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Kratak sadrzaj

Dve vrste mikrosporidija roda Nosema uzro¢nici su nozemoze kod
odrasle medonosne pcele: N. apis i N. ceranae. Za postavljanje dijagnoze
i utvrdivanje stepena infekcije koristi se nekoliko mikroskopskih i mole-
kularno-bioloskih metoda. Cilj naseg rada bilo je poredenje pouzdanosti
tradicionalne mikroskopske metode i dve PCR metode: simplex- i duplex-
PCR. Pregledano je ukupno 150 uzoraka pcela. Mikroskopskim pregledom,
obavljenim prema preporukama OIE, prisustvo spora Nosema utvrdeno je
u 68,7% uzoraka. Medutim, simplex-PCR metodom dobijeni su pozitivni
rezultati u svih 150 uzorka (100,0%). Sa druge strane, primenom duplex-
PCR metode infekcija je ustanovljena kod 84,0 %; u svim slucajevima de-
terminisana je vrsta N. ceranae. Veca pouzdanost simplex-PCR metode u
odnosu na mikroskopski pregled, kako u otkrivanju infekcije malog inten-
ziteta, kao i moguénost detekcije vegetativnih oblika nozeme, navodi nas
da preporu¢imo uvodenje simplex-PCR metode kao obavezne za pracenje
stanja pCelinjih drustava na terenu; time bi se postigla rano utvrdivanje pri-
sustva infekcije i blagovremena prevencija njenog $irenja. Specijska iden-
tifikacija mikrosporidija roda Nosema najjednostavnija je i najisplativija
metodom duplex-PCR. Medutim, simplex-PCR ima ve¢u pouzdanost, te
preporucujemo da se uzorci koji su negativni na osnovu mikroskopskog
pegleda i duplex-PCR analize ispitaju i simplex-PCR metodom.

Kljucne reci: Apis mellifera, Nosema sp., mikroskopski pregled, sim-
plex-PCR, duplex-PCR.
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Abstract

UvVOD

Two microsporidia species of the Nosema genus cause nosemosis in the
adult honeybee: N. apis and N. ceranae. For diagnostic purposes and the de-
termination of infection level various microscopic and molecular biological
methods are used. The aim of this research was to compare the reliability
of the traditional microscopic assessment and two PCR techniques: sim-
plex- and duplex-PCR. Honey bee samples were taken from 150 colonies.
Microscopic examination, performed according to the recommendations
of the OIE, revealed Nosema spores in 68.67% samples analysed, whilst
with the simplex-PCR method all samples (100.0%) proved positive. On the
other hand, duplex-PCR method used for the identification of Nosema spe-
cies resulted in 84.0% positive samples, all of which were N. ceranae. Our
recommendation of the simplex-PCR method for the monitoring of honey
bees in field conditions is based on its higher reliability than the microsco-
pic assessment in the detection of low-level infections, as well as its potenti-
al for the detection of vegetative Nosema sp. stages; thus the early detection
and timely prevention of Nosema infection would be possible. Nosema spe-
cies identification is simplest and most cost-effective if performed with the
duplex-PCR analysis. However, the simplex-PCR is more reliable, thus, it is
suggested that samples that were negative when assessed with microscopy
and duplex-PCR analysis undergo simplex-PCR.

Key words: Apis mellifera, Nosema sp., microscopic examination, sim-
plex-PCR duplex-PCR.

Mikrosporidije roda Nosema predstavljaju Ceste parazite odraslih pcela
(Higes i sar. 2010). Do danas su opisane dve vrste koje napadaju medonosne
pcele: Nosema apis Zander (1909) i N. ceranae Fries (1996). Kod evropske me-
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donosne pcele (Apis mellifera) parazitiraju obe vrste, a kod azijske (Apis cera-
nae) samo N. ceranae (Fries i sar., 1996). Tokom poslednjih nekoliko godina
otkriveno je da N. ceranae dominira u odnosu na N. apis kod A. mellifera kako
u Srbiji (Stevanovic i sar., 2011) i susednim zemljama (Tapaszti i sar., 2009;
Tlak-Gajger i sar., 2010; Bacandritsos i sar., 2010), tako i $irom sveta (Fries i
sar., 2006; Klee i sar., 2007; Paxton i sar., 2007; Williams i sar., 2008; Giersch
i sar., 2009; Chen i Huang, 2010). Obe vrste inficiraju epitelne Celije srednjeg
creva pcela, mada izvesni podaci ukazuju da se N. ceranae moze nadi i u dru-
gim tkivima (Chen i Huang, 2010).

Pre otkric¢a N. ceranae smatralo se da je jedini uzro¢nik nozemoze vrsta N.
apis (Office International des Epizooties - OIE, 2004). U akutnoj fazi bolest koju
ona prouzrokuje karakterise podrhtavanje pcela radilica, dilatacija abdomena,
prisustvo fecesa na sacu i ispred kosnice, bolesnih ili uginulih p¢ela u njenoj
blizini, zatim smanjenje produkcije legla i velicine pcelinjeg drustva, narocito
u prolece (Bailey, 1955). Nedavno je ovo oboljenje nazvano ,nozemoza tipa
A’ a ono koje izaziva N. ceranae ,,nozemoza tipa C“ (COLOSS, 2009). Utvr-
deno je da se N. ceranae i N. apis bitno razlikuju po epizootiologiji infekcije i
patogenosti (Higes i sar., 2010). Karakteristike nozemoze tipa C jesu odsustvo
sezonalnosti (uzro¢nik moze da se dokaze tokom cele godine) i kontinuirano
uginjavanje pcela (uglavnom izletnica) sa visokim intenzitetom infekcije, $to
dovodi do ociglednih posledica: depopulacija drustva i smanjena produktiv-
nost, a zatim odsustvo klini¢kih simptoma pre uginuca, $to se objasnjava du-
gim periodom inkubacije (Higes i sar., 2008).

Prema rezultatima nekih istrazivanja, N. ceranae moze biti uzrok kolap-
sa pcelinjih drustava (colony collapse disorder - CCD), pojave u kojoj jaka
drustva neobjasnjivo, naizgled iznenada oslabe i najcesc¢e uginu bez ikakvih
vidljivih znakova bolesti (Higes i sar., 2008, 2009). Infekcija vrstom N. ceranae
moze da bude uzrok velikih gubitaka u pcelinjem drustvu (Martin-Hernandez
i sar. 2007; Higes i sar. 2008, 2009). Iz tih razloga znacajno je kontinuirano pra-
¢enje i blagovremeno otkrivanje uzro¢nika (pre nego $to se primete bilo kakvi
problemi), tim pre $to za kontrolu nozemoze za sada nema efikasnog preparata
(Higes i sar. 2010).

U ovom radu uporedivana je pouzdanost standardnog mikroskopskog
pregleda i dveju molekularno-bioloskih metoda u detekciji mikrosporidija
roda Nosema. Molekularne metode detekcije podrazumevaju in vitro klonira-
nje specifi¢nih sekvenci DNK putem reakcije lan¢ane polimerizacije (Polyme-
rase Chain Reaction — PCR). Ispitivana je efikasnost dveju varijanti PCR meto-
de: simplex-PCR (omogucava utvrdivanje prisustva uzroc¢nika) i duplex-PCR
(osim detekcije omogucava i odredivanje vrste nozeme).
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MATERIJAL I METODE RADA
Materijal

Istrazivanjem je obuhvaceno 150 uzoraka pcela Apis mellifera, prikupljenih
sa pcelinjaka na teritoriji Srbije. Uzorkovanje je obavljeno u skladu sa uput-
stvima OIE-a (OIE, 2008). Svaki uzorak je sadrzao 60 odraslih pcela izletnica
sakupljenih sa leta ko$nice.

Mikroskopska detekcija spora nozeme i kvantifikacija stepena infekcije

Mikroskopski pregled uzoraka pcela u cilju utvrdivanja prisustva spora
nozeme obavljen je prema preporukama OIE (2008). Iz svakog uzorka, abdo-
meni 60 pcela macerirani su u 2-3 ml vode i suspenzija zatim pregledana pod
mikroskopom (x400).

Detekcija i determinacija vrste mikrosporidija roda Nosema putem
PCR metoda

Za izolaciju DNK 1 ml homogenizovane suspenzije spora centrifugiran je
5 min. na 16100 g. Dobijeni talog je tretiran te¢nim azotom, zatim izdrobljen
sterilnim tuckom i obraden pomocu seta za izolaciju DNK “DNeasy Plant
Mini Extraction Kit” (Qiagen, Cat. No. 69104).

Koris¢ene su dve PCR metode, simplex-PCR (Stevanovi¢ i sar., 2011) i
duplex-PCR (Martin-Hernandez i sar., 2007). Za sprabljanje PCR mesavine i
programiranje termalnog PCR rezima kori$¢eni su protokoli detaljno opisani
u radu Stevanovié i sar. (2011).

PCR amplifikacije obavljene su u aparatu Mastercycler Personal (Eppen-
dorf) i MultiGene Gradient (Labnet International Inc.). Elektroforetska ana-
liza PCR produkata (4 pl amlifikovane DNK) izvedena je na 1,4% agaroznom
gelu (1xTBE), nakon cega je obavljeno bojenje etidijum-bromidom i vizueli-
zacija pod UV svetlo$¢u. Kao marker za odredivanje veli¢ine traka izrazene u
baznim parovima (bp) koris¢en je komercijalni O’'RangeRuler™ 50bp DNK
ladder (Fermentas).

REZULTATI I DISKUSIJA

Od ukupnog broja analiziranih uzoraka (N=150) mikroskopskim pregle-
dom utvrdeno je prisustvo spora roda Nosema u 103 uzorka (68,7%), dok je
metodom simplex-PCR (Tabela 1, Slika 1) prisustvo mikrosporidija roda No-
sema utvrdeno u svim uzorcima (100,0%), kako u onima koji su na mikro-
skopskom pregledu bili pozitivni, tako i u onima koji su bili negativni (Tabela
1). Medutim, duplex-PCR analizom istih uzoraka, obavljenom radi determi-
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nacije vrste nozeme, infekcija je dokazana u 126 uzoraka (84,0%), a u preosta-
la 24 (16,0%) rezultat je bio negativan (Tabela 1, Slika 2). Uzorci u kojima je
metodom duplex-PCR potvrdena infekcija (N=126) dali su amplikone veli¢ine
218-219 bp, $to znaci da bili zarazeni samo vrstom N. ceranae, dok ni u jed-
nom nisu dobijeni fragmenti duzine 321 bp, sto ukazuje na odsustvo N. apis.
Osim toga, nije zabelezen ni jedan slucaj mesovite infekcija vrstama N. apis/N.
ceranae (Tabela 1).

Za postavljanje dijagnoze infekcije mikrosporidijama iz roda Nosema OIE
nalaze mikroskopski pregled suspenzije dobijene maceriranjem najmanje 60
pcelinjih abdomena u 2-3 ml vode, $to predstavlja relativno malo razblazenje i
omogucava otkrivanje 5% obolelih pcela sa 95% sigurnosti (OIE, 2008). S ob-
zirom da je ova tehnika relativno jeftina i istovremeno veoma pouzdana, moze
da se smatra metodom izbora za postavljanje dijagnoze nozemoze.

U poslednje vreme sve se ¢esce koriste PCR metode za pregled pcela na
prisustvo vrsta mikrosporidija roda Nosema. Medutim, prema vaze¢im prepo-
rukama OIE-a (2008), PCR tehnika se preporucuje samo za utvrdivanje vrste
uzro¢nika (ispitivanje da li je u pitanju N. apis ili N. ceranae) u uzorcima kod
kojih su mikroskopiranjem dokazane spore. Zbog toga je u ovom radu upore-
dena pouzdanost mikroskopskog pregleda i dveju PCR metoda u dijagnostici
nozemoze. Svi uzorci pcela pregledani su svim trima metodama. Koris¢ene
su dve varijante PCR metode: duplex-PCR (Martin-Hernandez i sar., 2007) i
simplex-PCR sa prajmerima nos-16S-fw/rv (Stevanovi¢ i sar., 2011).

S obzirom da je simplex-PCR tehnikom otkriveno prisustvo mikrospo-
ridija roda Nosema u svih 150 analiziranih uzorka, ukljuc¢uju¢i 47 u kojima
mikroskopskom pregledom nije uocena nijedna spora, moze se zakljuciti da
se ovom varijantom PCR metode detektuju i vegetativni oblici nozeme; ovo
je od narocitog znacaja u prvim danima infekcije, kada nema eliminacije spo-
ra, ili je ona vrlo oskudna (Higes i sar., 2007, 2008). Osim toga, simplex-PCR
tehnika kori$¢ena u ovom radu pokazala je vecu efikasnost od real-time PCR
(Bourgeois i sar., 2010) za koju se tvrdi da je veoma senzitivna, jer omogucava
dokazivanje infekcije nozemom i kada je u uzorku prisutna makar jedna spora.
Osim toga, simplex-PCR je daleko brza i manje skupa od real-time PCR tehni-
ke. Simplex-PCR je pokazao visu efikasnost (100,0%) u poredenju sa duplex-
PCR metodom, ¢ija je efikasnost bila 84,0%, $to je u saglasnosti sa prethodno
objavljenim rezultatima (Stevanovic¢ i sar., 2011) prema kojima je efikasnost
duplex-PCR-a bila 82%. Determinacija vrste primenom simplex-PCR nije mo-
guca bez dalje analize koja podrazumeva digestiju amplikona restrikcionim
endonukleazama (PCR-RFLP), ¢ime se dobijaju species-specifi¢ni restrikcioni
fragmenti (Stevanovic i sar., 2011). Medutim, PCR-RFLP je skuplja i zahteva
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vi$e vremena i rada u poredenju sa metodom duplex-PCR. Uprkos tome, uko-
liko je neophodno da ta¢nost rezultata diferencijalne dijagnostike N. apis/N.
ceranae bude 100 %, PCR-RFLP predstavlja metodu izbora.

Zakljucak

Tradicionalna mikroskopska metoda za utvrdivanje prisustva mikros-
poridija roda Nosema (protokol OIE) pokazala je znatno manju pouzdanost
(68,7%) od molekularno-bioloskih metoda detekcije koris¢enih u ovom radu,
¢ija je efikasnost bila 84,0% (duplex-PCR), odnosno 100,0% (simplex-PCR).
Dobijeni rezultati navode nas da preporuc¢imo da se simplex-PCR uvede kao
obavezna metoda za pracenje stanja pcelinjih drustava na terenu sa ciljem $to
ranije detekcije i blagovremene prevencije Sirenja infekcije nozemom (pre
pojave bilo kakvih simptoma). Za potrebe diferencijalne dijagnostike izme-
du infekcije vrstom N. apis i N. ceranae jednostavnija i isplativija metoda je
duplex-PCR, ali je pouzdanija simplex-PCR posle koje sledi obrada amplikona
restrikcionim enzimima (RFLP).
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Vsl a2 3 xS 365 i SER ORE KCIKET:

Slika 1. Rezultati dobijeni metodom simplex-PCR.

Legenda: Linija M, 50 bp marker; K+, pozitivna kontrola Nosema sp.; K-, negativna
kontrola; 1-9, PCR produkti uzoraka inficiranih mikrosporidijama roda Nosema;
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Slika 2. Rezultati dobijeni putem metode duplex-PCR.
Legenda: Linija M, 50 bp marker; K1+, pozitivna kontrola N. apis; K2+, pozitivna
kontrola N. ceranae; K-, negativna kontrola; 1-11, PCR produkti uzoraka inficiranih

vrstom N. ceranae;

Tabela 1. Rezultati ispitivanja pcela Apis mellifera na prisustvo mikrosporidija roda

Nosema
Nosema-
Metoda Nosema—poz.lFlvnl uzorci negatlv.m
(broj i %) uzorci
(broj i %)
Mikroskop-
ski pregled 103 (68,7) 47 (31,3)
Simplex-
PCR 150 (100,0) 0 (0,0)
N. apis 0 (0,0)
Duplex— 126 (84,0) N. cerqnae 126 (100,0) 24 (16,0)
PCR N. apis/N.
0 (0,0)
ceranae
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