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MOGU]NOST UPOTREBE RT-PCR TEHNIKE U
UTVR\IVANJU PRISUSTVA VIRUSA GOVE\E 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. Petrovi}, S. Lazi}, M. Jovi~in, Bosiljka \uri~i}**

Virus gove|e virusne dijareje (BVD-a) je zna~ajan zdravstveno-
ekonomski patogen kod goveda koji mo`e da se izlu~uje i {iri i putem
sperme trajno i akutno inficiranih bikova. Nativna sperma {est bikova,
za koju je izolacijom virusa i RT-PCR metodom utvr|eno da je negativna
na BVD virus, eksperimentalno je inokulisana desetostrukim razre|e-
njima necitopatogenim 22146 sojem BVD virusa titra 105,5. Na ovaj
na~in dobijena su razre|enja BVD virusa od 10-1 do 10-6 (5 x 104

TCID/50 do 0,5 TCID/50 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 bazen~i}a, u kojoj je svaki uzorak inficirane
sperme postavljen u tri primerka, a svaki od njih je titriran od razre|enja
1:2 do 1:256. Prisustvo BVD virusa je dokazano tehnikom fluorescent-
nih antitela u drugoj slepoj pasa`i na kulturi }elija FTB. Za kulturu }elija
je utvr|en izrazito toksi~an efekat nativne sperme do razre|enja 1:64.
Virus BVD-a je reizolovan iz sperme u sva tri primerka uzoraka sperme
sa 5 x 104, 5 x 103 i 5 x 102 TCID/50, a nije reizolovan iz sperme sa 50, sa
5 i sa 0,5 TCID/50 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 utvr|en u nativnoj spermi sa 5 x 104, 5 x 103, 5 x 102

i 50 TCID/50 BVD virusa u 0,1 ml nativne 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

371

ORIGINALAN NAU^NI RAD – ORIGINAL SCIENTIFIC PAPER

* Rad primljen za {tampu 21. 1. 2005. godine

** Mr Tama{ Petrovi}, istra`iva~ saradnik; dr Sava Lazi}, vi{i nau~ni saradnik; dr Milovan Jo-
vi~in, vi{i nau~ni saradnik, Nau~ni institut za veterinarstvo „Novi Sad”, Novi Sad; dr Bosiljka
\uri~i}, redovni profesor, Fakultet veterinarske medicine, Beograd



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 }elija.

Klju~ne re~i: BVD virus, nativna sperma bikova, izolacija virusa,
RT-PCR

Virus gove|e virusne dijareje (virus BVD) je pestivirus koji uzrokuje
gastrointestinalna, respiratorna i reproduktivna oboljenja kod goveda Š1¹. On
predstavlja zna~ajan zdravstveno-ekonomski patogen u govedarstvu, pri ~emu
se taj zna~aj indirektno ispoljava u vidu velikog broja (vi{e od 140) registrovanih
vakcina na tr`i{tu Š2¹ i napora koje ula`u pojedine zemlje Evropske unije za nje-
govu eradikaciju Š3¹. U veliki broj na~ina i puteva {irenja BVD virusne infekcije,
ubraja se i njegovo izlu~ivanje putem sperme trajno i akutno inficiranih bikova Š1,
4, 5¹. 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 omogu}ava razvoj perzistentne infekcije i nesmetano umno`avanje i izlu~i-
vanje virusa BVD tokom celog `ivota budu}e jedinke Š6, 7¹. Preko duboko
zamrznutog semena perzistentno inficiranih (PI) bikova virus BVD lako se prenosi
na osemenjene prijem~ive `ivotinje i na taj na~in se infekcija brzo {iri u populaciji
goveda. Posledice koitalne infekcije uklju~uju smanjenu koncepciju, rana embri-
onala uginu}a, abortuse i ra|anje perzistentno inficiranih `ivotinja Š4, 5¹. Akutna
BVD virusna infekcija bika nastaje u slu~aju infekcije prijem~ive, imunokompe-
tentne `ivotinje. Ve}im brojem ispitivanja je utvr|eno da virus BVD mo`e da se
izoluje i iz sperme akutno inficiranih bikova u stadijumu viremije, dok mogu}nost
njegove izolacije iz sperme izostaje nakon pojavljivanja specifi~nih antitela Š8, 9¹.
Meyling i Jensen Š5¹ ustanovili su pozitivan serolo{ki odgovor kod svih 12 sero-
negativnih junica posle ve{ta~kog osemenjavanja semenom PI bika, a kod samo
tri od 60 seronegativnih junica utvr|en je pozitivan serolo{ki odgovor posle
ve{ta~kog 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 razre|iva~a za kulturu }elija na kojima se obavlja izolacija virusa, kao i u
poznatom virulicidnom efektu seminalne plazme Š10, 11¹. Usled ovih razloga ~es-
to se pojavljuju „la`no” negativni rezultati izolacije BVD virusa iz sperme, naro~ito
ukoliko je u pitanju mali broj virusnih ~estica. Prema podacima iz literature koli~ina
virusa BVD u ejakulatu akutno inficiranog bika naj~e{}e je izme|u 5 i 75 CCID50 u
jednom mililitru ejakulata Š8, 12¹. Zna~ajan problem predstavlja i veliko razre|enje
ejakulata u komercijalnom semenu bikova i serolo{ki odgovor akutno inficiranih
bikova nakon infekcije. Naime, ve}i broj autora je ustanovio da se BVD virus ne
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mo`e da izoluje iz sperme bikova posle pojavljivanja specifi~nih antitela u krvi,
iako je on prisutan u spermi Š8, 9, 12, 13¹. Na ovaj na~in dobija se la`no negativan
nalaz. Kod perzistentno inficiranih bikova virusom BVD to nije slu~aj, zato {to
izostanka serolo{kog odgovora, postoji stalna i nesmetana replikacija i izlu~ivanje
virusa BVD svim sekretima i ekskretima, pa i spermom u velikoj koli~ini (od 104 do
107 CCID50 u ml ejakulata, 9). Me|utim, na pravi problem ukazuju Givens i sarad-
nici Š13¹ koji izve{tavaju o prisustvu virusa BVD u spermi sedam meseci nakon
akutne infekcije odraslog serolo{ki negativnog imunokompetentnog bika. Pri
tome je virus BVD, posle kratkotrajne viremije i pojavljivanja specifi~nih antitela
nestao iz krvi. Izolacija virusa BVD u nativnoj spermi je bila pozitivna do pojave se-
rolo{kog odgovora, a nakon toga virus nije mogao da se utvrdi ovom metodom,
dok je RT-PCR metodom virus BVD utvr|en 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 serolo{ki negativnoj teladi
nastala je infekcija i sinteza specifi~nih antitela. Na ovaj na~in nesumnjivo je
potvr|eno prisustvo virusa BVD u pomenutim uzorcima sperme Š13¹.

Cilj ovoga rada je da uka`e na mogu}nost utvr|ivanja prisustva virusa
BVD u nativnoj spermi bikova pomo}u reverzne transkripcije - polimeraza lan~ane
reakcije (RT-PCR) i njenu prednost u odnosu na klasi~nu izolaciju virusa.

Kao materijal u ispitivanju osetljivosti metoda za utvr|ivanje prisustva
virusa BVD u spermi kori{}eni su uzorci nativne sperme {est bikova i necitopato-
geni (ncp) soj virusa BVD 22146, titra 105.5, na sekundarnoj kulturi }elija fetalnog
tele}eg bubrega (FTB). Radi utvr|ivanja 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 utvr|eno prisustvo spe-
cifi~nih antitela za virus BVD, niti je utvr|eno prisustvo BVD virusnog antigena. Na-
tivna sperma 6 bikova, za koju je prethodno izolacijom virusa i RT-PCR metodom
utvr|eno da je negativna na virus BVD, eksperimentalno je inokulisana desetos-
trukim razre|enjima 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 slu`io 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 razre|eni doda-
vanjem fiziolo{kog rastvora u razmeri 1:1 (na 0,45 ml nativne sperme dodato je
0,45 ml fiziolo{kog rastvora). Na 0,9 ml ovako razre|enih uzoraka nativne sperme
dodato je po 0,1 ml desetostrukih razre|enja 22146 soja BVD virusa u fiziolo{kom
rastvoru, po~ev od koncentrovanog virusa do 10-5. Na ovaj na~in su dobijena
razre|enja BVD virusa od 10-1 do 10-6 u 0,1 ml nativne sperme. Ovakav na~in
ve{ta~ke infekcije je odabran radi {to ta~nije procene koli~ine virusa koja se nalazi
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u 0,1 ml inficiranih uzoraka sperme. Negova koli~ina u uzorcima nativne sperme je
bila 5 x 104 TCID/50, 5 x 103 TCID/50, 5 x 102 TCID/50, 5 x 101 TCID/50, 5 TCID/50 i 0,5
TCID/50. Na ovaj na~in dobili smo razli~it broj virusnih ~estica, pri ~emu nativna
sperma sa svim svojim osobinama nije bila razre|ivana. Na isti na~in su razre|eni
parni uzorci nativne sperme koja je ostavljena za negativnu kontrolu, s tim da je
umesto 0,1 ml razre|enja virusa dodavano 0,1 ml fiziolo{kog rastvora (0,45 ml na-
tivne sperme + 0,45 ml fiziolo{kog rastvora + 0,1 ml fiziolo{kog 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 kori{}en super-
natant nativne sperme posle centrifugovanja. Reizolacija virusa BVD obavljena je
u mikrotitar plo~i sa 96 bazen~i}a u kojoj je svako razre|enje virusa u nativnoj
spermi postavljeno u tri primerka, a svako od njih je titrovano u medijumu za kul-
turu }elija od razre|enja 1:2 do 1:256. U svaki bazen~i} mikroplo~e je postavljeno
0,1 ml supernatanta inokulisanih uzoraka sperme, na prethodno opisan na~in, na
koje je dodato 0,1 ml suspenzije FTB }elija u medijumu za rast kulture }elija.
Ovakva postavka reizolacije virusa BVD iz sperme je sprovedena zbog poznatog i
o~ekivanog toksi~nog efekta za kulturu }elija i utvr|ivanja koli~ine virusa koja
predstavlja granicu detekcije u izolaciji virusa BVD iz nativne sperme. Kao medi-
jum za rast i odr`avanje kulture }elija kori{}en je Eagle MEM sa hepesom
(SIGMA) i 10% fetalnog gove|eg seruma za koji je prethodno utvr|en da je „slo-
bodan” od virusa BVD, kao i specifi~nih antitela za virus BVD. Posle pet dana inku-
bacije na temperaturi od 37oC 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 µl, preba~eni na nove mikrotitar
plo~e. Na njih je dodato po 0,1 ml suspenzije novih FTB }elija, a inkubacija na
temperaturi od 37oC trajala je ~etiri dana. Na isti na~in, u istom rasporedu i u istim
uslovima su inokulisani i supkultivisani uzorci pripremljene nativne sperme kao
negativne kontrole. S obzirom da virusni soj koji je kori{}en u eksperimentu pri-
pada necitopatogenom biotipu virusa BVD (kakav je naj~e{}e prisutan u prirodi),
njegovo prisustvo, u kulturi }elija druge slepe pasa`e uzoraka, indirektno je
potvr|ivano 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 proizvo|a~a. Izolovana RNA je resuspendovana

u 40 �l DEPC-tretirane vode. Umno`avanje sekvence od 300 bp 5'UTR dela ge-
noma BVD virusa sprovedeno je pomo}u „one-tube RT-PCR” metode (Access RT-
PCR system, Promega, USA) po uputstvu proizvo|a~a i po opisanoj proceduri
Barli~-Maganje i Groma Š14¹ i Toplaka i saradnika Š15¹, kori{}enjem prajmera

Pest2-L i P1-U opisanih u tabeli 1. U RT-PCR reakciji je kori{}eno 4 �l 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-
re|enja ovog virusa koja su kori{}ena za inokulaciju nativne sperme bikova.

Tabela 1. Detalji oligonukleotidnih prajmera koji su kori{}eni u RT-PCR reakciji. Pozicija u
genomu i predvi|ena veli~ina umno`ene sekvence genoma odgovaraju referentnom
BVDV soju NADL Š16¹

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 Š16¹

Prajmer /
Primer

Sekvenca / Sequence
(5’ - 3’)

Pozicija
u genomu /

Position in genome

Veli~ina i lokacija
u genomu /

Size and location in
genome

P1-U AGAGGCTAGCCATGCCCTTAGT 97-118 oko 300 bp

Pest2-L TCAACTCCATGTGCCATGTAC 395-375 5'-UTR

Za kulturu }elija FTB u prvoj slepoj pasa`i utvr|en je izrazito toksi~an
efekat nativne sperme do razre|enja 1:64. Toksi~an efekat, koji se ogledao u pot-
punoj citomorfolo{koj destrukciji i deformaciji }elija i nemogu}nosti njihove ad-
herencije za mikrotitar plo~u, bio je uo~ljiv nakon prva 24 ~asa na razre|enjima
nativne sperme 1:2 do 1:16. U bazen~i}ima mikrotitar plo~e, u kojima je sperma
bila razre|ena 1:32 i 1:64, nakon prva 24 ~asa inkubacije, toksi~nost se ogledala u
morfolo{kim promenama }elija, najvi{e u vidu vakuolizacije u citoplazmi, prome-
njenom obliku i stvaranju sincicijuma. Nakon naredna 24 ~asa i u tim bazen~i}ima
je nastalo odvajanje }elija od podloge. Ovakav efekat je ispoljila sperma kako viru-
som inokulisana, tako i neinokulisana sperma. U drugoj slepoj pasa`i (supkultiva-
ciji) toksi~an efekat je ustanovljen, u zavisnosti od uzorka nativne sperme,
naj~e{}e do razre|enja 1:8.

U razre|enjima 1:8, 1:16 i 1:32 druge slepe pasa`e virusom inokuli-
sanih uzoraka nativne sperme, prisustvo virusa BVD nije moglo da se doka`e teh-
nikom fluorescentnih antitela ni u jednom uzorku desetorostrukih razre|enja vi-
rusa. Virus BVD-a je reizolovan i njegovo prisustvo je dokazano tehnikom fluores-
centnih antitela u razre|enjima 1:64, 1:128 i 1:256 u sva tri primerka uzoraka na-
tivne sperme sa 5 x 104, 5 x 103 i 5 x 102 TCID/50 22146 virusa BVD u 0,1 ml. Virus
BVD-a nije reizolovan iz uzoraka nativne sperme sa 5 x 101 (50) TCID/50, 5 TCID/50 i
0,5 TCID/50 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 razre|enja 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) umno`avanja veli~ine 300 bp utvr|en je u uzorcima nativne sperme sa 5 x
104, 5 x 103, 5 x 102 i 5 x 101 TCID/50 virusa BVD u 0,1 ml. U uzorcima nativne
sperme bikova sa 5 TCID/50 i 0,5 TCID/50 virusa BVD nije utvr|eno prisustvo spe-
cifi~nog benda (slika 1).

Prilikom ispitivanja desetostrukih razre|enja 22146 soja virusa BVD u
fiziolo{kom rastvoru, kojima su inokulisani uzorci nativne 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 razre|enjima 10-1,
10-2, 10-3, 10-4 i 10-5, odnosno detektovan je virus BVD titra 5 x 104 TCID/50, 5 x 103

TCID/50, 5 x 102 TCID/50, 5 x 101 TCID/50 i 5 TCID/50 virusa BVD u 0,1 ml. Samo u
razre|enju 10-6 (0,5 TCID/50) ovom metodom nije ustanovljeno prisustvo virusa
BVD u fiziolo{kom rastvoru. Pri tome, koli~ina RNA koja je kori{}ena u RT-PCR

reakciji bila je identi~na (4 �l), kao i ona kod ispitivanja prisustva virusa BVD u
uzorcima inficirane sperme.

Izolacijom na kulturi }elija FTB, pozitivan rezultat je utvr|en u uzor-
cima inokulisane nativne sperme u kojima je koli~ina virusa BVD bila 5 x 104, 5 x
103 i 5 x 102 TCID/50 u 0,1 ml. Virus BVD-a nije reizolovan iz uzoraka nativne
sperme bikova u kojima je njegova koli~ina bila 5 x 101 TCID/50, 5 TCID/50 i 0,5
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Slika 1. Detekcija PCR produkata na gelu. S leva na desno uzorci nativne sperme sa
5 x 104, 5 x 103, 5 x 102 i 5 x 101, 5 TCID/50 i 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 5x104, 5x103,
5x102, and 5x10l, 5 TCID/50 and 0.5 TCID/50 BVD virus. The seventh sample is a negative control, on
the eighth is the 100 bp marker

Diskusija / Discussion



TCID/50 u 0,1 ml. Pozitivan rezultat prisustva BVD virusnog genoma RT-PCR meto-
dom je utvr|en u nativnoj spermi u kojoj je koli~ina virusa BVD bila 5 x 104, 5 x 103,
5 x 102 i 5 x 101 TCID/50 u 0,1 ml, dok njegovo prisustvo nije utvr|eno u uzorcima
sa 5 TCID/50 i 0,5 TCID/50 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. Utvr|ene pred-
nosti RT-PCR metode su: brzina ispitivanja (jedan do dva dana) i ve}a osetljivost.
Metoda RT-PCR je, pri tome, pokazala deset puta ve}u osetljivost (50 TCID/50) u

odnosu na izolaciju virusa (500 TCID/50), iako je u reakciji kori{}eno 4 �l od 40 �l
izolovane RNA iz uzorka. Do sli~nih rezultata su do{li i drugi autori Š11, 17, 13¹
Izolacija virusa traje najmanje deset dana, a njena manja osetljivost je, pre svega,
rezultat toksi~nog efekta nativne sperme bikova za kulturu }elija. Naime, ispiti-
vanja su ukazala na toksi~an efekat nativne sperme do razre|enja 1:64 za kulturu
}elija FTB u prvoj slepoj pasa`i. Toksi~an efekat se preneo i na uzorke u drugoj
slepoj pasa`i do razre|enja 1:8. Izrazito toksi~an efekat nativne sperme bikova za
kulturu }elija spominju i drugi autori u svojim ispitivanjima Š11, 18, 19¹. Toksi~an
efekat nativne sperme je posebno izra`en za primarne i sekundarne kulture }elija
koje se koriste kod izolacije virusa BVD zbog njihove ve}e osetljivosti i usled ~este
latentne kontaminacije komercijalnih }elijskih linija virusom BVD. Usled toksi~nog
efekta nativne sperme do razre|enja 1:64, virus BVD koji je u uzorcima bio prisu-
tan u titru 5 x 101 TCID/50, 5 TCID/50 i 0,5 TCID/50 nije mogao da se ve`e i umno`i u
kulturi }elija. U ve}im razre|enjima (1:128 i 1:256) ovih uzoraka sperme, vero-
vatno}a prisustva virusa BVD je bila veoma mala (zbog razre|enja), pa se iz tih
razloga nije ni mogao da reizoluje.

Metodom RT-PCR nije se utvrdilo prisustvo 5 TCID/50 virusa BVD u
uzorku nativne sperme bika, iako je ova koli~ina virusa utvr|ena u fiziolo{kom
rastvoru, prilikom utvr|ivanja limita detekcije ove metode. Rezultat ukazuje na
prisustvo inhibitornog efekta nativne sperme na RT-PCR reakciju. Ovaj fenomen je
opisao ve}i broj autora Š20, 17, 11¹, koji su utvrdili inhibitorni efekat nativne
sperme na reverznu transkripciju. Da Silva i sar Š17¹ ukazuju da je radi pove}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 pozitivnu reakciju u spermi
sa 0,4 TCID/50 virusa BVD. Givens i sar Š13¹ isti~u kao posebnu prednost mo-
gu}nost RT-PCR metode da utvrdi prisustvo virusa BVD u prisustvu specifi~nih an-
titela i nezamenljiv zna~aj ove metode kod utvr|ivanja 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.

Utvr|ivanje prisustva virusa BVD u nativnoj spermi i komercijalnom se-
menu bikova je od velikog zdravstvenog i ekonomskog zna~aja u govedarstvu.
Prakti~an zna~aj je jo{ ve}i kod nemogu}nosti ispitivanja bika donora sperme,
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odnosno semena, u slu~ajevima uvoza semena ili ukoliko bik nije vi{e u eks-
ploataciji. Voges i saradnici Š12¹ utvrdili su perzistentnu BVD virusnu infekciju u
testisima seropozitivnog, neviremi~nog bika u centru za VO. Virus, prose~nog titra
103,3 TCID50/ 0,1 ml, ustanovljen je u ve}em broju ejakulata tokom svih jedanaest
meseci ispitivanja, pri ~emu ni jednom slu~aju nije ustanovljen u krvi. Kod po-
menutog bika je utvr|en izuzetno visok titar antitela koji je bio ve}i od 1:4096, a na
homologni virus (izolovan iz sperme) u jednom slu~aju i 1:100000. Sperma pri
tome nije bila zna~ajnije morfolo{ki promenjena i bik se neko vreme koristio za
proizvodnju semena. Autori smatraju da ova pojava mo`e da se objasni akutnom
infekcijom imunokompetentnog bika pre puberteta, odnosno pre uspostavljanja
gustog spoja izme|u Sertolijevih }elija u testisima nazvanog krvno-testisna ba-
rijera. Virus lokalizovan u testisima je nakon formiranja barijere potpuno za{ti}en
od imunog sistema `ivotinje, {to mu omogu}ava nesmetanu replikaciju i izlu~i-
vanje spermom. Ovakvi i sli~ni slu~ajevi govore u prilog mi{ljenju 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 na{ih ispitivanja i podataka iz literature mo`emo, na os-
novu osetljivosti i vremena trajanja ispitivanja, da preporu~imo upotrebu stan-
dardizovane RT-PCR metode u utvr|ivanju prisustvu virusa BVD u uzorcima na-
tivne sperme bikova.
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POSSIBILITY FOR USE OF RT-PCR TECHNIQUE IN ESTABLISHING PRESENCE OF
BOVINE VIRAL DIARRHEA VIRUS IN SPERM OF BREEDING BULLS

T. Petrovi}, S. Lazi}, M. Jovi~in, Bosiljka \uri~i}

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 105.5. This way,
dilutions of the BVD virus from 10–1 to 10–6 (5x104 TCID/50 to 0.5 TCID/50 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, 5 x 103, and 5 x 102 TCID/50, and it was
not reisolated from sperm with 50, with 5, and with 0.5 TCID/50 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 102, and 50 TCID/50 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.

VOZMO@NOSTÃ UPOTREBLENIÂ RT-PCR TEHNIKI V UTVER@DENII
PRISUTSTVIÂ VIRUSA GOVÂ@EY VIRUSNOY DIAREI V SPERME

PLEMENNÀH BÀKOV

T. Petrovi~, S. Lazi~, M. Yovi~in, BosilÝka D`uri~i~

Virus govÔ`ey virusnoy diarei (VGVD/GVD) zna~itelÝnìy zdravoohra-
nitelÝno-Ìkonomi~eskiy patogen u krupnogo rogatogo skota, kotorìy mo`no vì-
delÔtÝ i ras{irÔtÝ i putëm spermì persistentno i ostro inficirovannìh bìkov.
NativnaÔ sperma 6 bìkov, dlÔ kotoroy izolÔciey virusa i RT-PCR metodom ut-
ver`deno, ~to otricatelÝnaÔ na GVD virus, ÌksperimentalÝno inficirovana de-
sÔtikratnìmi razre`ënnostÔmi necitopatogennìmi 22146 {tammom GVD virusa ot
10–1 do 10–6 (5h10–4 TCID/50 do 0,5 TCID/50 GVD virusa) v 0,1 ml nativnoy spermì.
Iz takoy `e inficirovannoy spermì sover{ena reizolÔciÔ virusa na kulÝture
kletok FTB v mikrolitr plite s 96 basseynikov v kotoroy ka`dìy obraz~ik infi-
ciorovannoy spermì postavlen v tri ÌkzemplÔra, a ka`dìy obraz~ik infici-
rovannoy spermì postavlen v tri ÌkzemlÔra, a ka`dìy iz nih titrovan ot raz-
re`Ònnosti 1:2 do 1:256. DokazatelÝstvo prisutstviÔ GVD virusa sover{eno teh-
nikoy fluorescentnìh antitel v drugom slepom passa`e na kulÝture kletok FTB.
DlÔ kulÝturì kletok utvre`den vìrazitelÝno toksi~eskiy Ìffekt nativnoy
spermì vo vseh trÒh ÌkzemplÔrah obraz~ikov spermì s 5h104, 5h103 i 5h102 TCID/50,
a ne reizolirovan iz spermì s 50, s 5 i s 0,5 TCID/50 GVD virusa v 0,1 ml nativnoy
spermì. Odnovremenno sover{eno dokazìvanie prisutsviÔ GVD virusnogo genoma
RT-PCR metodom v tot Ìe obraz~ikah iskusstvenno inficirovannoy nativnoy
sperme s 5h104, 5h103, 5h102 i 50 TCID/50 GVD virusa v 0,1 ml nativnoy spermì.

Õksperiment ukazal, ~to RT-PCR metod imeet preimuçestva v otno{e-
nii izolÔcii GVD virusa iz obraz~ikov nativnoy spermì bìkov. Õto sutÝ: bìstrota
ispìtaniÔ (1 do 2 dnÔ) i bôlÝ{aÔ ~uvstvitelÝnostÝ pre`de vsego rezulÝtat cito-
toksi~eskogo Ìffekta nativnoy spermì bìkov na kulÝturu kletok.

KlÓ~evìe slova: GVD virus, nativnaÔ sperma bìkov, izolÔciÔ virusa, RT-PCR
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