pokusali smo iz-
dvojiti Lizard Atadenovirus B (BDAdv-1)
u padjim i kokosjim embrijima bududi da
se atadenovirus uzro¢nik sindroma pada
nesivosti moze izdvojiti i umnoziti u vi-
sokom titru u padjim embrijima (Higas-
hihara i sur., 1983.). S obzirom na ograni-
¢enu dostupnost pacjih embrija, ucinjene
su dvije pasaze, dok je dobra dostupnost
kokosjih embrija omogudila deset pasaza.
Bududi da su alantoisne tekudine u testu
PCR-om dale negativan rezultat, zaklju-
¢ujemo da se BDAdv-1 opisanim postup-
kom ne moze izdvojiti u pacjim ili kokos-
jim embrijima.

Prema naSim spoznajama ovo je u
Hrvatskoj prvi dokaz adenovirusa u
bradatih agama i gmazova opcenito.
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Molecular detection and phylogenetic analysis of adenovirus
associated with fatal disease of juvenile bearded dragons

(Pogona vitticeps) in Croatia

Vladimir SAVIC, DVM, PhD, Assistant Professor, Scientific Advisor, Poultry Centre, Croatian

Veterinary Insitute, Zagreb, Croatia

Bearded dragons (Pogona wvitticeps) are
popular pets bred in captivity in numerous
countries, with considerable international
trade of this species. Bearded dragons are
sensitive to bearded dragon adenovirus
1 (BDAdv-1) which causes or is closely
associated with various clinical symptoms
including sudden death, lethargy, weakness,
diarrhoea, dehydration, anorexia, retarded
growth, and neurological symptoms
resulting from liver damage. A fatal disease
of two juvenile bearded dragons in Croatia
during which adenovirus was detected is
described. Weakness, anorexia, cachexia and
dehydration were present in the male and the

female bearded dragon, in addition to marked
opistothonus in the female. The adenovirus
was detected by PCR while nucleotide
sequencing and phylogenetic  analysis
revealed high homology with BDAdv-1 strains
from bearded dragons in the United States,
Austria and Germany (>99.6-100%), but also
with BDAdv-1 from free-ranging Australian
bearded dragons (>99.2%). An attempt to
isolate the virus through two passages in duck
embryos or ten passages in chicken embryos
did not yield a positive result.

Key words: adenovirus; reptiles; lizard;
Pogona vitticeps; Agamid adenovirus 1; BDAdv-1;
Croatia
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