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Rezumat

National Bee Unit (NBU), parte a Central Science Laboratory (agentie executiva a Departamentului pentru mediu, alimentatie
si probleme rurale - Department for Environment, Food and Rural Affairs, Defra) s-a ocupat de punerea la punct a noilor tehnici de
detectare ai agentilor patogeni ai albinelor. Doud metode diferite se afld in prezent in cercetare: un test pe baza de anticorpi, pentru
identificarea diferitelor forme de locéa si utilizabil pe teren, si un test de laborator, bazat pe prezenta nucleotidelor, pentru virugi si
diferentierea speciilor de albine.

Trusele de testare pe teren pentru loca sunt destinate detectarii microorganismelor patogene Melisococcus plutonius si
Paenibacillus larvae subsp. larvae. Anticorpii monoclonali (IgG) au fost dezvoltati la Laboratorul stiintific central (CSL), folosind culturi
bacteriene proaspat izolate, obtinute din material infectat. Trusele (cunoscute sub denumirea de dispozitive de flux lateral) se bazeaza
pe tehnologia existenta, aflata in proprietatea CSL. Anticorpii au trecut printr-o examinare riguroasd, pentru stabilirea specificitatii pentru
bacteria relevanta, fiind testati pentru reactivitatea incrucisatd cu alte bacterii, gasite de obicei in coloniile de albine, inclusiv pentru
Paenibacillus alvei si Brevibacillus laterosporus. De asemenea, a fost testata oportunitatea lor in vederea utilizarii in dispozitivele de flux
lateral. Trusele pentru loca americand au fost validate in laborator in 2002, fiind gata pentru testarea pe teren in 2003, iar cele pentru
loca europeand sunt in curs de realizare, anticipandu-se testarea de laborator in 2003.

Tehnica de detectare a virugilor si a diferitelor specii de albine se bazeaza pe metoda PCR in timp real denumitd TagMan®.
Sunt disponibile secventele genetice pentru numerogi virugi legati de albine si au fost elaborate "primere" pentru anumiti virugi (inclusiv
virusul de Kasmir gi virusul paraliziei acute), in scopul detectérii lor in mostrele de albine melifere. Desgi incé in stadii timpurii, indicatiile
de pana acum sunt promitatoare. Metodologia dispune de o mare cantitate de mostre-baza, cu cate 1500 teste disponibile in fiecare
saptamana, capabile sa detecteze simultan patru virusi diferiti. Ca atare, aceastad tehnologie dispune de un mare potential pentru
proiecte de supraveghere, atat in Regatul Unit cat si in strdinétate. A fost, de asemenea, pusa la punct o probda ADN pentru identificarea
ADN-ul albinei africanizate, in vederea realizarii unui studiu asupra acestor albine.

Introducere

In pofida progreselor importante in domeniul diagnosticului de boli, metodele de rutina utilizate in
diagnosticarea bolilor albinelor sunt bazate pe metodologii traditionale, cum ar fi microscopia elementara sau
testarea serologica. National Bee Unit (NBA), parte a Laboratorului stiintific central (CSL) examineaza tehnici
noi pentru detectarea rapida a agentilor patogeni ai albinelor. Doua metode diferite se gasesc, in prezent, in
faza de examinare, respectiv un test de teren pe baza de anticorpi, pentru identificarea formelor de loca si un
test de laborator, bazat pe nucleotide, pentru identificarea virusilor si diferentierea speciilor de albine. Intentia
lucrarii de fata este sa prezinte aceste metode noi de diagnoza a bolilor albinelor si sa explice progresele
realizate pana acum.

Albinele melifere sunt afectate de relativ putine boli, care ataca de obicei albinele adulte, ori, in mod
specific, larvele. Doua astfel de boli sunt loca americana si loca europeana, ambele afectand larvele si fiind
cauzate de bacterii. Incidenta acestor boli are un impact economic considerabil asupra industriei apicole,
albinele fiind valoroase Tn ceea ce priveste polenizarea si producerea de miere si ceara (CARRECK si
WILLIAMS, 1998). Ambele boli au fost descrise si trecute in revista in literatura (SHIMANUKI, 1983, 1990;
RATNIEKS, 1992; HANSEN si BRUDSGAARD, 1999). Loca americana (LA) este provocata de
Paenibacillus larvae subsp. larvae (HORNITZKY, 1998) si a fost cunoscuta anterior ca Bacillus larvae
(HEYNDRICKX et al., 1996), o bacterie aeroba formatoare de spori. Loca europeana (LE) este cauzata de
bacteria microaerofila Melissococcus plutonius, anterior cunoscuta ca Melissococcus pluton (BAILEY si
COLLINS, 1982; BAILEY, 1983; TRUPER si DE'CLARI, 1998). Totusi, mai sunt si alte bacterii gasite uzual
in larvele afectate de LE, cum ar fi Paenibacillus alvei si Brevibacillus laterosporus, ambele considerate
organisme saprofite secundare (ALIPPI, 1991).

Ambele boli ale puietului intervin in lumea intreagd, desi LA se bucura, Tn general, de un interes mai
larg. LE reprezinta o preocupare majora in Regatul Unit, dar are un impact relativ redus in alte parti ale lumii
(SHIMANUKI, 1990; THOMPSON si BROWN, 2001). in conditiile legislatiei pentru sanatatea albinelor din
Marea Britanie (Ordinul privind combaterea bolilor albinelor, SI 1982 nr. 107, 1982), ambele sunt boli
declarabile si trebuie anuntate autoritatiloir de resort. in Anglia si Tara Galilor, NBU coordoneaza programele
de sanatate, atat pentru Defra cat si pentru Adunarea nationald a Departamentului de agricultura din Wales
(NAWAD). NBU dispune de o echipa de inspectori apicoli desemnati, care inspecteaza coloniile de albine de
pe Tntreg teritoriul englez si galez. In cazul in care o colonie este suspectatd c& are una din aceste doud boli,
este prelevata o mostra larvala simptomatica, care este trimisa la laboratorul de diagnostic al NBU, unde
mostra este examinata pentru prezenta bacteriilor patogene, in vederea confirmarii bolii.
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Evident ca o trusa test, capabila sa confirme boala pe teren fara a mai trimite mostre la laborator,
este mai benefica. Ea ar permite inspectorilor apicoli confirmarea imediata a diagnosticului, ceea ce ar duce
la combaterea mai eficienta a bolii. De asemenea, ea ar permite personalului de diagnoza al laboratorului sa
realizeze o cantitate mai mare de munca de cercetare si sa-si extinda activitatea si la alte domenii ale
sanatatii albinelor, cum ar fi supravegherea acestora pentru depistarea de patogeni exotici. CSL are peste
600 de oameni de stiinta specializati in diferite discipline, cum sunt biologia moleculara, chimia analitica si
patologia insectelor. in cadrul organizatiei functioneaza si o echipa care isi consacra eforturile diagnosticarii
rapide a bolilor inclusiv dezvoltarii de truse de testare de teren, cu precadere pentru bolile plantelor. Aceste
truse au fost elaborate pentru diagnosticarea imediata, pe teren, a virusilor plantelor, cum sunt virusii X si Y
ai cartofului (DANKS si BARKER, 2000). Cercetarea noastra a fost indreptata catre adaptarea acestei
tehnologii si realizarea de truse de diagnosticare a locii, urmand sa fie utilizate atat de inspectorii apicoli, cat
si de apicultori.

O alta problema la albine este cea legaté de prezenta virugilor. Exista mai multe tehnici disponibile,
cum ar fi imunodifuziunea in gel sau testele bazate pe ELISA, care folosesc anticorpi policlonali
(ANDERSON, 1984; TODD si BALL, 2003). Metodele disponibile in prezent se preteaza la mostrele grav
infectate, sau la un numar redus de mostre, dar nu pot fi aplicate cu usurinta la studii pe scara mare sau la
detectarea unor niveluri scazute de virugi, asa cum poate fi cazul unor infectii neaparente. in plus, metodele
serologice, sensibile si specifice, de detectare a virusilor albinei melifere sunt greu de aplicat, deoarece
multe preparate de virugi ai albinelor sunt amestecuri; majoritatea coloniilor contin unul sau mai multi virugi
(BAILEY et al., 1981; STOLTZ et al., 1995; EVANS si HUNG, 2000). Ca atare, este dificil sa se produca
antiseruri intr-adevar specifice pentru fiecare virus al albinelor (ANDERSON, 1984).

Numerosi virusi legati de albine au fost secventiati Tn ultimii ani, secventele fiind depozitate in baze
de date cu acces public, cum sunt GenBank si EMBL (GHOSH et al., 1999; GOVAN et al., 2000), si s-a
stabilit o oarecare nomenclatura (EVANS si HUNG, 2000; MAYO, 2002). Totusi, s-au facut doar cateva studii
asupra incidentei acestora (ALLEN si BALL, 1996). Disponibilitatea crescutd a secventelor virale a permis
NBU sa urmeze o tehnica noua de identificare a virusilor, denumita TagMan®, bazata pe PCR in timp real.

Materiale si metode
Truse de testare

Cercetairile initiale

Trusele de testare de teren, sunt proiectate pentru a detecta bacteria patogena asociata cu LA (P.
larvae subsp. larvae). In cadrul CSL au fost dezvoltati cativa anticorpi monoclonali si examinati pentru
specificitatea lor la P. larvae subsp. larvae. Dupa examinarea initiala, un anticorp este ales ca cel mai
adecvat conform activitatii sale, a capacitatii de a fi utilizat in LFD si a lipsei de reactivitate incrucigata
impotriva altor bacterii legate de stup, inclusiv M. plutonius, B. laterosporus, P. larvae subsp. pulvifaciens si
P. alvei. Odata examinat si gasit specific, el este introdus in LFD si in continuare se lucreaza cu el.

Validarea de laborator

Validarea in laborator implica testarea oarba a multor mostre diferite (care sunt, de obicei, trimise
laboratorului de diagnoza, ca parte a serviciului de inspectare al NBU), pentru a se vedea daca sunt sau nu
complet specifice pentru P. larvae subsp. larvae. Desi majoritatea mostrelor testate au fost infectate cu una
dintre cele doua loci amintite, au fost incluse si altele, ca mumiile de puiet varos precum si larve sanatoase.

Tagman® pentru identificarea virusilor
Cercetairile initiale
Pentru comparatii detaliate ale variabilitatii inter i intra a secventei virale, genele de invelis pentru

virusul de Kasmir al albinelor (VK), virusul paraliziei acute (VPA), virusul puietului in sac (VPS) si virusul
botcilor negre (VBN) au fost descarcate din baza de date EMBL. Au fost realizate multiple aliniamente ale
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secventei, folosind algoritmul CLUSTAL V in pachetul Megalign (star ADN). Apoi, a fost efectuatd analiza
filogenetica, prin calcularea distantei genetice intre perechile de secvente, folosind algoritmul lui Jukes si
Cantor, precum si formarea de "clustere" din aceste matrice prin alaturarea lor in TREECON (VAN DE PEER
si DE WACHTER, 1994). Semnificatia statistica a ramificarii a fost estimata prin realizarea a 100 de replici
pornind de la datele originale. Pentru secventa virusului aripii opace (VAO), secventa este disponibila numai
in gena replicazei, nu si in gena proteinei de invelis. Secventa genei ARN polimeraza (replicaza)
dependenta de ARN, a fost comparata cu gena replicazei pentru virusul de Kasmir al albinei (VK); alte
secvente de replicaza nu sunt disponibile.

TagMan® si designul "primerelor"”

Designul "primerelor" si a testelor TagMan® a fost realizat folosindu-se software-ul Primer
Express™ (PE-Biosystems), asa cum a fost descris de MUMFORD et al. (2000). Metoda TagMan® a fost
proiectata pentru VK, VAO, VPS si VBN. Zonele secventei alese pentru proiectul testului au fost cele in care
exista un grad Tnalt de variatie intre speciile virale, dar si un mare grad de conservare in interiorul speciei. Un
test martor intern pozitiv (IPM) a fost conceput pentru gena ribozomiala 18S a Apis mellifera. Acest martor a
permis monitorizarea eficientei extractiei de ARN din mostre si evitarea falselor rezultate negative (cum este
cazul in care nici un virus nu a fost detectat, ca urmare a esecului de a extrage ARN din mostrele de albine).

Testele cu TagMan®

Reactiile TagMan® au fost stabilite pe placi de reactie cu cate 96 de adancituri, folosindu-se trusele
de reactiv PCR (PE-Biosystems), potrivit protocoalelor furnizate, dar cu adaugarea a 25 unitati de M-MLV
(Promega) per reactie. Pentru fiecare reactie a fost adaugat 1 pl de extract de ARN, péna la un volum final
de 25 pl. Placile au fost centrigugate Tn conditii generice de sistem (48°C/30 min., 95°C/10 min. si 40 de
cicluri de 60°C/1 min., 95°C/15 sec.), in cadrul sistemului de detectie a secventei 7700 sau 7900 (PE-
Biosystems), folosindu-se colectia de date in timp real.

Rezultate

Trusele de test

Cercetairile initiale

Au fost dezvoltati cativa anticorpi cu actiune impotriva P. larvae subsp. larvae. Cei mai promitatori au
fost examinati, iar unul a fost ales pentru continuarea studiului. El s-a dovedit pe deplin specific pentru P.
larvae subsp. larvae si nu a reactionat la nici una dintre urmatoarele bacterii: M. plutonius, B. laterosporus,
P. larvae subsp. pulvifaciens, P. alvei o bacterie anaeroba neidentificata, izolatd dintr-o mostra infectata cu

LE, Escherichia coli sau Ralstonia solanacearum (cauza moniliozei cartofului). Acest anticorp a fost introdus
intr-o trusa de testare si a fost gasit adecvat.

Validarea in laborator

Tabelul | ofera o trecere in revista sumara a rezultatelor validarii in laborator pentru trusa de testare
pentru LA.

Tabelul |
Trecere in revista a testelor de validare in laborator a trusei de testare pentru LA
Tipul mostrei Nr. total testat Reactie cu trusa de testare
Mostra pozitiva LA 77 71
Mostra pozitiva LE 87 1

Altele (de ex., mumii de puiet varos) 31 0
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Rezultatele arata ca testul cu trusele de testare s-a dovedit a fi foarte specific pentru larvele infectate
cu LA. A fost inregistrata o singura reactie pozitiva falsa, la o larva in prealabil congelata si infectata cu LE;
aceasta a avut o reactie pozitiva slaba. Deoarece aceasta a fost singura reactie pozitiva falsa, s-a considerat
ca era vorba de un caz izolat, cu putine probabilitdti sa se repete. Mostrele care au fost diagnosticate initial
ca pozitive pentru LA, dar care ulterior nu au reactionat cu trusa de testare, erau foarte diluate. Aceste
rezultate nu sunt surprinzatoare, deoarece trusele de testare sunt concepute pentru detectarea unui mare
numar de spori, prezenti intr-o larva simptomatica. Nu au fost inregistrate reactii cu alte larve testate, cum ar
fi cele contindnd P. alvei sau B. laterosporus, ori cu cele aparent sanatoase, provenind din aceiasi faguri, ca
si cu alte larve infectate cu LA sau LE.

Tagman® pentru identificarea virusilor

Analizarea secventei

Prin compararea secventelor ale virusilor care reprezentau interes, au fost alese zonele apte pentru
0 separare buna a speciilor de virus. De remarcat sunt virusul de Kagsmir al albinelor si virusul paraliziei
acute: Aceste doua specii sunt strans inrudite, desi analiza ulterioara a aratat ca proteina de invelis poate fi
utilizatd pentru diferentierea lor. Nu am reusit sa obtinem o mostra purificatéd de VPA pentru a evidentia lipsa
de reactivitate incrucisata. Singura secventa disponibild pentru virusul aripii opace a fost gena de replicaza.
Urméand compararea pe perechi de secvente, s-a demonstrat ca gena de replicaza a virusului aripii opace
era identica cu cea a virusului de Kasmir, iar testul conceput pe baza aceastei secvente, urma sa detecteze
si virusul de Kagmir.

Testele TagMan®

Testele TagMan® concepute au fost utilizate pe o gama de preparate virale purificate, achizitionate
de la CSIRO, Australia. Rezultatele sunt prezentate in figura 1.
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Figura 1 - llustrarea detectarii virugilor albinelor utilizdnd PCR in timp real.
A: Detectarea VK (KVB) cu testul VK, B: VPS (SBV) cu testul VPS, C: VBN (BQCV) cu testul VBN si
D: detectarea VK (KBV) cu testul VAO (CWYV). SDW este martorul negativ, diluat cu apa.
Cycle number = Numarul de cicluri

S-a constatat ca in fiecare caz, testul a dat rezultatul asteptat. Testele pentru virusul puietului in sac
si virusul botcilor negre sunt pe deplin specifice, in timp ce cele pentru virusul de Kasmir si virusul aripii
opace au detectat toate izolatele ale virusului de Kasmir. Totusi, nici unul dintre teste nu a detectat ARN in
preparatul de virus al aripii opace. Se impune continuarea cercetarilor pentru eludare, desi se banuie ca
ARN din preparat a fost degradat. Testul pentru virusul de Kasmir a fost aparent specific pentru formele
izolatelor de VK.

Discutii

Metodele detaliate in lucrarea de fata sunt noi in domeniul diagnozei de boli ale albinei melifere,
desi ele au mai fost utilizate cu succes timp de céativa ani la bolile plantelor (MUMFORD et al., 2000; DANKS
si BARKER, 2000). Totusi, ele au fost adaptate cu succes pentru a fi utilizate la albinele melifere.

Trusele pentru testele de teren pentru loca americana reprezinta un concept complet nou in
diagnoza bolilor albinelor. Tn tarile in care bolile albinelor sunt diagnosticate, analizele sunt efectuate, in mod
curent, intr-un laborator (ALIPPI, 1991; OIE, 2000). Posibilitatea realizarii lor pe teren prezinta un mare
interes, mai ales in tarile unde este imposibil un serviciu de inspectie amplu, cum este Australia (GOODWIN,
comunicare personalad). Trusele pentru detectarea locii europene sunt, de asemenea, in curs de realizare, in
prezent gasindu-se in faza de validare in laborator. Se anticipeaza ca stadiul de validare in teren va fi initiat
in Regatul Unit inainte de sfarsitul sezonului 2003. Aceasta boala prezinta cel mai mare interes Tn Regatul
Unit (THOMPSON si BROWN, 1999).

Detectarea virugilor prin utilizarea tehnicii TagMan® reprezintd un potential uriag pentru activitatea
viitoare atat in Regatul Unit cat si peste hotare. Orice cercetare privind prezenta virusilor albinelor in colonii a
depins, pana acum, de accesul la antiseruri. Astfel, compararea datelor a fost dependenta de specificitatea
antiserurilor realizate in diferite laboratoare. Acest lucru este deosebit de important, deoarece albinele si
coloniile prezinta frecvent infectii virale multiple (EVANS, 2001). Testele cantitative, similare cu ELISA,
reclama, de asemenea, acces la anticorpi adecvati si la preparate virale purificate (TODD si BALL, 2003). in
cele mai multe cazuri, studiile efectuate nu au resit sa detecteze infectii neaparente si erau utilizate, mai
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ales, cu functie de diagnoza (HORNITZKY, 1987; ALLEN si BALL, 1996). Ca urmare a metodologiilor
implicate, ele sunt, de asemenea, limitate si in numarul de mostre folosite (TODD si BALL, 2003), nu
intotdeauna oferind rezultate concluzive (RIBIERE et al., 2000). Totusi, dupa cum a aratat studiul de fata,
utilizarea tehnologiei TagMan® depaseste problemele legate de disponibilitatea reactivului, face posibila
aplicarea de metode RT-PCR cu nalta sensibilitate si caracter specific, urmand sa fie utilizate cantitativ la un
numar mare de mostre, iar utilizarea martorului genei ribozomiale interne 18S permite aprecierea eficientei
extractiei, asigurand ca nu vor interveni false rezultate negative.

Este evident ca aceste noi tehnologii pot fi aplicate cu succes la detectarea bolilor albinelor.
Cercetarile vor continua Th ambele zone despre care raporteaza lucrarea de fata. Toate acestea pot duce la
o era noua in intelegerea unora dintre necunoscute, in lumea adeseori incarcatd de mister a acestor infectii
si, poate, la depistarea unor cai mai bune de gestionare a bolilor albinelor.
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