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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zestaw dwoch par starteréw oligonukleotydowych do jednocze-
snego wykrywania oraz réznicowania mikrosporydiéw Vairimorpha (Nosema) apis i Vairimorpha (No-
sema) ceranae z zastosowaniem reakcji tancuchowej polimerazy, a takze sposéb wykrywania obecno-
Sci tych patogendéw w pszczotach miodnych (Apis mellifera) oraz probach $rodowiskowych.

Ochrona populacji pszczoty miodnej jest szczegoélnie istotna ze wzgledu na pandemiczny, prze-
wlekly charakter zakazen oraz znaczne straty powodowane przez te patogeny, prowadzace do zamie-
rania catych rodzin pszczelich. Obserwowane sg zaréwno zakazenia jednym z wymienionych patoge-
néw, jak réwniez infekcje mieszane. Metody molekularne charakteryzujg sie duzg specyficznoscia i czu-
toscig, identyfikujg mikroorganizmy poprzez wykrycie obecnosci ich materiatu genetycznego w pszczo-
tach nie wykazujgcych jeszcze objawdéw chorobowych. Wczesne wykrycie infekcji umozliwia podjecie
szybszych i skuteczniejszych dziatar oraz zapobiega intensywnemu rozprzestrzenianiu sie zakazenia,
co jest bardzo istotne ze wzgledu na duzg liczebnos$é i Scistg wspotegzystencje pszczét w obrebie jednej
rodziny pszczelej. Vairimorpha (Nosema) ceranae jest uznawany za patogen o wyzszej wirulentnosci
niz Vairimorpha (Nosema) apis, dlatego wiasciwa identyfikacja zakazenia do gatunku jest bardzo
wazna, gdyz wptywa na sposéb leczenia pszczot.

Identyfikowane patogeny Vairimorpha (Nosema) apis i Vairimorpha (Nosema) ceranae nalezg do
grupy mikrosporydiéw — wewnatrzkomorkowych mikroorganizméw eukariotycznych, ktére sg blisko spo-
krewnione z grzybami. Dotychczas okre$lane byty one jako Nosema apis oraz Nosema ceranae, ale ich
pozycja taksonomiczna zostata w ostatnim czasie zredefiniowana (Tokarev YS, Huang W-F, Solter LF,
Malysh JM, Becnel JJ, Vossbrinck CR. 2020. A formal redefinition of the genera Nosema and Vairi-
morpha (Microsporidia: Nosematidae) and reassignment of species based on molecular phylogenetics.
J Invertebr Pathol. 169: 107279). Jedng z najczesciej stosowanych molekularnych metod identyfikac;i
patogenéw V. apis i V. ceranae opartg na dwéch reakcjach PCR jest metoda wykorzystujgca dwie pary
gatunkowo-specyficznych starterow 321APIS-FOR/321APIS-REV dajgce produkt o diugosci 321 pz
w obecnoéci DNA Vairimorpha (Nosema) apis oraz 218MITOC-FOR/218MITOC-REV dajace produkt
o dtugosci 218-219 pz dla Vairimorpha (Nosema) ceranae, (Martin-Hernandez R, Meana A, Prieto L,
Salvador AM, Garrido-Bailon E, Higes M, 2007. Outcome of colonization of Apis mellifera by Nosema
ceranae. Appl Environ Microbiol. 73(20): 6331-8). Byty one stosowane zaréwno w celu stwierdzenia
obecnoéci V. apis i/lub V. ceranae, jak rowniez w analizach udziatu iloSciowego obu patogenéw w ba-
danych prébach. Z przeprowadzonych badah wynika jednak, ze w przypadku pary 321APIS-
FOR/321APIS-REV wystepujg trudnosci z optymalizacjg reakcji PCR, co w rezultacie uniemozliwia sku-
teczng identyfikacje N. apis.

W identyfikacji omawianych patogendw stosowano takze dwie inne pary starteréw: N. apis-sense
i N. apis-antisense umozliwiajgce uzyskanie amplikonu o diugosci 269 pz dla Vairimorpha (Nosema)
apis oraz N. ceranae-sense i N. ceranae-antisense flankujgce fragment o dtugosci 250 pz dla Vairi-
morpha (Nosema) ceranae (Chen Y, Evans JD, Zhou L, Boncristiani H, Kimura K, Xiao T, Litkowski AM,
Pettis JS. 2009. Asymmetrical coexistence of Nosema ceranae and Nosema apis in honey bees.
J Invertebr Pathol. 101(3): 204—209). Jednak bardzo zblizona dtugo$é produktéw PCR uzyskiwanych
za pomocg obu par starteréw moze znaczgco obnizy¢ skuteczno$¢ wiasciwej identyfikacji gatunkowej
patogenu.

Ze wzgledu na istniejgce ww. trudnosci, zwigzane z przeprowadzeniem reakcji PCR, czy tez sku-
teczng identyfikacjg patogenu, nadal istnieje potrzeba poszukiwania starteréw oligonukleotydowych,
ktére rozwigzywatyby wyzej wskazane problemy.

Istote wynalazku stanowi zestaw dwéch par starteréw oligonukleotydowych do wykrywania i r6z-
nicowania patogenoéw Vairimorpha (Nosema) apis i Vairimorpha (Nosema) ceranae pszczoty miodnej
0 sekwencjach — pierwsza para: nr 1 i 2 oraz druga para: nr 3 i 4, przedstawionych na liScie sekwenciji.

Istotg sposobu wykrywania i réznicowania patogenéw Vairimorpha (Nosema) apis i Vairimorpha
(Nosema) ceranae pszczoty miodnej, w ktéorym w reakcji PCR z zastosowaniem zestawu dwéch par
starterédw jednoczes$nie dochodzi do amplifikacji okreslonych, specyficznych gatunkowo fragmentéw
DNA, po czym dokonuje sie detekcji powstatego produktu/produktéw jest to, ze stosuje sie zestaw
dwéch par starterédw oligonukleotydowych o sekwencjach — pierwsza para: nr 1 i 2 oraz druga para:
nr 3 i 4, przedstawionych na liscie sekwenc;ji.
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W wyniku reakcji PCR z zastosowaniem zestawu par starteréw oligonukleotydowych wedtug wy-
nalazku dochodzi do amplifikacji okreslonego specyficznego dla danego gatunku fragmentu DNA pato-
genu Vairimorpha (Nosema) apis i/lub Vairimorpha (Nosema) ceranae. Nastepnie dokonuje sie detekc;ji
otrzymanych produktéw amplifikacji poprzez rozdziat elektroforetyczny. Zastosowanie wyzej wymienio-
nych par starterédw do przeprowadzenia reakcji tancuchowej polimerazy przebiegajgcej w $cisle okre-
Slonych wedtug wynalazku warunkach umozliwia amplifikacje fragmentéw DNA o dtugosciach ok. 200
oraz ok. 400 par zasad. Istotna réznica w dtugosci otrzymywanych produktéw PCR umozliwia jedno-
znaczng identyfikacje patogendéw, rozréznienie obecnosci Vairimorpha (Nosema) apis i Vairimorpha
(Nosema) ceranae oraz wykrycie infekcji mieszanych. Zaletg opracowanego, systemu identyfikaciji jest,
fakt, ze zostat on zwalidowany na duzej liczbie prébek (ok. 2000). W szczeg6lnosci na korzy$¢ niniejszej
metody przemawia jej walidacja rowniez na prébach srodowiskowych o stwierdzonej obecnosci pato-
genow i zroznicowanym poziomie infekcji Vairimorpha (Nosema) apis i Vairimorpha (Nosema) ceranae
oraz prébach niezakazonych.

Wynalazek przedstawiony na przyktadzie wykonania i na rysunku, na ktérym:

Fig. 1 przedstawia sekwencje nukleotydowg fragmentu DNA Vairimorpha (Nosema) apis amplifi-
kowanego w reakcji PCR przeprowadzonej z zastosowaniem pary starteréw oligonukleotydowych nr 1
i 2 (AmVairA-F i AmVairA-R);

Fig. 2 przedstawia sekwencje nukleotydowg fragmentu DNA Vairimorpha (Nosema) ceranae am-
plifikowanego w reakcji PCR przeprowadzonej z zastosowaniem pary starteréw oligonukleotydowych
nr 3 i 4 (AmVairC-F i AmVairC-R);

Fig. 3 przedstawia rozdziat elektroforetyczny produktéw amplifikacji przeprowadzonej w obecno-
Sci par starterédw nr 1 i 2 (nr studzienki/prgzka 1-7) oraz starteréw nr 3 i 4 (nr studzienki/prgzka 8—14):
nr studzienki/prgzka 1, 8 — kontrola negatywna (woda dejonizowana), nr studzienki/prgzka 2-3, 9-10 —
préby izolowane z pszcz6t zdrowych, nr studzienki/pragzka 4—7, 11-14 — proby izolowane z pszcz6t po-
razonych patogenem Vairimorpha (Nosema) apis i/lub Vairimorpha (Nosema) ceranae;

Fig. 4 przedstawia rozdziat elektroforetyczny produktéw amplifikacji przeprowadzonej w jedno-
czesnej obecnosci zestawu dwdch par starteréw nr 1, 2 oraz nr 3 i 4: M — marker wielkosci, nr stu-
dzienki/prazka, 1-3 — proby izolowane z pszcz6t porazonych — stwierdzona obecno$¢ infekcji mieszanej
Vairimorpha (Nosema) apis i Vairimorpha (Nosema) ceranae, nr studzienki/prazka 4-5 — préby izolo-
wane z pszczét: porazonych — stwierdzona obecnos$¢ infekcji wytgcznie Vairimorpha (Nosema) apis,
nr studzienki/prgzka 6 — kontrola negatywna (woda dejonizowana).

Materiat biologiczny wykorzystywany w procesie identyfikacji stanowity rozdrobnione fragmenty
tkanek pszczoty miodnej pozyskane na dowolnym etapie rozwojowym oraz z dowolnej czesci ciata osob-
nika. DNA uzyskane w wyniku przeprowadzenia procedury izolacji stosowane jest jako matryca do am-
plifikacji. PCR przeprowadza sie w mieszaninie reakcyjnej o nastepujacym skfadzie: woda dejonizo-
wana, standardowy master mix do reakcji PCR zawierajgcy w sktadzie polimeraze Taq DNA, kofaktor
enzymu — jony Mg?*, dNTP oraz bufor, matrycowe DNA oraz dwie pary specyficznych starterow oligo-
nukleotydowych (0,5 uM): AmVairA-F/Am VairA-R i AmVairC-F/AmVairC-R. Amplifikacje przeprowadza
sie z zastosowaniem nastepujgcego profilu termicznego: wstepna denaturacja — 95-98°C przez 5 minut,
nastepnie 35-40 cykli: denaturacja — 95-98°C przez 30 sekund, annealing — 53-58°C przez 30-45
sekund, elongacja — 72°C przez: 1 minute, ostatni etap reakcji stanowi koncowa elongacja w 72°C przez
5 minut, lub innego profilu termicznego umozliwiajgcego uzyskanie powielania DNA z oligonukleotydo-
wymi starterami stanowigcymi przedmiot wynalazku. Sekwencja zamplifikowanych fragmentéw DNA
przedstawiona jest na Fig. 1 Fig. 2.

Obecnos$é oczekiwanego produktu o diugosci okoto 200 i/lub 400 par zasad potwierdza sie po-
przez zastosowanie dowolnej metody rozdziatu i identyfikacji fragmentéw kwaséw nukleinowych. Spo-
séb stwierdzania, obecno$ci materiatu genetycznego mikrosporydiéw Vairimorpha (Nosema) apis i/lub
Vairimorpha (Nosema) ceranae w badanej probie wedtug wynalazku ilustruje zamieszczony ponizej
przykfad.

A. I1zolacja DNA z fragmentéw tkanek pszczoty miodnej.

Izolacje DNA przeprowadzono z wykorzystaniem komercyjnego zestawu dedykowanego do $la-
dow biologicznych (Sherlock AX, A&A Biotechnology), umozliwiajgcego ekstrakcje DNA Vairimorpha
(Nosema) nawet przy zakazeniu, o niskiej intensywnos$ci (niewielkiej zawarto$ci DNA patogenu w pro-
bie). Fragmenty tkanki pszczelej rozdrabniano mechanicznie za pomocg narzedzi chirurgicznych. Otrzy-
mane w ten spos6b homogenaty przenoszono do probéwek 2 ml typu Eppendorf i dodawano 300 pl
wody jatowej, 300 pl roztworu lizujgcego, 20 pl proteinazy K oraz 20 pl DTT. Mieszaniny po doktadnym
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zworteksowaniu inkubowano w temperaturze 50°C do catkowitego strawienia tkanki. Lizaty przeno-
szono na kolumny filtracyjne a nastepnie selektywne kolumny oczyszczajgce. Zwigzane na membranie
kolumny oczyszczajgcej DNA ptukano dwukrotnie dodajgc po 600 pl buforu ptuczgcego a nastepnie
wirujgc. W kolejnych etapach dokonano elucji dodajgc dwukrotnie po 350 pl buforu elucyjnego, inkubu-
jac préby w temperaturze pokojowej a nastepnie wirujgc. Uzyskany po dwukrotnym wirowaniu (1 min.,
8 000 RPM) supernatant przenoszono do nowych probdéwek. Nastepnie dodawano po 5 pl wzmacniacza
precypitacji oraz 600 pl izopropanolu. Cato$¢ mieszano i wirowano 10 min przy 10 000 RPM. Ostroznie
usunieto supernatanty, uwazajgc aby nie usung¢ niebieskich osadéw DNA a nastepnie dodano po
500 pl 70% etanolu, cato$¢ wymieszano i wirowano 5 min przy 10 000 RPM. Nastepnie usunieto super-
natanty, a osady DNA wysuszono przez odwrdcenie probdéwek przez 10 min w temperaturze pokojowe;j.
Osady zawieszono w buforze TE. Dla okre$lenia stezenia i jakosci wyizolowanego DNA przeprowa-
dzono pomiar spektrofotometryczny przy uzyciu spektrofotometru BioPhotometer (Eppendorf).

B. Przygotowanie préb do amplifikaciji.

DNA wyizolowane wedtug powyzszej procedury wykorzystano jako matryce dla reakcji PCR. Do
kazdej probowki o pojemnosci 0,2 ml dodano od 20 do 30 ng DNA. PCR przeprowadzono w objetosci
25 ul mieszaniny reakcyjnej zawierajgcej: wode dejonizowang, standardowy master mix PCR Mix Plus
(A&A Biotechnology) uwzgledniajgcy optymalne stezenie polimerazy DNA Taq, bufor PCR, MgCl2, mie-
szanine wolnych nukleotydow i stabilizatory wytapujgce inhibitory reakcji polimeryzacji oraz barwnik uta-
twiajgcy obserwacje elektroforezy, dwie pary specyficznych starterédw oligonukleotydowych (0,5 pM).
Amplifikacje prowadzono w termocyklerze LabCycler (Sensoquest) stosujgc nastepujgcy profil ter-
miczny: wstepna denaturacja — 95-98°C przez 5 minut, nastepnie 35-40 cykli: denaturacja — 95-98°C
przez 30 sekund, annealing — 53-58°C przez 30-45 sekund, elongacja — 72°C przez 1 minute, ostatni
etap reakcji stanowita koncowa elongacja w 72°C przez 5 minut.

Wyniki amplifikacji wizualizowano za pomocg elektroforezy agarozowe;.

Produkty reakcji PCR rozdzielano na 2% zelu agarozowym w obecnosci barwnika do wizualizacji
DNA SimplySafe (EURx) w buforze TBE, przy napieciu 90 V, w czasie 2 godzin. Otrzymane wzory
rozdziatéw obserwowano w Swietle UV i archiwizowano przy pomocy programu Scion Image.

Uzyskany dla badanego materiatu wynik identyfikacji z zastosowaniem oligonukleotydéw i me-
tody stanowigcej przedmiot wynalazku przedstawia Fig. 3 i Fig. 4.

Lista sckwencji

Sekwencja nr 1

AmVairA-F: 5-GAGACGGCTACTAAGTCTAAGGATTG-3"

Sekwencja nr 2

AmVairA-R: 5’-CATCTCATATCACATCGTCGGCATA-Y’

Sekwencja nr 3

AmVairC-F: 5’- CTGCACGCGCAATACAATAGATA -3’

Sekwencja nr 4

AmVairC-R: 5’-CAGCAACCATGTTACGACTTATATC-3’
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Zastrzezenia patentowe

Zestaw dwédch par starteréw oligonukleotydowych do jednoczesnego wykrywania i réznicowa-
nia patogenow Vairimorpha (Nosema) apis i Vairimorpha (Nosema) ceranae pszczoty miodnej
0 sekwencjach — pierwsza para nr 1 i 2 oraz druga para: nr 3 i 4, umieszczonych na liscie
sekwenciji.

Sposo6b wykrywania i roznicowania patogenoéw Vairimorpha (Nosema) apis i Vairimorpha (No-
sema) ceranae pszczoty miodnej, w ktérym w reakcji PCR z zastosowaniem zestawu dwoch
par starteréw jednoczes$nie dochodzi do amplifikacji okreslonych, specyficznych gatunkowo
fragmentéw DNA, po czym dokonuje sie detekcji powstatego produktu/produktéw, znamienny
tym, ze zestaw dwoch par starterédw stanowig startery oligonukleotydowe jak okre$lono
w zastrz. 1.

Rysunki

>1

GTGGCGACTTGACTATGGATTTTATCTGAGGCAGT TATGGGAAGTAATATTATATTGTTTCATATTTTAAA
AGTATATGAGGTGATTAATTGGAGGGCAAATCAAGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACTTGTTCCAAGAGTGT
GTATGATGATTGATGCAGTTAAAAAGTCCGTAGT TTATTTTITTTAAAAAGCAATATGAGGTGTACTGTATA
GTTGGGAGAAAGATGAAAT GTGACGACCCTGACTGGACAAACAGAAGCGAAAGCTGTACACTTGTATGTAT
TITTTGAACAAGGACGTAAGCTGGAGGACCGAAAATGATTAAATACCATTGTAGTTCCAGCAGTA

Fig.1

>2

GCAATATTTTGTAAGAGATAT T TGAACTTGGAATTGCTAGTAAATTTTATTAAATAAGTAGAATTGAA
TGTGTCCCTGTTCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTATCTAAGATGATATATGTTGTGAAATTAGTGAA
AACTACT TAAACAATATGTATTAGATCTGATATAAGTCGTAACATGGT TG

Fig.2

9 10 11 12 13 14

V. ceranae V. apis

Fig.3
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V. apis V. apis
+
V. ceranae

Fig.4



