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MOGUCNOST UPOTREBE RT-PCR TEHNIKE U
UTVRDIVANJU PRISUSTVA VIRUSA GOVEDE VIRUSNE
DIJAREJE U SPERMI PRIPLODNIH BIKOVA®
POSSIBILITY FOR USE OF RT-PCR TECHNIQUE IN ESTABLISHING
PRESENCE OF BOVINE VIRAL DIARRHEA VIRUS IN SPERM OF
BREEDING BULLS

T. Petrovié, S. Lazi¢, M. Joviéin, Bosiljka Duri¢ié¢™

Virus govede virusne dijareje (BVD-a) je znaCajan zdravstveno-
ekonomski patogen kod goveda koji moZe da se izlu¢uje i Siri i putem
sperme trajno i akutno inficiranih bikova. Nativna sperma Sest bikova,
za koju je izolacijom virusa i RT-PCR metodom utvrdeno da je negativna
na BVD virus, eksperimentalno je inokulisana desetostrukim razrede-
njima necitopatogenim 22146 sojem BVD virusa titra 1055. Na ovaj
nacin dobijena su razredenja BVD virusa od 101 do 106 (5 x 10*
TCID/s, do 0,5 TCID/s, BVD virusa) u 0,1 ml nativne sperme. Iz ovako
inokulisane sperme obavljena je reizolacija virusa na kulturi ¢elija FTB
u mikrotitar plo¢i sa 96 bazenci¢a, u kojoj je svaki uzorak inficirane
sperme postavijen u tri primerka, a svaki od njih je titriran od razredenja
1:2 do 1:256. Prisustvo BVD virusa je dokazano tehnikom fluorescent-
nih antitela u drugoj slepoj pasazi na kulturi ¢elija FTB. Za kulturu ¢elija
je utvrden izrazito toksi¢an efekat nativne sperme do razredenja 1:64.
Virus BVD-a je reizolovan iz sperme u sva tri primerka uzoraka sperme
sa5x10% 5x10%i5x 102 TCID/s, a nije reizolovan iz sperme sa 50, sa
5 isa 0,5 TCID/s, BVD virusa u 0,1 ml nativne sperme. Istovremeno
izvedeno je dokazivanje prisustva BVD virusnog genoma RT-PCR me-
todom u istim uzorcima virusom inokulisane nativne sperme bikova.
Pozitivan rezultat je utvrden u nativnoj spermi sa 5 x 104, 5 x 103, 5 x 102
i 50 TCID/s, BVD virusa u 0,1 ml nativhe sperme.

Eksperiment je ukazao da RT-PCR metoda ima prednosti u od-
nosu na izolaciju BVD virusa iz uzoraka nativne sperme bikova. To su:
brzina ispitivanja (jedan do dva dana) i ve¢a osetljivost (deset puta u
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odnosu na izolaciju virusa). Izolacija virusa traje najmanje deset dana,
a njena manja osetljivost je, pre svega, rezultat citotoksi¢nog efekta na-
tivne sperme bikova na kulturu celija.

Kljucne reci: BVD virus, nativna sperma bikova, izolacija virusa,
RT-PCR

Uvod / Introduction

Virus govede virusne dijareje (virus BVD) je pestivirus koji uzrokuje
gastrointestinalna, respiratorna i reproduktivna oboljenja kod goveda [1]. On
predstavlja znaCajan zdravstveno-ekonomski patogen u govedarstvu, pri ¢emu
se taj znacaj indirektno ispoljava u vidu velikog broja (viSe od 140) registrovanih
vakcina na trziStu [2] i napora koje ulaZzu pojedine zemlje Evropske unije za nje-
govu eradikaciju [3]. U veliki broj nacina i puteva Sirenja BVD virusne infekcije,
ubraja se i njegovo izlu¢ivanje putem sperme trajno i akutno inficiranih bikova [1,
4, 5]. Perzistentna infekcija nastaje jo$ intrauterino prilikom infekcije ploda u prvih
125 dana gestacije, pri ¢emu, zbog nerazvijenosti imunog sistema fetusa, virus
BVD ne prepoznaje imuni sistem kao antigen, ve¢ se uspostavlja imunotolerancija
koja omogucava razvoj perzistentne infekcije i nesmetano umnozavanije i izluci-
vanje virusa BVD tokom celog zivota buduce jedinke [6, 7]. Preko duboko
zamrznutog semena perzistentno inficiranih (PI) bikova virus BVD lako se prenosi
na osemenjene prijemcive Zivotinje i na taj nacin se infekcija brzo Siri u populaciji
goveda. Posledice koitalne infekcije uklju¢uju smanjenu koncepciju, rana embri-
onala uginuca, abortuse i radanje perzistentno inficiranih Zivotinja [4, 5]. Akutna
BVD virusna infekcija bika nastaje u slucaju infekcije prijemcive, imunokompe-
tentne Zivotinje. Veéim brojem ispitivanja je utvrdeno da virus BYD moze da se
izoluje i iz sperme akutno inficiranih bikova u stadijumu viremije, dok moguénost
njegove izolacije iz sperme izostaje nakon pojavljivanja specifi¢nih antitela [8, 9].
Meyling i Jensen [5] ustanovili su pozitivan seroloSki odgovor kod svih 12 sero-
negativnih junica posle vestackog osemenjavanja semenom Pl bika, a kod samo
tri od 60 seronegativnih junica utvrden je pozitivan seroloski odgovor posle
vestatkog osemenjavanja semenom akutno inficiranog bika.

Osnovni problem nativne sperme bikova i komercijalnog semena kao
uzorka za izolaciju virusa je u citotoksi¢nom efektu nativne sperme i komponen-
tama razredivaca za kulturu ¢elija na kojima se obavlja izolacija virusa, kao i u
poznatom virulicidnom efektu seminalne plazme [10, 11]. Usled ovih razloga ¢es-
to se pojavljuju ,lazno” negativni rezultati izolacije BVD virusa iz sperme, narocito
ukoliko je u pitanju mali broj virusnih ¢estica. Prema podacima iz literature koli¢ina
virusa BVD u ejakulatu akutno inficiranog bika najcesée je izmedu 5i 75 CCIDsq u
jednom mililitru ejakulata [8, 12]. ZnacCajan problem predstavlja i veliko razredenje
ejakulata u komercijalnom semenu bikova i seroloski odgovor akutno inficiranih
bikova nakon infekcije. Naime, vec¢i broj autora je ustanovio da se BVD virus ne
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moze da izoluje iz sperme bikova posle pojavljivanja specifiCnih antitela u krvi,
iako je on prisutan u spermi [8, 9, 12, 13]. Na ovaj nacin dobija se lazno negativan
nalaz. Kod perzistentno inficiranih bikova virusom BVD to nije slucaj, zato $to
izostanka seroloskog odgovora, postoji stalna i nesmetana replikacija i izlu¢ivanje
virusa BVD svim sekretima i ekskretima, pa i spermom u velikoj koli¢ini (od 10* do
107 CCIDso u ml ejakulata, 9). Medutim, na pravi problem ukazuju Givens i sarad-
nici [13] koji izveStavaju o prisustvu virusa BVD u spermi sedam meseci nakon
akutne infekcije odraslog seroloSki negativnog imunokompetentnog bika. Pri
tome je virus BVD, posle kratkotrajne viremije i pojavljivanja specifi¢nih antitela
nestao iz krvi. I1zolacija virusa BVD u nativhoj spermi je bila pozitivha do pojave se-
roloSkog odgovora, a nakon toga virus nije mogao da se utvrdi ovom metodom,
dok je RT-PCR metodom virus BVD utvrden u ve¢em broju ejakulata do sedam
meseci nakon nastanka infekcije. Kada su se ovi, RT-PCR metodom pozitivni a u
izolaciji virusa negativni, uzorci sperme aplikovali serolosSki negativnoj teladi
nastala je infekcija i sinteza specificnih antitela. Na ovaj nacin nesumnijivo je
potvrdeno prisustvo virusa BYD u pomenutim uzorcima sperme [13].

Cilj ovoga rada je da ukaze na mogucnost utvrdivanja prisustva virusa
BVD u nativnoj spermi bikova pomocu reverzne transkripcije - polimeraza lan¢ane
reakcije (RT-PCR) i njenu prednost u odnosu na klasi¢nu izolaciju virusa.

Materijal i metode rada / Materials and methods

Kao materijal u ispitivanju osetljivosti metoda za utvrdivanje prisustva
virusa BVD u spermi kori§éeni su uzorci nativne sperme Sest bikova i necitopato-
geni (ncp) soj virusa BVD 221486, titra 10%°, na sekundarnoj kulturi ¢elija fetalnog
tele¢eg bubrega (FTB). Radi utvrdivanja statusa bikova donora sperme u odnosu
na BVD virusnu infekciju, obavljena su ispitivanja prisustva specifi¢nih antitela (se-
rumneutralizacioni test) i virusnog antigena (ELISA test - IDEXX HerdChek anti-
gen/serum test kit) u krvnom serumu. Ispitivanjem nije utvrdeno prisustvo spe-
cificnih antitela za virus BVD, niti je utvrdeno prisustvo BVD virusnog antigena. Na-
tivna sperma 6 bikova, za koju je prethodno izolacijom virusa i RT-PCR metodom
utvrdeno da je negativna na virus BVD, eksperimentalno je inokulisana desetos-
trukim razredenjima ncp 22146 soja virusa BVD. Pre dodavanja virusa, nativna
sperma je podeljena u tri jednaka dela po 0,45 ml. Jedan deo je inokulisan viru-
som, jedan deo je sluzio kao negativna kontrola u ispitivanjima, a tre¢i deo je
ostavljen za slu¢aj potreba ponavljanja nekog dela eksperimenta. Inokulacija viru-
som je obavljena tako $to su uzorci nativne sperme prethodno razredeni doda-
vanjem fizioloSkog rastvora u razmeri 1:1 (na 0,45 ml nativne sperme dodato je
0,45 ml fizioloSkog rastvora). Na 0,9 ml ovako razredenih uzoraka nativne sperme
dodato je po 0,1 ml desetostrukih razredenja 22146 soja BVD virusa u fizioloSkom
rastvoru, po&ev od koncentrovanog virusa do 10°. Na ovaj nacin su dobijena
razredenja BVD virusa od 107" do 10 u 0,1 ml nativne sperme. Ovakav na&in
vestacke infekcije je odabran radi Sto tacnije procene koli€ine virusa koja se nalazi
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u 0,1 mlinficiranih uzoraka sperme. Negova koli¢ina u uzorcima nativne sperme je
bila 5 x 10* TCID/s0, 5 x 10® TCID/50, 5 x 102 TCID/s0, 5 x 10" TCID/50, 5 TCID/54i 0,5
TCID/50. Na ovaj nacin dobili smo razli€it broj virusnih Cestica, pri ¢emu nativna
sperma sa svim svojim osobinama nije bila razredivana. Na isti nacin su razredeni
parni uzorci nativnhe sperme koja je ostavljena za negativnu kontrolu, s tim da je
umesto 0,1 ml razredenja virusa dodavano 0,1 ml fiziolo§kog rastvora (0,45 ml na-
tivne sperme + 0,45 ml fizioloSkog rastvora + 0,1 ml fizioloSkog rastvora).

Iz ovako pripremljenih uzoraka sperme bikova, nakon homogeniza-
cije (vortex 15 sekundi) i centrifugovanja (3000 rpm u trajanju od pet minuta),
obavljena je reizolacija virusa na kulturi ¢elija FTB. Za izolaciju je koriS¢en super-
natant nativne sperme posle centrifugovanja. Reizolacija virusa BVD obavljena je
u mikrotitar plo¢i sa 96 bazenci¢a u kojoj je svako razredenje virusa u nativnoj
spermi postavljeno u tri primerka, a svako od njih je titrovano u medijumu za kul-
turu ¢éelija od razredenja 1:2 do 1:256. U svaki bazenci¢ mikroploce je postavljeno
0,1 ml supernatanta inokulisanih uzoraka sperme, na prethodno opisan naéin, na
koje je dodato 0,1 ml suspenzije FTB ¢éelija u medijumu za rast kulture celija.
Ovakva postavka reizolacije virusa BVD iz sperme je sprovedena zbog poznatog i
oCekivanog toksi¢nog efekta za kulturu ¢elija i utvrdivanja koli€ine virusa koja
predstavlja granicu detekcije u izolaciji virusa BVD iz nativhe sperme. Kao medi-
jum za rast i odrzavanje kulture celija koriS¢en je Eagle MEM sa hepesom
(SIGMA) i 10% fetalnog govedeg seruma za koji je prethodno utvrden da je ,slo-
bodan” od virusa BVD, kao i specifi¢nih antitela za virus BVD. Posle pet dana inku-
bacije na temperaturi od 37°C mikrotitar plo€e, na kojima je obavljena reizolacija
virusa BVD smrznute su i nakon tri uzastopna ciklusa zamrzavanja-odmrzavanja
uzorci su, u istom rasporedu u koli¢ini od 20 ul, prebaeni na nove mikrotitar
plo€e. Na njih je dodato po 0,1 ml suspenzije novih FTB ¢elija, a inkubacija na
temperaturi od 37°C trajala je Cetiri dana. Na isti nacin, u istom rasporedu i u istim
uslovima su inokulisani i supkultivisani uzorci pripremljene nativhe sperme kao
negativne kontrole. S obzirom da virusni soj koji je kori§¢en u eksperimentu pri-
pada necitopatogenom biotipu virusa BVD (kakav je najéeSce prisutan u prirodi),
njegovo prisustvo, u kulturi éelija druge slepe pasaze uzoraka, indirekino je
potvrdivano tehnikom fluorescentnih antitela (poliklonska antitela za BVDV kon-
jugovana FITC-om; American Bioresearch, USA).

Istovremeno, obavljeno je dokazivanje prisustva BVD virusnog ge-
noma RT-PCR metodom u istim uzorcima nativne sperme bikova inokulisane viru-
som. Izolacija RNA je obavljena, iz iste koli¢ine (0,1 ml) supernatanta inficiranih
uzoraka sperme koja su postavljena na izolaciju virusa, kori§¢enjem reagensa Tri-
zol®LS (Gibco BRL) po upustvu proizvodacda. Izolovana RNA je resuspendovana
u 40 ul DEPC-tretirane vode. UmnoZavanje sekvence od 300 bp 5'UTR dela ge-
noma BVD virusa sprovedeno je pomocu ,,one-tube RT-PCR” metode (Access RT-
PCR system, Promega, USA) po uputstvu proizvodaca i po opisanoj proceduri
Barli¢-Maganje i Groma [14] i Toplaka i saradnika [15], koriS¢enjem prajmera
Pest2-L i P1-U opisanih u tabeli 1. U RT-PCR reakciji je koriS§¢eno 4 ul izolovanih
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RNA uzoraka. Dobijeni PCR produkt je izdvojen na 1,5% agaroznom gelu. Para-
lelno je, radi ispitivanja osetljivosti RT-PCR metode i odabranih prajmera u detek-
Ciji 22146 soja virusa BVD, sprovedena RT-PCR detekcija desetostrukih raz-
redenja ovog virusa koja su kori§¢ena za inokulaciju nativne sperme bikova.

Tabela 1. Detalji oligonukleotidnih prajmera koji su koris¢eni u RT-PCR reakciji. Pozicija u
genomu i predvidena velicina umnoZene sekvence genoma odgovaraju referentnom
BVDV soju NADL [16]

Table 1. Details of oligonucleotide primers used in the RT-PCR reaction. The genome position and predicetd size
of multiplied genome sequence correspond to the referent BVDV strain of NADL [16]

Poziciia Veli¢ina i lokacija
}P)rgjmer/ Sekvenc’a / k’S'equence u genor:w/ g u gzn]omu,/ )
rimer (6-3) Position in genome 1€ al;eng,gfm mn
P1-U AGAGGCTAGCCATGCCCTTAGT 97-118 oko 300 bp
Pest2-L | TCAACTCCATGTGCCATGTAC 395-375 5-UTR

Rezultati ispitivanja / Results

Za kulturu ¢elija FTB u prvoj slepoj pasazi utvrden je izrazito toksic¢an
efekat nativne sperme do razredenja 1:64. Toksi¢an efekat, koji se ogledao u pot-
punoj citomorfoloskoj destrukciji i deformaciji ¢elija i nemoguénosti njihove ad-
herencije za mikrotitar plo¢u, bio je uocljiv nakon prva 24 ¢asa na razredenjima
nativne sperme 1:2 do 1:16. U bazenci¢ima mikrotitar ploce, u kojima je sperma
bilarazredena 1:32i 1:64, nakon prva 24 ¢asa inkubacije, toksi¢nost se ogledala u
morfoloskim promenama celija, najviSe u vidu vakuolizacije u citoplazmi, prome-
njenom obliku i stvaranju sincicijuma. Nakon naredna 24 ¢asa i u tim bazenci¢ima
je nastalo odvajanje ¢elija od podloge. Ovakav efekat je ispoljila sperma kako viru-
som inokulisana, tako i neinokulisana sperma. U drugoj slepoj pasazi (supkultiva-
ciji) toksi¢an efekat je ustanovljen, u zavisnosti od uzorka nativhe sperme,
najcesée do razredenja 1:8.

U razredenjima 1:8, 1:16 i 1:32 druge slepe pasaze virusom inokuli-
sanih uzoraka nativne sperme, prisustvo virusa BVD nije moglo da se dokaze teh-
nikom fluorescentnih antitela ni u jednom uzorku desetorostrukih razredenja vi-
rusa. Virus BVD-a je reizolovan i njegovo prisustvo je dokazano tehnikom fluores-
centnih antitela u razredenjima 1:64, 1:128 i 1:256 u sva tri primerka uzoraka na-
tivne sperme sa 5 x 104, 5 x 10% i 5 x 10? TCID/5, 22146 virusa BVD u 0,1 ml. Virus
BVD-a nije reizolovan iz uzoraka nativne sperme sa 5 x 10" (50) TCID/sq, 5 TCID/sg i
0,5 TCID/sy 22146 virusa BVD u 0,1 ml (tabela 2).

U istim uzorcima virusom inokulisane nativne sperme bikova doka-
zano je prisustva BVD virusnog genoma RT-PCR metodom. Ispitivanja su obavlje-
na samo u po jednom primerku razredenja 22146 virusa BVD u spermi. Pozitivan
rezultat na 1,5% agaroznom gelu, koji se ogledao u vidu o€ekivanog fragmenta
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(benda) umnozavanija veli¢ine 300 bp utvrden je u uzorcima nativne sperme sa 5 x
10%, 5 x 10%, 5 x 102§ 5 x 10" TCID/sq virusa BVD u 0,1 ml. U uzorcima nativne
sperme bikova sa 5 TCID/s, i 0,5 TCID/xq virusa BVD nije utvrdeno prisustvo spe-
cificnog benda (slika 1).

Slika 1. Detekcija PCR produkata na gelu. S leva na desno uzorci nativne sperme sa
5x10%, 5x103,5x102i5x 107, 5 TCID/50i 0,5 TCID/50 virusa BVD. Sedmi uzorak
je negativna kontrola, na osmom mestu je marker 100 bp /

Figure 1. Detection of PCR products on gel. From left to right — samples of native sperm with 5x10%, 5x1(P,
5x10P, and 5x10Y%, 5 TCID/zp and 0.5 TCID/5y BVD virus. The seventh sample is a negative control, on
the eighth is the 100 bp marker

Prilikom ispitivanja desetostrukih razredenja 22146 soja virusa BYD u
fizioloSkom rastvoru, kojima su inokulisani uzorci nativhe sperme bikova i koja je
sprovedena istovremeno i pod istim uslovima kao i ispitivanja prisustva virusa
BVD u spermi, pozitivan rezultat RT-PCR metodom je dobijen u razredenjima 107",
102,103,101 10, odnosno detektovan je virus BVD titra 5 x 10* TCID/5o, 5 x 103
TCID/s9, 5 x 10?2 TCID/50, 5 x 10" TCID/s54 i 5 TCID/s virusa BVD u 0,1 ml. Samo u
razredenju 10 (0,5 TCID/5,) ovom metodom nije ustanovljeno prisustvo virusa
BVD u fizioloSkom rastvoru. Pri tome, koli¢ina RNA koja je koriS¢ena u RT-PCR
reakciji bila je identi¢na (4 ul), kao i ona kod ispitivanja prisustva virusa BVD u
uzorcima inficirane sperme.

Diskusija / Discussion

Izolacijom na kulturi ¢elija FTB, pozitivan rezultat je utvrden u uzor-
cima inokulisane nativne sperme u kojima je koli¢ina virusa BVD bila 5 x 10%, 5 x
10% i 5 x 102 TCID/so u 0,1 ml. Virus BVD-a nije reizolovan iz uzoraka nativne
sperme bikova u kojima je njegova koli¢ina bila 5 x 10" TCID/s, 5 TCID/5 i 0,5
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TCID/50 u 0,1 ml. Pozitivan rezultat prisustva BVD virusnog genoma RT-PCR meto-
dom je utvrden u nativnoj spermi u kojoj je koli¢ina virusa BVD bila 5 x 10%, 5x 10,
5x102i5x 10" TCID/50 u 0,1 ml, dok njegovo prisustvo nije utvrdeno u uzorcima
sa 5 TCID/gq i 0,5 TCID/s5q virusa BVD u 0,1 ml.

Eksperiment je ukazao na prednosti koje ima RT-PCR metoda u od-
nosu na izolaciju virusa BVD u uzorcima nativne sperme bikova. Utvrdene pred-
nosti RT-PCR metode su: brzina ispitivanja (jedan do dva dana) i vec¢a osetljivost.
Metoda RT-PCR je, pri tome, pokazala deset puta vecu osetljivost (50 TCID/sp) u
odnosu na izolaciju virusa (500 TCID/sg), iako je u reakciji koriS¢eno 4 ul od 40 ul
izolovane RNA iz uzorka. Do sli¢nih rezultata su dosli i drugi autori [11, 17, 13]
Izolacija virusa traje najmanje deset dana, a njena manja osetljivost je, pre svega,
rezultat toksi¢nog efekta nativhe sperme bikova za kulturu ¢elija. Naime, ispiti-
vanja su ukazala na toksi¢an efekat nativne sperme do razredenja 1:64 za kulturu
¢elija FTB u prvoj slepoj pasazi. Toksi¢an efekat se preneo i na uzorke u drugoj
slepoj pasazi do razredenja 1:8. |zrazito toksiCan efekat nativhe sperme bikova za
kulturu ¢éelija spominju i drugi autori u svojim ispitivanjima [11, 18, 19]. Toksi¢an
efekat nativne sperme je posebno izrazen za primarne i sekundarne kulture ¢éelija
koje se koriste kod izolacije virusa BVD zbog njihove vece osetljivosti i usled Ceste
latentne kontaminacije komercijalnih ¢éelijskih linija virusom BVD. Usled toksi¢nog
efekta nativne sperme do razredenja 1:64, virus BVD kaji je u uzorcima bio prisu-
tan u titru 5 x 10" TCID/sq, 5 TCID/s0 i 0,5 TCID/54 Nije mogao da se veze i umnozi u
kulturi ¢elija. U ve¢im razredenjima (1:128 i 1:256) ovih uzoraka sperme, vero-
vatnoc¢a prisustva virusa BVD je bila veoma mala (zbog razredenja), pa se iz tih
razloga nije ni mogao da reizoluje.

Metodom RT-PCR nije se utvrdilo prisustvo 5 TCID/sq virusa BVD u
uzorku nativne sperme bika, iako je ova koli¢ina virusa utvrdena u fizioloSkom
rastvoru, prilikom utvrdivanja limita detekcije ove metode. Rezultat ukazuje na
prisustvo inhibitornog efekta nativne sperme na RT-PCR reakciju. Ovaj fenomen je
opisao veci broj autora [20, 17, 11], koji su utvrdili inhibitorni efekat nativne
sperme na reverznu transkripciju. Da Silva i sar [17] ukazuju da je radi povec¢anja
osetljivosti RT-PCR metode u detekciji virusa BVD u uzorcima sperme, neophodno
da se prethodno obavi obrada sperme hromatografskom kolonom Sephacryl S-
400. Posle obrade sperme autori su uspeli da utvrde pozitivhu reakciju u spermi
sa 0,4 TCID/5q virusa BVD. Givens i sar [13] isti€u kao posebnu prednost mo-
guénost RT-PCR metode da utvrdi prisustvo virusa BVD u prisustvu specifi¢nih an-
titela i nezamenljiv znac¢aj ove metode kod utvrdivanja perzistentne BVD infekcije
lokalizovane u testisima priplodnih bikova. Naime, ovi autori su ustanovili pri-
sustvo virusa BVD u ve¢em broju ejakulata bika do sedam meseci nakon akutne
infekcije, pri ¢emu virus nije mogao da se izoluje ni iz jednog uzorka ejakulata
posle pojavljivanja specifi¢nih antitela u krvi.

Utvrdivanje prisustva virusa BVD u nativnoj spermii komercijalnom se-
menu bikova je od velikog zdravstvenog i ekonomskog znacaja u govedarstvu.
PraktiCan znacaj je jo$ veéi kod nemoguénosti ispitivanja bika donora sperme,
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odnosno semena, u slu€ajevima uvoza semena ili ukoliko bik nije viSe u eks-
ploataciji. Voges i saradnici [12] utvrdili su perzistentnu BVD virusnu infekciju u
testisima seropozitivnog, neviremi¢nog bika u centru za VO. Virus, prose¢nog titra
1033 TCIDso/ 0,1 ml, ustanovljen je u ve¢em broju ejakulata tokom svih jedanaest
meseci ispitivanja, pri ¢emu ni jednom slucaju nije ustanovljen u krvi. Kod po-
menutog bika je utvrden izuzetno visok titar antitela koji je bio veéi od 1:4096, a na
homologni virus (izolovan iz sperme) u jednom slucaju i 1:100000. Sperma pri
tome nije bila znac¢ajnije morfoloSki promenjena i bik se neko vreme koristio za
proizvodnju semena. Autori smatraju da ova pojava moze da se objasni akutnom
infekcijom imunokompetentnog bika pre puberteta, odnosno pre uspostavljanja
gustog spoja izmedu Sertolijevih ¢elija u testisima nazvanog krvno-testisna ba-
rijera. Virus lokalizovan u testisima je nakon formiranja barijere potpuno zasti¢en
od imunog sistema Zzivotinje, $to mu omoguéava nesmetanu replikaciju i izluci-
vanje spermom. Ovakuvi i sli¢ni slu€ajevi govore u prilog misljenju da je kod ispiti-
vanja statusa BVD virusne infekcije kod bikova za priplod neophodno da se pored
ispitivanja prisustva virusa BVD i specifi¢nih antitela za virus BVD u krvi, obavi i is-
pitivanje prisustva virusa BVD u spermi, odnosno komercijalnom semenu.

Na osnovu nasih ispitivanja i podataka iz literature mozemo, na os-
novu osetljivosti i vremena trajanja ispitivanja, da preporu¢imo upotrebu stan-
dardizovane RT-PCR metode u utvrdivanju prisustvu virusa BVD u uzorcima na-
tivne sperme bikova.
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ENGLISH

POSSIBILITY FOR USE OF RT-PCR TECHNIQUE IN ESTABLISHING PRESENCE OF
BOVINE VIRAL DIARRHEA VIRUS IN SPERM OF BREEDING BULLS

T. Petrovié, S. Lazi¢, M. Jovicin, Bosiljka Durici¢

The bovine viral diarrhea (BVD) virus is a significant health-economic patho-
gen in cattle which can be excreted and spread also through sperm of persistently or
acutely infected bulls. Native sperm of 6 bulls, found to be negative to the BVD virus by iso-
lating the virus and using the RT-PCR method, was experimentally infected with a tenfold di-
lution of the non-cytopathogen 22146 strain of the BVD virus with a titer of 10%5. This way,
dilutions of the BVD virus from 10~ to 1078 (5x10* TCID/,, to 0.5 TCID/s, BVD virus) in 0.1 ml
native sperm were obtained. From sperm infected in this way, the virus was reisolated on
FTB cell culture in a microtiter plate with 96 pools in which each sample of the infected
sperm was set up in three samples, and each of them was titrated to a dilution of 1:2 to
1:256. The presence of the BVD virus was proven using the technique of fluorescent anti-
bodies in a second blind passage on FTB culture cells. For cell culture, an extremely toxic
effect of native sperm to a dilution of 1:64 was established. The BVD virus was reisolated
from sperm in all three sperm samples with 5 x 104, 5x 103, and 5 x 10?2 TCID/s,, and it was
not reisolated from sperm with 50, with 5, and with 0.5 TCID/5, BVD virus in 0.1 ml native
sperm. At the same time, the presence of the BVD viral genome was proved using the RT-
PCR method in the same samples of artificially infected native sperm of bulls. A positive re-
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sult was established in native sperm with 5 x 104, 5 x 103, 5 x 10, and 50 TCID/s, BVD virus
in 0.1 ml native sperm.

The experiment proved that the RT-PCR method has advantages over the iso-
lation of the BVD virus from samples of native sperm of bulls. These are: short-term investi-
gations (1 to 2 days) and greater sensitivity (10 times bigger than the isolation of the virus).
The isolation of the virus takes at least 10 days, and its greater sensitivity is primarily a result
of the cytotoxic effect of native sperm of bulls on cell culture.

Key words: BVD virus, native sperm of bulls, virus isolation, RT-PCR.

PYCCKUA

BO3MOXXHOCTb YNOTPEBJIEHUA PT-NMLP TEXHUKN B YTBEP)XXOEHUN
NPUCYTCTBUSA BUPYCA rOBAXEN BUPYCHOU IUMAPEN B CTNIEPME
MJEMEHHbIX BbIKOB

T. MeTtpoBuy, C. Jlaanu, M. MoBuuuH, Bocunbka LOxypuumny

Bupyc rossiken BupycHou guapen (BIBL/B[) 3HauuTenbHbIM 34paBooxpa-
HUTENbHO-9KOHOMUYECKUIA MaToreH y KPYNHOro poraTtoro CKOTa, KOTOPbIN MOXXHO Bbl-
AenaTb 1 paclwmpaTb U NyTEM cnepMbl NEPCUCTEHTHO Y OCTPO MHPULIMPOBAHHBIX ObIKOB.
HaTtueHasa cnepma 6 6bIKOB, ANA KOTopon nsonsauuen supyca n PT-TILIP meTogom yT-
BEPXAEHO, 4To oTpuuaTensHasa Ha B[] Bupyc, akcnepnMmeHTansHO MHUUMpoBaHa ae-
CATUKPATHBIMWN Pa3peXXEHHOCTAMMN HeumTonaToreHHbIMn 22146 wravvom Bl Bupyca ot
107" go 1078 (5x107* TUMI/50 A0 0,5 TLM[50 B, BUpyca) B 0,1 MST HATUBHOW CriepMmbl.
M3 Takow e MHMLMPOBAHHON CepMbl COBEpLUEHA Pen3onauns Bupyca Ha KynbType
knetok ®Th B Mukponutp nnute ¢ 96 6acCENHNKOB B KOTOPOW KaXbIi 06pasyvnk uHu-
LMOPOBaHHOW CrepMbl NMOCTaBMIEH B TPW 3K3eMnnspa, a Kaxabll obpasymk MHOULU-
pPOBaHHOW crepMbl NOCTaBMIEH B TPU 3K3EMISPa, a KaXAbl U3 HUX TUTPOBaH OT pas-
pexkxéHHocTun 1:2 go 1:256. lokasatenscTBo npucyTcTens (B[] Bupyca coBepLUeHO Tex-
HUKOW hIyOPECLEHTHbIX aHTUTEN B APYrOM CIeNOM naccaxe Ha KynbType KneTok ®Th.
Ons KynbTypbl KNETOK YTBPEXAEH BbIPa3UTENIbHO TOKCUMYECKUA 3hheKT HaTUBHOWN
CepMbl BO BCEX TPEX 9K3EMMNIIsipax 06pasymkoB cnepMbl ¢ 5x10%, 5x10° 1 5x102 TN 5o,
a He peusonunposaH 3 cnepmol ¢ 50, ¢ 5 n ¢ 0,5 TUWL/5o MB[ Bupyca B 0,1 Mn HaTUBHOM
cnepmbl. OAHOBPEMEHHO COBEPLUEHO AoKasblBaHue npucyTcsus Bl BupycHoro reHoma
PT-MUP meTogom B TOT 9e 06pasdyvmkax WMCKYCCTBEHHO WMH(ULMPOBAHHON HaTUBHOM
cnepme ¢ 5x10%, 5x103, 5x10% n 50 TLW[/so TBA, Bupyca B 0,1 MS HATUBHOIA CNIEpMBbI.

OkcnepumeHT ykasan, uto PT-TLP meTof nmeeT npemmyLiecTsa B OTHOLLE-
Hum nsonsauun NB[ Bupyca n3 o6pas3vymkoB HATUBHOMN CrepMbl ObIKOB. 3TO CyTb: BbICTpOTa
ucnblTanma (1 go 2 AHA) n 66nbLlIas YyBCTBUTENbHOCTb NPEXAe BCEro pesynbrart LuTo-
TOKCcMYecKoro adpekTa HaTUBHON CriepMbl ObIKOB Ha KyfbTypy KMeTOK.

KntoueBble cnosa: Bl Bupyc, HaTnBHasi cnepma 6bIkoB, n3onsaums supyca, PT-TMLP
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