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Mesilastel nosematoosi pohjustavate mikrosporiidide Nosema apis ja Nosema ceranae
tuvastamiseks disainitud PCR praimerite liigispetsiifilisuse analiiiis

Mesilastes pdhjustavad nosematoosi korgelt spetsialiseerunud parasiitsed seened -
mikrosporiidid Nosema apis ja N. ceranae. Olenevalt nakkustekitajast voib haiguse kulg
modduda stimptomiteta ja pdddida laiaulatusliku mesilaskoloonia surmaga. Nakkuse varases
staadiumis PCR-pdhise meetodiga tuvastamiseks kasutatakse liigispetsiifilisi PCR praimereid,
mis on ldhedaste liikide eristamisel tundlikud, tipsed, usaldusviirsed. Teaduskirjandusest leiti
potentsiaalseid N. apis’e ja N. ceranae spetsiifilisi praimeripaare, mille liigispetsiifilisust
kontrolliti programmiga Primer-BLAST. Liigispetsiifiliseks N. apis’e nakkuse tuvastamiseks
singleplex PCR meetodil on optimaalne kasutada Mnapis-F, UnivRev ja N. ceranae
tuvastamiseks NosCF, NosCR praimeripaari. T60 tulemust saab rakendada diagnostilise
analiiiistesti, mille eesmidrk on nosematoosnakkuse pohjustajate liigipohine tuvastus, vilja

tootamiseks.

Mirksonad: liigispetsiifilised praimerid, spetsiifilisuse kontroll, Nosema apis, Nosema
ceranae

CERCS: B110 Bioinformaatika, meditsiiniinformaatika, biomatemaatika, biomeetrika

Species-specificity analysis of PCR primers designed to detect nosematosis-causing
microsporidia Nosema apis and Nosema ceranae in bees

In bees, nosematosis is caused by highly specialized parasitic fungi - the microsporidia
Nosema apis and N. ceranae. Depending on the pathogen, the disease may be asymptomatic
and lead to the death of an entire bee colony. For the early detection of infection by PCR, it is
necessary to use species-specific primers that are sensitive, accurate, reliable in distinguishing
between closely related species. Several potential N. apis and N. ceranae specific primer pairs
have been identified in the scientific literature and checked for specificity using
Primer-BLAST. Primer pairs Mnapis-F and UnivRev, and NosCF and NosCR are optimal for
species-specific detection of N. apis and N. ceranae infection, respectively, by singleplex
PCR. The result of this work can be applied in the development of a diagnostic test for the

species-specific identification of the pathogens responsible for nosematosis.
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ribosoomi-RNA
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iiksiknukleotiidne poliimorfism (single nucleotide polymorphism)
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Sissejuhatus

Mesilaste seas levib ebameeldiv seenhaigus nosematoos, mida tuntakse nime “vaikne tapja”
all (Gajger et al., 2009; Hornitzky, 2008). Nakkustekitaja Nosema apis pdhjustab mesilastel
kohulahtisust, seejuures taru ja mee roojaga saastumist. N. ceranae pOhjustab pika
asiimptomaatilise  inkubatsiooniperioodijargselt laiaulatuslikku, mesinikele tihtipeale
saladuslikuks jddvat mesilaspesakonna hukku (Higes et al., 2008). Eesti Veterinaar- ja
Toidulaboratoorium pakub Eesti mesinikele nosematoosi tuvatamiseks analiilisimeetodit, mis
pohineb Nosema spp. eoste arvulisel midramisel, kuid ei vOimalda kahte Nosema liiki

teineteisest eristada.

N. apis’e ja N. ceranae eristamine on oluline, sest nende pohjustatud haiguse kulg ja
tagajdrjed on erinevad. Tuvastades nosematoosnakkuse piisavalt varajases staadiumis, on
voimalik sdltuvalt nakkustekitaja liigist rakendada mesilaspesakonnas digel ajal vastavaid
nakkust pérssivaid ennetus- vOi ravimeetodeid ning hoida nosematoosi kontrolli all
mesinikele suuremat kahju pdhjustamata. PCR-pdhised meetodid vdimaldavad suhteliselt
odavalt, usaldusvéérselt ja tundlikult tuvastada nakkust pohjustavate liikide DNA-d juba enne
tosisemate  haigussiimptomite ilmumist. PCR-pohiste meetodite iiheks oluliseks
komponendiks on liigispetsiifilised praimerid. Liigispetsiifiliste praimerite disainil on tarvis

jargida mitmeid olulisi elemente, et tagada praimerite unikaalsus sihtmaérkjérjestuse suhtes.

Uurimistod eesmirk on leida avaldatud teaduskirjandusest N. apis’e ja N. ceranae
tuvastamiseks seni disainitud PCR praimereid, kontrollida nende liigispetsiifilisust
bioloogilistes andmebaasides saadaval olevate jirjestuste abil ning analiilisida nende sobivust
nosematoosi pohjustavate seente N. apis ja N. ceranae kiireks DNA-pShiseks tuvastamiseks.
Viljavalitud N. apis ja N. ceranae spetsiifilisi PCR praimereid saaks tulevikus kasutada

nosematoosnakkuse pdhjustaja PCR-pohise meetodiga tuvastamiseks ka Eestis.



1. Kirjanduse iillevaade

1.1. Mesilaste levinud seenhaigused

Mesilaste tervist mojutavad tihti toitainetepuudusest tingitud stress, ravimid, parasiidid ja
patogeenid (Dolezal ja Toth, 2018). Seeneriigi esindajate pohjustatud mesilashaiguste hulka
kuuluvad lubihaue ja kivihaue (Jensen et al., 2013), melanoos (Riis, 2014) ja nosematoos
(Dolezal ja Toth, 2018). Lubihaue ehk askosferoos on mesilaste vastsete haigus, mida
pohjustab parasiitseen Ascosphaera apis (Maassen ex Claussen) (Cornman et al., 2012;
Spiltoir, 1955). Kivihaue ehk aspergilloos on harva esinev ja iisna madala patogeensusega
mesilaste pesakonna haigus, mida pohjustab parasiitseente perekond Aspergillus, eriti liik A.
flavus (Foley et al., 2014; Jensen et al., 2013). Melanoosi pdhjustab Melanosella mors-apis
nimeline seeneliik, kes nakatab eelkdige mesilasema, nakatuda vdivad ka toomesilased (Ruiis,

2014).

Nosematoos on iilemaailmselt viga levinud tdiskasvanud mesilaste seenhaigus (Aufauvre et
al. 2012; Hornitzky, 2008). Nosematoosile ainuomased siimptomid puuduvad - need
sarnanevad suuresti muude haiguste kulule. Niisiis on haigust keeruline diagnoosida, kerge
teiste tobedega segamini ajada ning see jdéb tihtipeale mirkamata, mistottu tuntakse seda ka
kui “vaikset tapjat”. (Gajger et al., 2009; Hornitzky, 2008) Nakkuse pohjustatud tagajérgi
mesilaspesakonnas peetakse vordvéddrseks voi suuremaks kui koikide teiste mesilashaiguste
puhul (Hornitzky, 2008). Nosematoos kuulub Eestis registreerimiskohustuslike loomataudide
hulka - kuigi nakkus ei mdjuta suuresti iildist kaubandust, voib nakkus avaldada viga suurt
negatiivset moju konkreetse mesilaspesakonna omanikule. Nosematoosi tuvastamisel tuleb
sellest aruandluse kéigus informeerida Pollumajandus- ja Toiduameti kohalikku asutust.

(Abiks mesinikule..., 2016; Loomataudid..., 2021)

1.2. Nosematoos, N. apis ja N. ceranae

Nosematoositekitajad on {ihed kodige laialdasemalt iile maailma levinud mesilasparasiidid
(Fleites-Ayil et al. 2018). Mesilaste (perekond Apis liikides, sh Apis mellifera, A. ceranae, A.
florea, A. dorsata (Chaimanee et al., 2010)) seas levib seenhaigus nosematoos, mida
pohjustavad korgelt spetsialiseerunud seeneriiki kuuluvad opportunistlikud obligatoorsed
rakusisesed parasiidid, mikrosporiidid ehk pisieoselised Nosema apis ja Nosema ceranae
(Asten et al., 2019; Capella-Gutiérrez et al., 2012; Corradi ja Keeling, 2009;
Martin-Hernédndez et al., 2011; Naudi et al., 2019). Mikrosporiidid on {iks takson, mille

mitmekordne reklassifikatsioon ajas on olnud viga ulatuslik (Capella-Gutiérrez et al., 2012;

6


https://www.zotero.org/google-docs/?9rZTga

Corradi ja Keeling, 2009). Evolutsiooniline pédritolu on jidnud tihtipeale ebaselgeks, sest
mikrosporiidid on iildiselt vdga primitiivsed, neil puuduvad eukariiootidele omased
mitokondrid ja Golgi kompleks, kuid neis esineb ka viga kompleksseid struktuure (Corradi ja
Keeling, 2009). Metaboolselt inaktiivsed spoorid on mikrosporiidide ainuke eluetapp, mis
leiab aset peremeesrakust viljaspool (Capella-Gutiérrez et al., 2012; Corradi ja Keeling,
2009). Nende nakatamismehhanism to6tab, kasutades peremeesraku membraani labistamiseks
polaarset filamenttorukest, surudes seejérel sporoplasma peremeesraku tsiitoplasmasse (Joonis
1) (Corradi ja Keeling, 2009). Téna liigitatakse mikrosporiidid seeneriiki, kuid nende kindlas

positsioonis fiilogeneesipuul ei ole siiani konsensusele joutud (Capella-Gutiérrez et al., 2012).

Joonis 1. Mesilastel nosematoosi pdhjustava N. apis’e elutstikkel. T: tuum; SP: sporoplasma;
PF: polaarne filamenttoruke; SPF: sisestatud polaarne filamenttoruke; PR: peremeesrakk; PT:
peremeesraku tuum; KE: kiips endospoor; PP: polaroplast. 1) Nakkusohtlik spoor, mis
sisaldab sporoplasmat (SP). 2) ja 3) Spoor sisestab polaarse filamenttorukese
peremeesorganismi kesksoole epiteelrakku ning surub SP raku tsilitoplasmasse. 4)-12) SP
kasvab, paljuneb aseksuaalsel teel, jaguneb, kiipseb. 13) Kiipsed ja nakkusohtlikud spoorid
vabanevad peremeesrakust soolde ning nakatavad jargmisi rakke vdi vdljutatakse organismist.
Allikas: Nosema apis... (2008), muudetud.

Nakkust levitavad nii peremees kui ka mitteperemeesorganismid, kes elutegevuse kiigus
kannavad parasiite edasi, niiteks lillelt lillele, samuti enda kolooniasse (Graystock et al.,
2015). Lisaks on tdheldatud Nosema spp. spooride levikut 6hu kaudu (Sulborska et al., 2019)

ning mikrosporiidide spoore leidub palju ka pinnavees (Izquierdo ef al., 2011). Mdlema
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nosematoosi pohjustava Nosema liigi (Nosema apis ja Nosema ceranae) tekitatud haigus
véljendub mesilaste vihenenud aktiivsuses mee tootmisel ja korjetegevusel ning vihenenud
tolmendamise efektiivsuses (Bourgeois ef al, 2010). Nosematoos pohjustab nakatunud
mesilastel kesksoole epiteelrakkude havinemist, N. ceranae puhul nakatuvad ka muud koed,
mis viib seede- ja ainevahetushdiretest tingitud toitainetevaeguse, N. ceranae puhul ka
immuunpuudulikkuseni, ning enneaegse surmani (Dolezal ja Toth, 2018; Gajger et al., 2009;
Michalczyk et al., 2013). Nosematoosnakkuste uurimiseks tuleb nakatunud mesilastest
Nosema spp. spoore ekstraheerida, kuid neid on tavaliselt piisavas koguses saadaval vaid
parasvodtmealadel kevadel. Asjaolu, et patogeenid ei ole kultiveeritavad, teeb Nosema spp.
nakkuse, arengu ja virulentsuse uurimise keeruliseks. (McGowan et al., 2016) Liigi Nosema
apis podhjustatud nosematoosi on kergem tuvastada - seda iseloomustab laiahaardeline
mesilaste kohulahtisus, sellest tulenev roojamine taru sissepddsu juures ning suuremahuline
mesilaste suremus, ent Nosema ceranae nakkusele viitab peamiselt koloonia kahanemine voi

kidur kasv (Bourgeois et al., 2010).

N. apis’e pohjustatud nosematoos on hooajaline, sest parasiitse eluviisiga mikrosporiidi areng
sOltub tugevalt temperatuurist. Parim temperatuurivahemik parasiidi eoste kasvuks on 32-33
kraadi, alla ja iile selle vahemiku areng aeglustub voi pidurdub. Mesilasperede nakatumine
touseb siigisel, piisib talvel stabiilselt madalal ning nakkus saavutab haripunkti hiliskevadel.
Haigete mesilaspesakondade taru sisemus on kaetud roojaga, raske nakkuse puhul on tarude
pohi kaetud surnud mesilastega. (Asten et al., 2019) Peamine nosematoosi infektsiooniallikas
on tdendoliselt roojaga saastunud vaha mesilaspesakonna kasvatamiseks kasutatavatel
kirgedel voi muudel taru sisepindadel (Bailey, 1955, viidatud Nosemosis..., 2019 kaudu).
Nakatumine toimub mesilaspesakonna véljaheidetes leiduvate eoste alla neelamisel (Nosema

apis..., 2008).

Liigi N. ceranae pohjustatud nosematoosi esineb sagedamini kui N. apis’e pdhjustatud
nakkust (Chen et al., 2009b) ning seda esineb aastaringselt (Martin-Herndndez et al., 2007).
N. ceranae puhul on 5 spoori piisav hulk nakatamaks kogu mesilaskolooniat (Sulborska et al.,
2019). N. ceranae nakkust on keerulisem tuvastada, sest selle puhul ei esine viliseid
siimptomeid (Bourgeois et al., 2010; Fries, 2010). Niisiis on vilisel vaatlusel keeruline
mesilaste vaevusi just haigustekitajaga N. ceranae seostada, mistdttu voib selle mikrosporiidi
pohjustatud nosematoos jddda méirkamata (Asten et al., 2019) ja tekitada mesinikele palju

probleeme (Bourgeois ef al., 2010). N. ceranae pdhjustatud nosematoosi mérkamata jidmise
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korral piisib mesilasperes nakkuskoormus, mis pérsib pere arengut ning pohjustab isendite
surma (Asten et al., 2019). N. ceranae nakkusele on omane mesilaste kehv mee produktsioon,
mesilasperede jarkjarguline kahanemine ja arvukad surmad siigisel-talvel (Higes et al., 2008).
Pérsitud arengut ja kahanenud mesilaspere suurust piilitakse kompenseerida, jitkates
haudmetegevust ka hilissiigisel, mil tuleks hakata valmistuma talvitumiseks. Intensiivne
haudmetegevus pohjustab omakorda sdoda liigset tarbimist, mis vdib talvel viia kogu
mesilaspere nidlgimise ja hukuni. (Asten et al., 2019) Pikk asiimptomaatiline
inkubatsiooniperiood voib olla pdhjus, miks haiguse viltel selged nakkusele viitavad

siimptomid enne mesilaspesakonna hukku puuduvad (Higes et al., 2008).

Uhest kiiljest on tiheldatud, et N. ceranae’l pole mesilase individuaalsel tasandil N. apis’e ees
virulentsuses konkurentsieelist (Forsgren ja Fries, 2010). Teisalt on ndidatud, et koloonia
tasandil on N. ceranae virulentsem, millele viitab N. ceranae N. apis’e
mesilaspopulatsioonidest vélja tdrjumine ning N. ceranae esinemissageduse kasv, laialdasem
levimus ja korgem mesilaste suremus vorreldes N. apis’ega (Chen et al., 2009b; Klee et al.,
2007; Martin-Hernandez et al., 2011; Paxton et al., 2007). Samas ei pruugi N. ceranae
esinemissageduse kasv ja laialdasem levik olla tingitud korgemast virulentsusest, vaid
vorreldes valgusmikroskoopiaga palju spetsiifilisemate ja tundlikumate molekulaarsete
tehnikate kasutuselevotust (Matovi¢ et al., 2020). Sellegipoolest on nididatud, et N. ceranae
pohjustab mesilastel raskemini kulgevat nosematoosi kui N. apis. N. ceranae raskemalt
kulgeva nakkuse pohjus vOib olla mesilaste sooleepiteeli laialdasemast hévinemisest,
seejuures toitainete omastamise vdhesusest ja nidljast tingitud energeetiline stress, mis on M.
ceranae nakkuse puhul suurem kui N. apis’e nakkuse puhul. N. ceranae pdhjustatud
energeetiline stress viib immuunsiisteemi vastupanuvdime védhenemiseni ning seetdttu

vorreldes N. apis’ega ka suurema mesilaste suremuseni. (Martin-Hernandez et al., 2011)

Looduslike infektsioonide seas on paralleelsed nakkused sagedased nédhtused (Paxton ef al.,
2007; Naudi et al., 2019). N. apis’e ja N. ceranae seganakkust esineb tihti ning on leitud, et N.
ceranae nakkus mesilaskolooniates ei takista N. apis’ega nakatumist ja nakkuse piisimist ega
ka vastupidi (Martin-Hernandez et al., 2012; Paxton et al., 2007). Kumbki liik ei vilista
teineteist mesilase individuaalsel ega ka koloonia tasandil (Forsgren ja Fries, 2010;
Martin-Hernandez et al., 2012). On leitud, et N. apis’e ja N. ceranae puhaskultuuridega
nakkuse ning mesilaste suremuse vahel statistiliselt olulist (p < 0,05) seost ei ole, kuid N.

ceranae puhaskultuuri nakkuse puhul on mesilaste suremus vorreldes N. apis’e puhaskultuuri
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nakkusega veidi korgem. Kahe liigi seganakkuse puhul tduseb suremus markimisvairselt
(Joonis 2). Suremuse tdus N. apis’e ja N. ceranae seganakkuse puhul voib olla tingitud
mdlema liigi pdhjustatud energeetilise stressi tegurite kombineerumisest - tekib siinergeeruv

voi summeeruv efekt. (Jarvis, 2019)

100 # Kontroll —T—-I——I-—l—-l——l-—l-
B N. apis +( T
& N. ceranae / n
# N. apis + N. ceranae / [
80 | B |
/
/
_H
X
© L
@ 60
3
£
3
(72}
40
20 ¢
0 L

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Paev

Joonis 2. Nosematoosi nakatunud mesilaste suremus (%) 25 pdeva viltel. Joonisel on esitatud
mediaanid koos protsentiilidega (25%, 75%). Kontrollgruppi kuulusid mesilased, keda toideti
nakatamata, puhta sdddasiirupiga. Allikas: Jarve (2019).

Nosematoosi kulgu mesilasperes raskendavad sellega kaasnevad haigused, mis viivad
mesilaste suurema suremuseni. Nosematoos soodustab mesilaste musta emakupu viiruse,
elujOuetu haudme ning mesilaspere ootamatu suremuse siindroomi ehk kollapsi tekkimist.
Lisaks esineb nosematoosiga kisikdes sagedasti ka amdobiaasi, niitviirust ning ainuiiksi
nosematoosiga mesilase Y-viirust. (Abiks mesinikule..., 2016; Fries ef al., 2013; Oherd ja
Vari, 2015; Riis, 2014) Naudi ef al. (2019) uuring nditas, et nosematoos on vastupidav haigus
- 2012. aastal nakatunud mesilastest oli 5 aasta pdrast haigusest vabanenud vaid 30%. N. apis
ja N. ceranae pdhjustatud nakkuse kulg ja tagajirjed on erinevad, mistdottu on nosematoosi

pohjustavate N. apis’e ja N. ceranae eristamine oluline (Bourgeois et al., 2010; Naudi ef al.,

2019).
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Huang et al. (2013) t66riihm toob oma uuringus vélja, et ainus teadaolev ja efektiivseks
peetav ravi nosematoosi vastu oli 2013. aasta seisuga antibiootikum fumagilliin, mis hoiab
Nosema apis’e nakkust kontrolli all ning pérsib moneti Nosema ceranae nakkust. See-eest
soodustab see pikkade ravikuuride vaheliste perioodide tottu N. ceranae hiiperproliferatsiooni
ning on miirgine nii mesilastele, liihendades soovimatu kdrvalmdjuna nende eluiga, ning
koikidele selgroogsetele. (Burnham, 2019; Huang et al., 2013) Mitmetes riikides, kaasa
arvatud Euroopa Liidu liikmesriikides on fumagilliini pdllumajanduslik kasutamine keelatud.
Niisiis on vdga suur ndudlus uue ravimeetodi vastu, mis oleks nosematoosi, eriti N. ceranae
nakkuse ravimisel efektiivne ning ohutu nii mesilastele kui ka inimestele. (Burnham, 2019;
Gajger et al., 2009, Huang et al., 2013) Ravi arendamisel tuleb arvestada nosematoosi
nakkuse tekitajate liigiliste erinevustega. Toendoliselt on N. ceranae puhaskultuuri nakkuse ja
seganakkuse korral tarvis rakendada intensiivsemat ravi, nditeks korgemat ravimi
kontsentratsiooni ja/voi pikemat ravikuuri kui N. apis’e puhaskultuuri nakkuse korral.
Nosematoositekitaja liigiline méddramine voiks saada mesinduse oluliseks osaks, et mesinikud
saaksid nakkusallika kiiresti kindlaks méérata ja mesilaspesakondadele digel ajal diget ravi

vOi vastavaid ennetusmeetodeid rakendada (Bourgeois ef al., 2010; Naudi et al., 2019).

1.3. Nosema liikide tuvastamiseks kasutatavad meetodid

Tanapideval kasutatakse nosematoosi tekitavate pisieoseliste parasiitide eristamiseks valgus-
voil  elektonmikroskoobipdhist  vaatlust (Fries, 2010) vo1 mitmeid PCR-pohiseid
molekulaarseid meetodeid (Chen et al., 2008; Higes et al., 2006; Klee et al., 2006; Klee et al.,
2007; Martin-Hernandez et al., 2007).

1.3.1. Mikroskoopia

Traditsiooniliselt on nosematoosnakkuse tuvastamiseks kasutatud valgusmikroskoopanaliiiisi,
mis pohineb Nosema spp. eoste visuaalsel arvulisel madramisel (Hamiduzzaman et al., 2010).
Valgusmikroskoopia kdigus miératakse proovis Nosema liikide eoste arv, tuginedes N. apis’e
ja N. ceranae eoste erinevale suurusele (Fries er al. 2006). Eesti Veterinaar- ja
Toidulaboratooriumi (VTL) bakterioloogia-patoloogia osakonna liige Katrin Peik tdpsustas
kirjavahetuses autoriga, et VTLis kasutatakse Nosema spp. eoste arvulist mddramist -
loendamine toimub Neubaueri kambris, kuid see ei vdimalda liike N. apis ja N. ceranae
teineteisest eristada. Elektronmikroskoopiat on kasutatud Nosema spp. detailse struktuuri ja

arengustaadiumite kirjeldamiseks (Fries, 1989; Fries et al., 1992) ning Nosema liikide
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tuvastamiseks, eristades liike nende spooridesiseste struktuuride erineva arvu pohjal (Chen et

al., 2009a; Fries et al., 20006).

Vastuolulistest ~ uurimistdotulemustest ~ tingituna  peetakse nii  valgus- kui ka
(transmissioon)elektronmikroskoopiat (TEM) ldhedalt seotud mikrosporiidide liikide
tiksteisest eristamiseks ja fiilogeneetiliseks méératlemiseks ebatépseks ja ebausaldusviirseks
meetodiks (Fries et al., 2006). Kuigi N. ceranae spoorid on pea alati N. apis’e spooridest
viiksemad (Joonis 3), on valgusmikroskoopanaliiismeetodil neid keeruline, eriti
segainfektsiooni puhul teineteisest morfoloogiliselt eristada ja kvantifitseerida (Chen et al.,
2009b; Fries et al. 2006) ning objektiivset tulemust ei ole voimalik saavutada (Ptaszynska et
al., 2014). Valgusmikroskoopanaliiiis ei ole laialdaselt soositud meetod tingituna ka selle
kulukusest, toomahukusest ja ajakulust (Hamiduzzaman et al., 2010; Martin-Hernandez et al.,
2007). Lisaks on meetodit rakendades tarvis pikaajalist kogemust, et tuvastada nakkust ka
selle varajases staadiumis (Klee et al. 2006). TEM on sobilik vaid proovide suhteliselt véikese
ala uurimiseks, kuid N. apis’e ja N. ceranae eristamisel soovitatakse kasutada skaneeriv
elektronmikroskoopiat (SEM). SEMiga on vodimalik véga iiksikasjalikult visualiseerida
mikrosporiidide morfoloogilisi ja struktuurseid detaile, mistottu sobib see histi nakkuse
kinnitamiseks ja selle tdsiduse midramiseks. (Ptaszynska et al., 2014) Sellegipoolest on
analiiiisimeetodi tihtlustamiseks ja optimeerimiseks ning Nosema liikide iiksteisest eristamise
tundlikkuse, spetsiifilisuse ja usaldusvéddrsuse suurendamiseks tarvis kasutusele votta
PCR-meetodipdhised molekulaarsed tehnikad (Fries et al., 2006; Hamiduzzaman et al., 2010;
Martin-Hernéndez et al., 2007).

A & : k- B

& C

Joonis 3. Nosema ceranae (A) ja Nosema apis’e (B) eoseid on valgusmikroskoopanaliiiisil

keeruline eristada. Joone pikkus piltidel on 5 um. Allikas: Fries et al. (2006).

12



1.3.2. Molekulaarsed meetodid

Morfoloogiliselt on Nosema liikidel keeruline vahet teha, mistdttu on arendatud mitmeid
erinevaid molekulaargeneetilisi meetodeid Nosema liikide kiireks ja tdpseks teineteisest
eristamiseks (Chen et al., 2008; Higes et al., 2006; Klee et al. 2006; Klee et al., 2007,
Martin-Hernandez et al., 2007). Molekulaarsed lihtsa t6opohimottega iilimalt tundlikud
meetodid on enamjaolt poliimeraasahelreaktsiooni (PCR) pdhised ning vdimaldavad
mesilastes Nosema spp. olemasolu tuvastada ka siis, kui visuaalne vaatlusel neid ei
detekteeritud. PCR on kiire, odav ja sensitiivne meetod spetsiifilise geneetilise materjali
amplifitseerimiseks ja on laialdaselt kasutusel erinevatel diagnostilistel testidel. PCR-pohiste
testide puhul kasutatakse nosematoosnakkuse tuvastamiseks tervete mesilaste voi mesilaste

erinevate kudede homogenaadist saadud DNA ekstrakti. (Fries et al., 2013)

Samas tuleb tundlike molekulaarsete meetodite tulemuste tdlgendamisse suhtuda
ettevaatlikult. Kuigi Nosema spp. olemasolu proovis voib olla tuvastatud, ei pruugi
vegetatiivses faasis Nosema liigid ning viike spooride hulk peremeesorganismile moju
avaldada. (Fries et al., 2013) Fries (2010) toob oma t60s vilja, et Nosema apis’e ja N. ceranae
infektsiooni tuvastamiseks ja diagnoosimiseks on kirjeldatud mitmeid erinevat tiiiipi
PCR-pohiseid meetodeid, sealhulgas poliimeraasahelreaktsiooni restriktsiooni fragmendi
pikkuse poliimorfismi (PCR-RFLP) meetodit (Klee et al. 2006; Klee et al. 2007),
liigispetsiifilisi praimereid kasutavat singleplex PCR meetodit (Chen et al. 2008) ning
multiplex PCR-1 (Hamiduzzaman, 2010; Martin-Hernandez et al., 2007), mis voimaldab kahe
vOi enama (Guimardes-Cestaro et al., 2016) liigi DNA samaaegset amplifikatsiooni.
Eristamine toimub tavaliselt, tuginedes praimeridisainiks valitud 16S rRNA regiooni
amplifikatsioonile (Chen et al., 2008; Fries et al., 2013; Higes et al., 2006; Klee et al., 2007;
Martin-Hernandez et al., 2007, Stevanovic et al., 2011; Webster et al., 2004).

PCR-RFLP meetod pdhineb PCR produktide sobilike restriktsiooniensiilimidega 16ikamisel.
Kindlaid restriktsiooniensiilime kasutades saadakse erinevate pikkustega poliimorfseid
fragmente, mida kasutatakse liikide tuvastamise markeritena (Kim et al., 2017). Meetod
vOimaldab eristada tihenukleotiidse poliimorfismi (SNP) tdpsusega erinevate liikide DNA
jarjestusi (Duta-Cornescu et al., 2009). N. apis’e ja N. ceranae sihtmérkjirjestuste
proovimaterjalist tuvastamine pohineb liikide 16S rRNA geeni konserveerunud regioonidel
ning kasutatud restriktsiooniensiiiimid on Pacl, Ndel ja Mspl (Klee et al., 2007). Pacl 16ikab

N. ceranae unikaalset saiti ning Ndel teeb seda N. apis’e puhul. Ensiiiimi Mspl kasutati katse
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kontrollensiitimina - see 15ikab kdikide uuringus kasutatud Nosema liikide PCR produkte ning
annab mérku katse Onnestumisest (Klee et al., 2007). PCR-RFLP tulemusi on vdimalik
UV-valguses visualiseerida, kasutades agaroos-geelelektroforeesil etiidiumbromiidi sisaldavat
geeli, ning jarjestuste kauguste pohjal nullpunktist tuvastada konkreetse organismi DNA
jérjestuse olemasolu analiiiisitud materjalis (Stevanovic et al., 2011). Stevanovic et al. (2011)
ning Gisder ja Genersch (2013) toovad enda uuringutes vilja, et kuigi PCR-RFLP on
ajakulukam ja kallim kui edaspidi kirjeldatud uniplex/singleplex ja multiplex PCR, on see

meetod siiani olnud Nosema liikide tuvastamisel ja eristamisel 100% tidpne.

Singleplex PCR meetodi puhul kasutatakse proovis oleva konkreetse organismi DNA
sihtmérkjarjestuse tuvastamiseks liigispetsiifilist praimeripaari. Mitme erineva organismi
geneetilise materjali tuvastamiseks proovist tuleb iga organismi puhul teha individuaalne
reaktsioon, kasutades erinevaid praimeripaare (Chen ef al. 2008). Chen et al. (2008) to6riihm
on oma uurimistods kasutanud litkide N. apis ja N. ceranae samaaegseks tuvastamiseks
singleplex PCR meetodit, kasutades mdlema Nosema perekonna liigi 16S rRNA geeni
konserveerunud regioonidele disainitud universaalseid perekonna-spetsiifilisi PCR
praimereid. Perekonna-spetsiifilisi praimereid kasutades on vodimalik tuvastada, kas
konkreetses proovis on perekond Nosema esindajate DNA jirjestusi. Kahe Nosema liigi
proovis eristamiseks on disainitud ka liigispetsiifilised praimeripaarid (Chen et al. 2008).
Multiplex PCR voimaldab tihes reaktsiooniproovis detekteerida ja amplifitseerida samaaegselt
kahe v01 enama eri liiki organismide marklaudjarjestusi (Guimaraes-Cestaro et al., 2016).
Vorreldes singleplex PCR meetodiga on multiplex PCR mérkimisvéérselt odavam ning vihem
ajakulukam (Edwards ja Gibbs, 1994; Martin-Hernandez et al., 2007). Multiplex PCR meetod
on odavam ja vihem ajakulukam seetottu, et niiteks proovist spetsiifiliste Nosema liikide
identifitseerimiseks on tarvis kasutada vaid iihte reaktsiooniseguga eppendorfi mitme
samasuguse reaktsiooniseguga anuma asemel. Katse korraldamiseks kulub vdhem
ithekordseid anumaid, proovimaterjali ja kulukaid reagente ning katse ettevalmistamine on

lihtsam ja kiirem (Edwards ja Gibbs, 1994; Guimaraes-Cestaro ef al., 2016).

Paljud praimerid on disainitud kasutamiseks tavapédrase PCR-1 puhul, kuid on avaldatud ka
protokolle ja praimereid qPCR-i (kvantitatiivse PCR-1) jaoks, mis voimaldavad ka N. apis’e ja
N. ceranae kvantifikatsiooni. Kvantitatiivse PCR praimerite tundlikkust ja usaldusvédrsust
tuleb igas eraldiseisvas laboris testida (Bustin ja Huggett, 2017; Fries et al., 2013). Siiani on

laborites nosematoosi diagnostikaks kasutatud erinevaid praimerijdrjestusi, DNA
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ekstraheerimis- ning visualiseerimismeetodeid (Erler et al., 2012), kuid kvantitatiivse PCR
praimerite amplifikatsiooni tulemus vOib varieeruda olenevalt rakendatud DNA
ekstraheerimismeetodist, reaktsioonireagentidest ning ka kasutatud termotsiiklerist (Bustin ja
Huggett, 2017). Seda seetottu, et protokollid on vidlja todtatud spetsiifiliste seisundite
hindamiseks ning need ei ole kinnitatud vorreldavates oludes kasutamiseks (Erler et al.,
2012). Ténaseni on diagnostiliste markerite ja nende detekstioonipiiride kohta olemas vihe
usaldusvédrset omavahel vorreldavat informatsiooni (Erler et al., 2012) ning erinevate
meetodite eri oludes kasutamine vOib viia vastuoluliste tulemusteni (Fries et al., 2013).
Enamikes uuringutes on vélja toodud kasutatud praimerite jarjestused, ent mitte protokolli,
mida jargides nendeni jouti. Laboritelilese vorreldavuse saavutamiseks ja optimaalseima
nosematoosi diagnostika protokolli vilja to6tamiseks voiks olla uuringutes iiles mérgitud ka
tdpne praimeridisaini protokoll, mis vdimaldaks korrata praimerite disainiprotsessi. See
lubaks lihtsamini tuvastada ja hinnata, kas liigispetsiifiliste praimerite disaini ja kasutamise

ebadnnestumisel oli tegu ebakvaliteetsete praimerite voi alternatiivsete katsetingimustega.

1.4. Liigispetsiifiliste PCR praimerite disain

1.4.1. Liigispetsiifiliste praimerite disaini iildised p6himoétted

Praimerid on PCR analiiiisi ithed kdige olulisemad komponendid - neist sOltub meetodi
tundlikkus ja spetsiifilisus (Abd-Elsalam, 2003; Bustin ja Huggett, 2017; Dieffenbach et al.,
1993; Ye et al., 2012). Liigispetsiifiliste PCR praimerite disaini puhul on oluline jilgida, et
loodud praimerid seonduksid vaid soovitud kohta ning amplifitseeriksid vaid
sihtmirkjarjestust. Sihtmaérkjdrjestus on konkreetse organismi geneetiline materjal, mida
plaanitakse paljundada, mittesihtmérkjirjestus omakorda teiste samas proovis esinevate
organismide geneetiline materjal, mida amplifitseerida ei soovita. Ko&ige olulisemad
omadused kvaliteetsetel PCR praimeritel on nende tundlikkus, mida iseloomustab
sihtmirkjérjestuse tuvastamine viga madalate kontsentratsioonide juures, ning spetsiifilisus
ehk ainult sihtmirkjédrjestuse, seejuures mitte {ithegi teise proovis sisalduva

mittesihtmarkjérjestuse dra tundmine. (Raime, 2015)

Praimerite disainiprotsess koosneb mitmest etapist. Esmalt méiiratletakse sihtmérk- ja
mittesihtméarkjéarjestused, leitakse saadavalolevatest andmebaasidest voi sekveneerides
vajalike jdrjestuste info ning koostatakse referentsjérjestuste andmebaas (MacDonald ja
Sarre, 2016). Seejdrel joondatakse, voOrreldakse erinevaid geenijérjestusi omavahel ning
valitakse vilja disainiks kasutatav genoomipiirkond (Klymus et al., 2020). PCR praimerite
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seondumiseks sobilikud genoomipiirkonnad on regioonid, mis on iihe taksoni, niiteks liigi
raames  konserveerunud, kuid varieeruvad eri taksonite vahel, et viltida
mittesihtmarkjarjestuste tuvastamist (Villard ja Malausa, 2013). Juhul, kui konkreetse
organismi tuvastamiseks kasutatakse iihe liigi raames konserveerunud genoomipiirkonda,
vilditakse valenegatiivsete tulemusteni joudmist, ning juhul, kui mittesihtmérkjirjestusega
organismides esineb selles regioonis piisavalt varieeruvust, vilditakse valepositiivsete
tulemusteni joudmist (Wilcox et al., 2013). Viimase etapina enne praimerite empiirilist, in
vitro valideerimist on tarvis praimereid in silico genereerida, analiiiisida, kontrollida nende
sihtmirkjérjestusega spetsiifilisust ning seejdrel sobilikud praimeripaarid vilja valida

(Derveaux et al., 2010; Klymus et al., 2020).

On avaldatud mitmeid PCR praimerite optimaalse disaini pohimdtteid késitlevaid
teadusartikleid (Bustin ja Huggett, 2017; Derveaux et al., 2010; Klymus et al., 2020).
Sellegipoolest voib paljudes PCR-pohist meetodit kasutavates uuringutes leida
praimeridisaini protsessis olulisi puuduseid. Tavapiraselt on protsessi kirjeldus ja kaasatud
info ebapiisav andmaks hinnanguid konkreetse uuringu jdrelduste tdepirasusele, niiteks ei
mirgita iiles uuringutes kasutatud praimerijirjestusi voi jdetakse korvale info, kuidas
konkreetsete jdrjestusteni jouti (Bustin ja Huggett, 2017). Praimeridisainil kasutatakse
erinevaid programme, niditeks Primer3 (Untergasser et al., 2012), PerlPrimer (Marshall,
2004), SP-designer (Villard ja Malausa, 2013), PRISE2 (Huang et al., 2014), jms, millel
koikidel on oma eelised ja puudused: programmid erinevad {iiksteisest teoreetilise
vundamendi, selektsioonikriteeriumite, arvutusliku efektiivsuse, kasutamise lihtsuse,
interaktiivse disaini ning terviklikkuse poolest (Dieffenbach et al., 1993; Santal.ucia, 2007).
Nendest erinevustest tulenevalt varieerub ka PCR praimerite disaini kvaliteet (Santalucia,
2007). Ebatédpsest disainiprotsessist tulenevalt vdivad praimerid olla ebaspetsiifilised,
seonduda sihtmirkjédrjestusega sarnaste mittesihtmérkjérjestustega ning moodustada
sekundaarstruktuure. Kehv praimeridisain késikédes optimiseerimata reaktsioonitingimustega
vihendab meetodi tdpsust, viies valenegatiivsete vOi -positiivsete tulemusteni. (Bustin ja

Huggett, 2017)

1.4.2. Liigispetsiifiliste praimerite disaini etapid Nosema spp. tuvastamiseks
Esimene etapp liigispetsiifiliste  praimerite disainil on sobiva sithtmérk- ja
mittesihtmérkjdrjestuste méédratlemine ning nende jérjestustest referentsandmebaasi

kokkupanek (Klymus et al., 2020). Laialdast informatsiooni erinevate jirjestuste kohta leiab
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NCBI (National Center for Biotechnology Information) (NCBI Resource Coordinators, 2018),
RefSeq (O’Leary et al., 2016), GenBank (Clark et al., 2016), Ensembl (Howe et al., 2021), jt
andmebaasidest. Klymus et al. (2020) toovad variantidena vélja ka BOLD (Barcode of Life
Database) (Ratnasingham ja Hebert, 2007), EMBL-EBI (European Molecular Biology
Laboratory-The European Bioinformatics Institute) (Madeira et al., 2019) ning DDBJ (DNA
Data Bank of Japan) (Fukuda et al., 2021) andmebaasid. Avalikes andmebaasides ei pruugi
koiki vajalikke jdrjestusi tdismahus olemas olla, mistdttu on vahel tarvis enne praimerite
disaini sihtmérk- voi mittesihtmarkjérjestusi juurde sekveneerida. (MacDonald ja Sarre, 2016)
Referentsjirjestuste andmebaas, mis minimeerib jérjestuste vairtuvastamise riskid, peaks
sisaldama mitme sama liigi indiviidi sihtmérkjdrjestusi ning koiki sihtmarkjérjestusega
sarnaseid mittesihtmérkjarjestusi (MacDonald ja Sarre, 2016), mida vOib proovimaterjalist,

nosematoosi tuvastamisel néiteks peremeesorganismi kudedest voi roojast tuvastada (Erler et

al., 2012).

Liigispetsiifiliste praimerite disaini jirgmine etapp on kdikide referentsandmebaasi kogutud
jérjestuste joondus ja vordlus praimeridisainiks kdige sobilikuma genoomiregiooni leidmiseks
(Klymus et al., 2020; MacDonald ja Sarre, 2016). Referentsjérjestuste joondamise ja
vordlusega on vdimalik kontrollida, kas praimeri disainiks valitud sihtmérkjéirjestuse moni
regioon tagab piisava eraldusvdime ning piirab tuvastamist soovitud taksoni, nditeks liigi
raames. Juhul, kui valitud sihtmérkjérjestuses esineb konserveerunud, identseid alasid, mis
varieeruvad mittesihtmarkjérjestustes piisaval maddral tagamaks ebaefektiivne praimerite
seondumine, on valitud sihtmérkjdrjestus sobilik praimerite disainiks. (MacDonald ja Sarre,
2016) Andmebaasist leitud jérjestuste samaaegseks joondamiseks ning sihtmérk- ja
mittesihtmérkregioonide tuvastamiseks on tarvis kasutada mitme jérjestuse joondust. Selleks
on loodud mitmeid sama funktsiooni, kuid erinevate omadustega programme, sealhulgas
ClustalW (Thompson et al., 1994), T-coffee (Notredame et al., 2000), MUSCLE (Edgar,
2004), Clustal Omega (Sievers et al., 2011) jms. ClustalW on mitme jérjestuse joonduseks
koige enam kasutatud programm, T-coffee on selle kiirem ja tdpsem edasiarendus ning
MUSCLE lubab lisaks kiirusele ja tdpsusele joondada mitusada jarjestust korraga.
Programmid to6tavad kdoige paremini valkude puhul ning annavad infot koige
konserveerunumate ja vihem konserveerunumate regioonide kohta. (Claverie ja Notredame,

2007)

Jargnevalt on tarvis valida kandidaat-genoomiregioonidest vélja kdige sobivam regioon
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litkide tuvastamiseks ja eristamiseks, disainiks kasutatav genoomipiirkond (Klymus et al.,
2020). Tavaliselt on organismis mitme koopiana esinevad mitokondriaalsed geenid Nosema

litkkide puhul selleks sobilik valik, sest tagavad hea eraldusvdoime ning vdivad olla
keskkonnaproovides vdhem lagunenud kui tuumageenid (Pompanon et al. 2012). Kdikide
elusorganismide 16S rRNA geenid sisaldavad korgelt konserveerunud regioone (Chaimanee
et al., 2011), mistdttu on paljudes varasemates uuringutes N. ceranae ja N. apis’e liigiti
tuvastamiseks kasutatud mitokondriaalse 16S rRNA geeni jérjestusandmeid (Chen et al.,
2008; Fries et al., 2013; Higes et al., 2006; Klee et al., 2007; Martin-Hernandez et al., 2007;
Stevanovic et al. 2011; Webster et al., 2004), kuid Gisder ja Genersch (2013) ning Sagastume
et al. (2011) tood viitavad, et sellele tuginevad analiiiisid ei pruugi olla usaldusvéirsed.
Sagastume et al. (2011) tuvastasid N. cerane 16S rRNA geenis vdga suure varieeruvuse -

Euroopa ja Kesk-Aasia populatsioonidest leiti 79 erinevat haplotiiipi.

Gisder ja Genersch (2013) pakuvad vélja alternatiivse sobiliku genoomipiirkonna Nosema
apis’e ja N. ceranae liigispetsiifiliseks tuvastamiseks - RPB1 (DNAst sdltuva RNA
poliimeraas II suurima subiihiku) geeni kodeeriva jarjestuse. Oluline valku kodeeriv geen on
konserveerunud, varieerub liigisiseselt vihe ning selle kasutamine tagab, et liikidevahelist
rekombinatsiooni ei toimu vOi toimub vihemal médral. Seda seetdttu, et vastasel juhul
pohjustaksid muutused jirjestuses sellelt kodeeritava valgu funktsiooni hdirumist. (Claverie ja
Notredame, 2007; Gisder ja Genersch, 2013; Ku et al., 2007) Gisder ja Genersch (2013)
demonstreerisid oma uuringus, et varasemalt 102 valgusmikroskoopia abil tuvastatud Nosema
spp. positiivsest proovist ei suuda vastupidiselt RPB1 geenijérjestusele disainitud praimeritele
korrektselt eristada N. apis’e ja N. ceranae puhas- ja seganakkuseid Martin-Hernandez et al.
(2007) ja Chen et al. (2008) 16S rRNA regioonile disainitud praimerid (Tabel 1).
Martin-Hernandez et al. (2007) disainitud praimeri 218MITOC madalat N. ceranae
liigispetsiifilisust kinnitas ka Erler er al. (2012) uuring. Praimerite madala spetsiifilisuse
pohjus voib olla liigisisene varieeruvus vOi  mikrosporiididele omane mitme
mittehomoloogilise koopiaga 16S rRNA geenidevaheline rekombinatsioon (Sagastume et al.,
2011; Gisder ja Genersch, 2013). PCR-RFLP meetodi kasutamise korrektne tulemus viitab
sellele, et kasutatud restriktsiooniensiiiimide ldikamissaite ei ole rekombinatsioon veel
mojutanud (Gisder ja Genersch, 2013). RPB1 geenijirjestuse todkindlus, usaldusvéérsus ja
spetsiifilisus on kontrollitud ning selle kasutamine Nosema spp. liigispetsiifiliste praimerite
disainiks eeldatavasti single- ja multiplex meetodil sobilikum kui 16S rRNA geeni
jérjestusandmete kasutamine (Gisder ja Genersch, 2013; Ku et al., 2007).
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Tabel 1. Nelja erinevate tingimustega meetodi tulemused 102 Nosema spp. positiivse proovi
tuvastamisel. Allikas: Gisder ja Genersch (2013).

RPB1 16S rRNA 16S rRNA 16S rRNA
(Duplex-PCR) (PCR-RFLP) (Duplex-PCR) (PCR)
Gisder ja Genersch | Klee ef al. (2007) | Martin-Hernandez | Chen ef al. (2008)
(2013) etal. (2007)
N. apis 39 39 23 3
N. ceranae 50 50 47 76
N. apis’e + N. 13 13 32 12
ceranae seganakkus
Kokku 102 102 102 91

Pérast sobiliku genoomipiirkonna valikut, enne praimerite disaini, soovitavad Andreson et al.
(2006a) sihtmairkjarjestuse maskeerida. Maskeerimine on disainitavates praimerites
soovimatute, mittespetsiifiliste jarjestustega seondumise véltimiseks koige lihtsam ja
efektiivsem viis (Andreson ef al., 2006a) ning voib kaasa aidata PCR-i edukusele (Andreson
et al., 2006b). Jarjestuse maskeerimise kéigus asendatakse jdrjestuse madala keerukusega
regioonid muu stimboliga, nditeks tdhisega “X”, “N” vdi vidikse tdhega, mis vdimaldavad
jarjestuses maskeerida korduseid ja SNPe (Andreson et al., 2006a). Jarjestuse madala
keerukusega alad, néditeks kordused nukleotiidse jérjestusega “ATATATATA”, tekivad
organismides sageli ja sdltumatult (Frith, 2011). Seetdttu esineb nendes regioonides jérjestuste
vahel vdga suur sarnasus, kuhu soovitakse praimerite seondumist véltida (Derveaux et al.,
2010). Sihtmaérkjéarjestuse maskeerimiseks soovitavad Andreson et al. (2006a) kasutada
korduste ja SNPide maskeerimist ithendavat programmi SNPmasker

(https://bioinfo.ut.ee/snpmasker/). PCR praimerite disainiks ebasobivate kordusjérjestuste

maskeerimiseks on Koressaar ef al. (2018) tdoogrupp avaldanud ka programmi
Primer3 masker, mis on hdlpsaks kasutuseks Primer3 programmi integreeritud. Programmid
on see-eest sobilikud vaid piiratud arvu organismide genoomijdrjestuse maskeerimiseks,

mistottu tuleb Nosema spp. puhul kasutada tdina monda muud programmi.

Liigispetsiifiliste praimerite disaini jirgmise etapi, praimerite in silico genereerimise, analiiiisi
ning unikaalsuse kontrolli (Klymus et al., 2020; Derveaux et al., 2010) eesmirk on luua
spetsiifilised praimerid, mis oleks tuvastatava liigi siseselt korgelt konserveerunud, 3’-otsast
unikaalsed ja sisaldaks piisaval hulgal mittesihtmérkjirjestustega mittepaarduvaid aluspaare

(Wilcox et al., 2013). See on oluline etapp, sest madala spetsiifilisusega ja/voi vihetundlike
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praimerite kasutamisel amplifitseeritakse mittesihtmérkjirjestusi, mis paddib valepositiivse
tulemusega, voi amplifikatsiooni ei toimu, mis tipneb valenegatiivse tulemusega (Andreson et
al. 2008; MacDonald ja Sarre, 2016). Kvaliteetset PCR analiiiisi iseloomustab pea
sajaprotsendiline efektiivsus, kdorge tundlikkus ning robustsus ehk omadus, et meetod toGtab
usaldusviirselt ka kergete protokollist kdrvalekallete puhul (Bustin ja Huggett, 2017). PCR
praimerite kvaliteeti mdjutavad mitmed kriteeriumid, mida on vdimalik in silico testida:
praimerite pikkus, G ja C nukleotiidide sisaldus, eeldatav sulamis- ja seondumistemperatuur,
sekundaarstruktuurid, unikaalsus uuritava DNA raames ning SNPde olemasolu praimeri
seondumiskohas (Abd-Elsalam, 2003). Uldiselt miiravad praimerite spetsiifilisuse praimerite
pikkus ning nende seondumistemperatuur (Dieffenbach et al., 1993). Iga lisanduva nukleotiidi
kohta muutub praimer 4 korda spetsiifilisemaks (Dieffenbach et al., 1993) ning mida pikem ja
seega stabiilsemalt jdrjestusega seonduv on praimer, seda efektiivsemalt toimub praimeri
elongatsioon (Zhao ja Guan, 2010). Kvaliteetseid praimereid iseloomustavad tunnused on, et
need ei moodusta sekundaarseid struktuure, nditeks juuksendelastruktuure ega dimeere, neil
on sarnane sulamistemperatuur (Tm) ja G-C nukleotiidide sisaldus (Abd-Elsalam, 2003;

Bustin ja Huggett, 2017; Ye et al., 2012).

Aluspaaride mittepaardumised praimeri 3’-otsas mdjutavad amplifikatsiooni kdige rohkem
(Wilcox et al., 2013; Ye et al., 2012), muude regioonide ja 5’-otsa mittepaardumistel on
praimerite spetsiifilisusele viga viike moju (Wilcox et al., 2013). Sellegipoolest on praimerite
tédies ulatuses komplementaarsus liigispetsiifilisuse tagamiseks védga oluline (Stadhouders et
al., 2010), sest sihtmadrkjdrjestuse amplifikatsioon poliimerisatsioonietapil toimub vdhem
efektiivselt ka siis, kui praimeri ja jérjestuse vahel esineb mdni mittepaardumine (Wilcox et
al., 2013). Poliimeraas ei saa paardumata nukleotiididega seonduda, millest tuleneb

elongatsiooni blokeerumine voi hdirumine (Daher et al., 2015). Lefever ef al. (2013) t66grupp
toob oma uuringus vélja, et >4 mittepaarduva nukleotiidi esinemine iihes praimeris voi iihes
praimeris 3 ja teises praimeris vdhemalt 2 mittepaarduva nukleotiidi esinemine blokeerib
reaktsiooni tdielikult ning spetsiifiliste praimerite in silico disainil tuleks jélgida, et
praimeripaari puhul ei esineks enam kui 3 mittepaarduvat nukleotiidi, et véltida
amplifikatsiooni blokeerumist. Amplifikatsiooni ei toimu ka siis, kui praimeri 3’-otsas esineb
kuni 2. positsioonini aluspaaridevahelist mittepaardumist (Wilcox et al., 2013; Ye et al., 2012)
ning 3.-6. positsioonis olevate aluspaaride mittepaardumise korral toimub amplifikatsioon
minimaalsel méiéral (Alvarez-Fernéndez, 2013 viidatud Daher et al., 2015 kaudu; Stadhouders
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et al., 2010; Wu et al., 2009). Samas on ka tdheldatud, et iihel 3’-otsa mittepaardumisel pole
piisavat moju, et amplifikatsiooni takistada (Lefever et al., 2019; Ye et al., 2012).
Mittepaardumiste amplifikatsioonitdendosuses on silmatud hierarhiat - kdige tdoendolisemalt
toimub amplifikatsioon, kui mittepaardumine toimub puriin-piirimidiin (A-C, C-A, G-T, T-G)
vahel, jiargneb pilirimidiin-piirimidiin (T-T, C-T, T-C) ning kd&ige vdhem tdendolisemalt
moodustub PCR produkt puriin-piirimidiin (A-A, A-G, G-A, G-G) voi C-C nukleotiidide
mittepaardumiste korral (Stadhouders et al., 2010). Lefever et al. (2013) tdogrupp sedastab, et
kaugemal kui 3’-otsa 5. positsioonis asuvate aluspaaride mittepaardumine avaldab

amplifikatsioonile moddukat moju, kuid ei takista amplifikatsiooni.

Praimerite  in  silico  disainiks  kasutatakse  laialdaselt  programmi  Primer3

(https://primer3.ut.ee/), mis genereerib (maskeeritud) jirjestusele tuginedes kdige sobilikumad

praimerid. Programm kalkuleerib termodiinaamika mudelitele toetudes praimerite sulamis-
(Tm) ja seondumistemperatuurid ning ennustab ja vildib praimerite kalduvust moodustada
sekundaarstruktuure. (Koressaar ja Remm, 2007; Untergasser et al., 2012) Andreson et al.

(2006b) toogrupp juhib tdhelepanu sellele, et programm Primer3 loob ette antud jirjestusele
tuginedes korgkvaliteetsed praimerid, kuid moned praimeripaarid vdivad sellegipoolest
moodustada mitu PCR produkti. In silico disainile jargnevalt tuleks kontrollida praimerite
unikaalsust - see vOimaldab ennustada ja vélja filtreerida praimerid, mis nditeks multiplex
PCR puhul voivad omavahel seonduda vOi annavad genoomis mitu erinevat produkti
(Andreson et al., 2006b). Potentsiaalsete amplifikatsiooni sihtmérkide tuvastamiseks peavad

Bustin ja Huggett (2017) asjakohaseks kasutada praimerite unikaalsuse hindamiseks NCBI

Primer-BLAST  (https:/www.ncbinlm.nih.gov/tools/primer-blast/) ~ programmi,  mis

voimaldab teha nii olemasolevate praimerite spetsiifilisuse kontrolli kui ka

sihtmérkjarjestusspetsiifiliste praimerite disaini (Ye et al., 2012).

Primer-BLAST iihendab endas Primer3 funktsiooni, et disainida PCR praimerid, ning BLAST
lokaalse joondamise (Altschul et al., 1997) ja Needleman-Wunsch (NW) globaalse
joondamise (Needleman ja Wunsch, 1970) algoritmid, et kontrollida praimerite spetsiifilisust
(Ye et al., 2012). Primer-BLAST kasutab identsete regioonide tuvastamiseks vaikevéaértusena
sonapikkust 7. See tdhendab, et juhul, kui 18 nukleotiidi pikkusel praimeril on konkreetse
jarjestusega vorreldes 6. ja 12. positsioonil mittepaarduv nukleotiid, on pikima identse
regiooni pikkus 6 nukleotiidi ja esineb vaid 2 mittepaardumist, kuid BLAST algoritm

sarnasust ei tuvasta. (Kalendar et al., 2017) Niisiis ei saa vaid BLASTil pdhinevaid
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programme kasutades informatisooni kogu praimeri ulatuses praimer-jirjestus paardumiste
kohta ning moni rohkemate mittepaardumistega, kuid potentsiaalselt amplifitseeritav
sihtmédrkjarjestus voib jadda mirkamata. Probleemi lahendab mooduli teine etapp - NW
globaalse joondamise algoritm. Praimerite spetsiifilisuse tagamiseks peab praimer
sihtmarkjarjestusega kogupikkuses seondunud olema, seega NW algoritm joondab
praimer-jirjestus paarduvad regioonid kogu praimeri ulatuses. Nii on vdimalik potentsiaalselt
amplifiteeritavate jérjestuste vasteid saada ka sisestatud hulk praimer-jirjestus vaheliste
mittepaardumiste puhul. Primer-BLAST eelis teiste programmide ees on, et see lubab
tdpsustada mittepaardumiste arvu, mis praimeril peab mittesihtmérkjarjestusega ja nende

3’-otsaga olema. (Ye et al., 2012)

Primer-BLAST annab Primer3 programmiga integreeritusest tulenevalt praimeritele
tulemustes ka iseendaga komplementaarsuse ja iseenda 3’-otsaga komplementaarsuse skoorid.
Skoorid iseloomustavad praimerite kalduvust moodustada praimeridimeere. “Self
complementarity” ehk iseendaga komplementaarsus kirjeldab praimeri kalduvust seonduda
iseenda voi paarilisega. Skoor kujuneb vastavalt jargnevale lokaalse joonduse siisteemile: +1
punkt paardunud nukleotiidide, -1 mittepaardunud nukleotiidide, -2 punkti liinga eest. Skoor
on 0, kui praimerite vahel ei esine markimisvéarset joondust. “Self 3’ complementarity” skoor
iseloomustab omakorda praimeri iseenda voi paarilise 3’-otsaga hiibridiseerumise tdendosust.
Skoori arvutamisel kasutatakse globaalset joondamist ning skoor on samuti 0, kui

praimerijdrjestuste vahel ei esine tdhelepanuvéirset joondust. (Untergasser et al., 2012)

In silico praimerite disainile jdrgneb alati kandidaatpraimerite eksperimentaalne kontroll
(Derveaux et al., 2010). Bustin ja Huggett (2017) rohutavad, et pdrumiskindlate
praimeripaaride disaini on in silico vOimatu teha. Praimereid on tarvis empiiriliselt
analiiiisida, et médrata konkreetse organismi tuvastamise tarbeks disainitud liigispetsiifiliste
praimerite tundlikkus ja efektiivsus. Praimerite detektsioonipiir soltub suuresti PCR
protokollist, mida jérgitakse, ning samuti voib amplifikatsiooni edukus sdltuvalt proovis
sisalduva DNA kvaliteedist varieeruda. (Derveaux et al., 2010; MacDonald ja Sarre, 2016)

Alati ei ole selge, miks moni praimerikombinatsioon tootab hésti voi halvasti, mistottu on
tarvis iga praimeridisaini tulemus eksperimentaalselt 1dbi proovida ning selle toimivus

kinnitada (Bustin ja Huggett, 2017; Derveaux et al., 2010).
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2. Uurimus
2.1. To6 eesmérgid
Kéesoleva t60 eesmirk on leida sobivad liigispetsiifilised PCR praimerid nosematoosi
pohjustavate mikrosporiidide N. apis ja N. ceranae tuvastamiseks. Kiisimus, millele vastust
otsitakse on: “Kas varasemalt avaldatud praimeripaarid N. apis’e ja N. ceranae eristamiseks
on tdepoolest liigispetsiifilised?”. Eesmérgi saavutamiseks:
1. Leitakse teaduskirjandusest seni disainitud N. apis’e ja N. ceranae praimerijirjestusi;
2. Kontrollitakse nende liigispetsiifilisust, kasutades tdna genoomiandmebaasides
kittesaadavaid nukleiinhappejirjestusi,
3. Analiilisitakse olemasolevate praimerite eeliseid ja puuduseid mikrosporiidide N. apis

ja N. ceranae tuvastamiseks/eristamiseks.

2.2. Materjal ja metoodika

Kiesolevas to0s tootati ldbi Nosema liikide PCR-pdhise tuvastamise teemal seni ilmunud
teaduskirjandust, et leida siiani disainitud N. apis’e ja N. ceranae spetsiifiliste praimeripaaride
jarjestusi. Leitud N. apis’e ja N. ceranae tuvastamiseks disainitud praimerite

liigispetsiifilisuse kontrollimiseks kasutati NCBI veebipohist programmi Primer-BLAST, mis

on ligipaddsetav aadressil https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/.  Otsinguks
rakendati Primer-BLAST programmi, sest see holmab lisaks BLAST lokaalse joonduse
algoritmile (Altschul ef al., 1997) ka globaalset NW algoritmi (Needleman ja Wunsch, 1970).
Teaduskirjandusest leitud praimeripaaridele rakendati enamjaolt Primer-BLAST programmi
médratud vaikevéirtuseid ning védrtused, mida muudeti, on kuvatud jargneval joonisel

(Joonis 4).

Andmebaasi “nr”’ soovitatakse kasutada organismide puhul, mida muudes andmebaasides ei
leidu, voi jérjestuste puhul, mida ei ole RefSeq andmebaasides (Ye ef al., 2012). Parameetri
“Database” véadrtuseks valiti “nr”, et tuvastada praimeripaariga komplementaarsete
jarjestustega organisme, kelle kogu genoom ei ole veel sekveneeritud, néiteks N. apis. Sel
viisil on andmebaasist voimalik leida paardumisi mistahes olemasolevate nukleotiidsete
jérjestustega. “Organism” parameeter jdeti tiihjaks, et laiendada otsingut praimeritega
koikvdimalike komplementaarsete jarjestuste leidmiseks. Praimerite spetsiifilisus ja PCR-i
edukus soltub eelkdige praimeri 3’-otsa paardumisest sihtmérkjirjestusega ja

mittepaardumisest mittesihtmérkjarjestusega. On tdheldatud, et ainult iihe praimeri puhul 4

vOi lthe praimeri puhul 3 ja teise puhul vdhemalt 2 praimer-jirjestus mittepaardumine
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inhibeerib amplifikatsiooni ja blokeerib selle pea tidielikult (Lefever et al., 2013).
Kontrollimaks praimerite voimalikku ebaspetsiifilisust, laiendati spetsiifilisuse parameetreid
jargnevate véirtusteni: iihel praimeril peab esinema mittesihtmérkjéirjestusega viahemalt 2
mittepaardumist, sealhulgas vdhemalt 1 mittepaardumine 3’-otsa viimaste nukleotiidide vahel.
Vastavad parameetrid annavad laia iilevaate praimerite voimalikest seondumiskohtadest.
Amplikoni maksimaalse lubatud suuruse jaoks kasutati otsingul véértust 1000, sest
liigispetsiifiliste praimerite efektiivsus on korgem, kui siinteesitavad PCR produktid on

lithemad (Ye et al., 2012).

Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow
Primer Pair Specificity Checking Parameters

Specificity check Enable search for primer pairs specific to the intended PCR template @

Search mode [vomatic v 1@

Database [Cnr v e

Exclusion [ Exclude predi Refseq ipts (: ion with XM, XR preﬁx)D Exclude i sample (2]
Organism l

‘ [Add organism]

Enter an organism name (or organism group name such as enterobacteriaceae, rodents), taxonomy id or select from the suggestion list as you type. 0

Entrez query (optional) ‘ | [~}

Primer specificity stringency Primer must have at least total mismatches to unintended targets, including

at least mismatches within the Iast bps at the 3' end. @
Ignore targets that have or more mismatches to the primer. @
Max target amplicon size l1 000 ‘ (%)

Allow splice variants D Allow primer to amplify mRNA splice variants (requires refseq mRNA sequence as PCR template input) (2]

m () Show results in a new window [ Use new graphic view ©

Joonis 4. Nosema liigispetsiifiliste praimerite kontrolliks valitud parameetrid.
Vaikevédrtustest erinevad parameetrid on joonisel ndidatud kollase kastiga iimbritsetult.
Allikas: NCBI Primer-BLAST.

2.3. Tulemused ja arutelu

2.3.1. N. apis’e ja N. ceranae spetsiifilised PCR praimerid

Teaduskirjandusest leiti 11 artiklit, milles oli kirjeldatud 18 Nosema spp. tuvastamiseks
disainitud praimeripaari (Tabel 2). N. apis’e liigispetsiifiliseks tuvastamiseks leiti 7
praimeripaari ja N. ceranae liigispetsiifiliseks tuvastamiseks 6 praimeripaari, kokku 13
eeldatavalt liigispetsiifilist praimeripaari. Ulejddnud praimeripaarid olid Nosema spp.
spetsiifilised, s.t olid mdeldud lisaks N. apis’e ja N. ceranae tuvastamiseks ka vaid kimalasi
(Bombus spp.) nakatava Nosema bombi (Klee et al., 2006; Klee et al., 2007) detekteerimiseks.
Praimerite spetsiifilisuse kontrolli rakendati vaid praimeripaaridele, mis olid disainitud
eesmirgipéraselt liigispetsiifiliseks. Analiiiisi kaasatud Nosema apis’e praimeripaarid olid
NosA, 321APIS, N. apis, NaFor ja UnivRev, NosaRNAPol, Mnapis-F ja Muniv-R ning
NosAF/AR. Nosema ceranae spetsiifilised praimeripaarid, mida analiiiisiti, olid 218MITOC,
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N. ceranae, NcFor ja UnivRev, NoscRNAPol, Mnceranae-F ja Muniv-R ning NosCF/CR.

Tabel 2. Nosema spp., N. ceranae ja N. apis’e spetsiifilised PCR praimerid. ITS: sisemine
transkribeeritav speisser regioon. LSU rRNA: suur 23S rRNA subiihik. Helehall taust:

praimerid ei ldbinud Gisder ja Genersch (2013) t60s praimerite spetsiifilisuse kontrolli.

Tumehall taust: praimerid ei labinud Gisder ja Genersch (2013) ega Erler et al. (2012) td66s

praimerite spetsiifilisuse kontrolli. Roheline taust: Erler et al. (2012) t66s soovitatavad

praimerid N. apis’e ja N. ceranae spetsiifiliseks tuvastamiseks.

Nimi Allikas Praimeri jirjestus (5°-3°) Lookus Sihtmérkliik Produkti
pikkus
NosA Webster et al. E'| CCGACGATGTGATATGAGATG 16S rRNA N. apis 209
(2004) R | CACTATTATCATCCTCAGATCATA
ITS Klee et al. (2006) | F | GATATAAGTCGTAACATGGTTGCT ITS N. apis, N. ceranae | 120,120
R | CATCGTTATGGTATCCTATTGATC regioon im
NOS Higes et al. E| TGCCGACGATGTGATATGAG 16STRNA | N. apis, N. ceranae | 240,252
(2006) R | CACAGCATCCATTGAAAACG im
SSU-res Klee et al. (2007) | F | GCCTGACGTAGACGCTATTC 16S rRNA | N. apis, N. ceranae | 402,402
R | GTATTACCGCGGCTGCTGG _]1’1’1
218MITOC Martin-Hernande | F | CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAA 16S rRNA N. ceranae 218-219
7 et al. (2007) R | CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG
321APIS F | GGGGGCATGTCTTTGACGTACTATGTA 16S rRNA N. apis 321
R | GGGGGGCGTTTAAAATGTGAAACAACTATG
Nosema Chen et al. F| GGCAGTTATGGGAAGTAACA 16S rRNA | N. apis, N. ceranae | 208,212
(2008) R | GGTCGTCACATTTCATCTCT G
N, @ F | CGGATAAAAGAGTCCGTTACC N, e 250
R | TGAGCAGGGTTCTAGGGAT
N. apis F | CCATTGCCGGATAAGAGAGT N. apis 401
R | CACGCATTGCTGCATCATTGAC
NcFor Forsgren ja Fries | F | TATTGTAGAGAGGTGGGAGATT LSU N. ceranae 316
(2010) rRNA
NaFor F | CTAGTATATTTGAATATTGTTTACAATGG N. apis 278
UnivRev R | GTCGCTATGATCGCTTGCC N. apis, N. ceranae 278,316
Nos-16S-fw/rv | Stevanovic et al. F | CGTAGACGCTATTCCCTAAGATT 16SrRNA | N. apis, N. ceranae | 488,488
011) R | CTCCCAACTATACAGTACACCTCATA im
NoscRNAPol Gisder ja F | TGGGTTCCCTAAACCTGGTGGTTT RPBI1 N. ceranae 662
Genersch (2013) | }| TCACATGACCTGGTGCTCCTTCT
NosaRNAPol F | AGCAAGAGACGTTTCTGGTACCTCA N. apis 297
R | CCTTCACGACCACCCATGGCA
Mnceranae-F Fries et al. F | CGTTAAAGTGTAGATAAGATGTT 16S rRNA N. ceranae 143
(2013)
Mnapis-F F | GCATGTCTTTGACGTACTATG N. apis 224
Muniv-R R | GACTTAGTAGCCGTCTCTC N. apis, N. ceranae | 224,143
NosCF/CR Sulborska et al. | F | ACGTAATACGATCAGATGGTCAGC RPBI ja N. ceranae 168
(2019) R | CTCGAACGAAATGTCCCATCA 16S rRNA
NosAF/AR F | CATGTCTTTGACGTACTATGTACT N. apis 132
R| ACTAGCTGATAGGTCTCACTCT
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2.3.2. N. apis’e ja N. ceranae praimerite spetsiifilisuse kontroll ja analiiiis

Veebiprogrammi Primer-BLAST kasutamisel saadi koikidele praimeripaaridele nende
omaduste ning liigispetsiifilisuse kontrolli tulemused. Tulemused on vélja toodud praimerite
liigispetsiifilisuse analiilisi 10pus, lehekiiljel 36 Tabelis 3. Primer-BLAST viljastab
tulemusena ennustuse praimeripaari toendoliste seondumiste kohta erinevatel jarjestustel, mis
voivad anda lubatud pikkusega PCR produkti. Liigispetsiifilisuse analiiilisi tulemus oli “jah”,
kui Primer-BLAST leidis konkreetse praimeripaari puhul potentsiaalselt PCR produkti andvad
seondumised ainult valitud sihtmaérkjirjestustel. Liigispetsiifilisuse analiiiisi tulemus oli "ei",
kui  Primer-BLAST  tuvastas  praimeripaari  ebaspetsiifilised  seondumiskohad
mittesihtmérkjarjestustel, mis vodivad luua programmis lubatud suurusega PCR produkti.
Hinnang N. apis’e vdi N. ceranae tuvastamise sobivuseks oli “jah”, kui praimeripaar oli
liigispetsiifiline voi moodustas kdikide Primer-BLAST tulemuste mittesihtmérkjarjestusega

seondudes kokku enam kui 3 mittepaardumist ning “ei”” koikidel muudel juhtudel.

Webster et al. (2004) to6riihma disainitud praimeripaar NosA, mis peaks seonduma vaid M.
apis’e jarjestusega, seondub tdispikkuses ka N. ceramnae, sh praimerite mitmete 3’-otsa
mittepaardumistega ka N. neumanni mittesihtmirkjérjestustega - praimeripaar ei ole N. apis’e
liigispetsiifiline (Joonis 5). Arvestades, et piri- ja vastassuunalise praimeri maksimaalne
iseendaga seondumise ja iseenda 3’-otsaga seondumise skoor on korged, eriti vastassuunalise
praimeri puhul, voib praimerite tdendoline omavaheliste dimeeride moodustamine 3’-otstes

parssida ka PCRi efektiivsust ja praimerite tundlikkust.

>MH350400.1 Nosema ceranae clone 5 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence

product length = 208
Forward primer 1 CCGACGATGTGATATGAGATG 21
Template 282 iiiiiiieiieieiiaaaaas 302

Reverse primer 1 CACTATTATCATCCTCAGATCATA 24
Template 489 L iiiiiiiiiiiiiiiiieaaaa, 466

>MF882996.1 Nosema neumanni isolate Moses_132_Kasese small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence

product length = 209
Forward primer 1 CCGACGATGTGATATGAGATG 21
Template 645 il G.. 665

Reverse primer 1 CACTATTATCATCCTCAGATCATA 24
Template 853 Liiiiiiiiiiiinnn. A..AGA. 830

Joonis 5. NosA seondub N. ceranae ning praimerite 3’-otsa mittepaardumistega N. neumanni
mittesihtmaérkjirjestustega, (5°-3°). Punktidena on tdhistatud jdrjestuse praimeriga
komplementaarsed ning tdhtedena mittekomplementaarsed nukleotiidid. Allikas: NCBI
Primer-BLAST (Ye et al., 2012).
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Kuigi Erler et al. (2012) soovitasid enda uuringus ldbi viidud kontrollkatsetele tuginedes
kasutada usaldusvairseks N. apis’e tuvastamiseks ja N. ceranae’st eristamiseks Webster et al.
(2004) disainitud praimeripaari NosA, siis tdna see soovitus enam ei pade. N. ceranae
jarjestuse tdispikkuses komplementaarsus nii parisuunalise kui ka vastassuunalise praimeriga
annab PCR produkti ka mittesihtmarkjirjestusega. Praimeridisainiks valitud 16S rRNA
eeldatavalt vaid N. apis’es konserveerunud regiooni 100% komplementaarsus N. ceranae
jéarjestusega vihjab, et praimeridisainiks ei valitud vilja vaid {ihe liigi piires konserveerunud
regiooni, vOi kinnitab Sagastume et al. (2011) ning Gisder ja Genersch (2013) leidu N. apis’e

ja N. ceranae liikidevahelisest 16S rRNA rekombinatsioonist.

Martin-Hernédndez et al. (2007) t6orithm disainis N. ceranae’le praimeripaari 218MITOC
ning N. apis’ele praimeripaari 321APIS. Primer-BLAST programmi tulemus néitab, et
218MITOC puhul ei ole tegemist liigispetsiifilise praimeripaariga, sest on disainitud
seonduma regiooni, mis on konserveerunud ka teises organismides, nditeks mikrosporiidsetes
Vairimorpha liikides (Joonis 6). Kuigi amplifikatsiooni efektiivsus on 5’-otsa
mittepaardumise korral pérsitud, siis enam kui 3 nukleotiidi vdhemalt iihe praimeri
koguulatuses mittepaardumise korral voi kuni 3’-otsa 2. nukleotiidi mittepaardumise puhul
amplifikatsiooni ei toimu ning 3.-6. nukleotiidi mittepaardumisel toimub minimaalselt.
Vairimorpha spp., samuti ka paari N. ceranae klooni, nditeks NCS6 ja NCS51 jérjestuse puhul
esineb vdhemalt iihes praimeris 5 mittepaarduvat nukleotiidi, mistdttu on jérjestuste
amplifikatsioon vdga vidhetdendoline. Juhul, kui praimeripaar ei seondu kdikide sihtmérkliigi
tilvede varieeruvate jdrjestustega ja neid ei amplifitseeri, vOib praimerite nosematoosi
diagnostikas kasutamine viia valenegatiivse tulemuseni.

>LC510190.1 Nosema ceranae gene for SSU rRNA, partial sequence, clone: NCS6 ~ >LC510235.1 Nosema ceranae gene for SSU rRNA, partial sequence, clone: NCS51

product length = 219 product length = 220

Forward primer 1 CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAA 28 Forward primer 1 CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAA 28
Template 624 T.Civieeeeoeeenncosscnnnnnnns 651 Template 621 TuCuivieveennnnnannn G...ATA.T. 648
Reverse primer 1 CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG 26 Reverse primer 1 CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG 26
Template 842 TATTA....eeeennneenonnnnns 817 Template 840 TATTA....ceeeeeecnaannanas 815

>MW600361.1 Nosema ceranae isolate M16 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence >MN608539.1 Vairimorpha sp. clone B5-2 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence

product length = 219 product length = 218

Forward primer 1 CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAA 28 Forward primer 1 CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAA 28
Template 2 it iiieeieeeeaeeeaaaaaaas 29 Template 644 T.Curevrrnnnnnnnnnnnannnnnns 671
Reverse primer 1 CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG 26 Reverse primer 1 CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG 26
Template 220 cieccececttsctescctensannn 195 Template 861 TATTA...:eeeeerensosannnns 836

Joonis 6. 218MITOC amplifitseerib lisaks N. ceranae’le ka Vairimorpha liikide jérjestusi,
(5°-3’). Punktidena on tdhistatud jdrjestuse praimeriga komplementaarsed ning tdhtedena
mittekomplementaarsed nukleotiidid. Allikas: NCBI Primer-BLAST (Ye et al., 2012).
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Lisaks ebaspetsiifilisusele on 218MITOC praimeripaari parisuunalise praimeri iseendaga
komplementaarsuse skoor iisna korge, mistottu on tdendoline, et see moodustab enda voi
paarilisega dimeere. Praimeripaar on mdnede jérjestuste puhul 3’-otsast jirjestusspetsiifiline,
kuid selles regioonis iseenda voi paarilisega hiibridiseerumisskoor on molemal praimeril suur.
Korgeid komplementaarsusskoore tasub voimalikult korge PCRi efektiivsuse tagamiseks
véltida, sest mida vdiksem on skooride summa, seda vihem tdenéolisem on, et praimerid
iiksteisega hiibridiseeruvad. Monede N. ceranae jirjestuste puhul esineb primeritel
jarjestusega enam kui kolme nukleotiidi mittepaardumist, sealhulgas 3’-otsas, mis on
tdendoliselt pdhjus, miks Martin-Hernandez et al. (2007) disainitud praimeripaar 218MITOC
Gisder ja Genersch (2013) ning Erler et al. (2012) kontrolluuringutes pdrus. Lahtuvalt
praimerite ebaspetsiifilisest paardumisest N. ceranae eri jérjestustega on praimeridisainiks
valitud 16S rRNA regioon, mis ei ole piisavalt korgelt konserveerunud, et tagada N. ceranae
liigisisene tuvastusvoime. Liigi jérjestuse varieeruvus praimeridisainiks valitud regioonis
annab kinnitust ka Sagastume et al. (2011) ning Gisder ja Genersch (2013) viidatud N. apis’e

ja N. ceranae liikidevahelisele 16S rRNA rekombinatsioonile.

Primer-BLAST programmi tulemus praimeripaarile 321APIS nditab, et tegemist on
praimeripaariga, mis seondub spetsiifiliselt N. apis’e jarjestustega. Pdrisuunalise praimeri
puhul on nii iseendaga komplementaarsus kui ka 3’-otsa komplementaarsusskoor kdrge, kuid
vastassuunalise praimeri puhul on iseendaga komplementaarsuse véirtus veel kdorgem. On
viga suur toendosus, et PCRi kidigus praimerid ei amplifitseeri sihtmérkjdrjestust, vaid
moodustavad iiksteisega dimeere. See vdhendab mirgatavalt PCRi efektiivsust ning vdib
pohjustada kvalitatiivse meetodi ebadnnestumise. Eriti oluline on selliste praimerite disaini
viltida qPCRi puhul, mis jitaks proovis leiduvad sihtmirkjarjestused amplifitseerimata ning
annaks kvantitatiivselt vale tulemuse. Kuigi PCR efektiivsus praimeripaari 321APIS
kasutamisel osutus Erler ef al. (2012) uuringus madalamaks kui praimeripaari NosA

kasutusel, on see liigispetsiifilisuse tagamisel parem valik.

Chen et al. (2008) tooriihm disainis unikaalselt N. apis’e ja N. ceranae’ga seonduvad
praimeripaarid. Primer-BLAST programmi tulemuste pdhjal on N. apis’e praimeripaar
liigispetsiifiline ning ei esine lihtegi praimer-sihtmérkjirjestus mittepaardumist (Joonis 7).
Vastassuunalisel praimeril on korge kalduvus nii iseenda kui ka viga korge iseenda 3’-otsaga
komplementaarsusele, seega praimeridimeeride véltimisel on 321APIS konkreetsest

praimeripaarist edukam. Primer-BLAST programmi tulemuste pdhjal on N. ceranae
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praimeripaar liigispetsiifiline, vaid {ihel jérjestusel neljast ehk 25% esineb ks
mittepaardumine 3’-otsa 6. nukleotiidi juures. PCR reaktsioon toimub sellise jdrjestuse
amplifikatsioonil vdga viikese efektiivsuse juures. N. ceranae praimeripaari iseendaga
komplementaarsuse skoorid on keskmised/kdrged ning 3’-otsa komplementaarsus on
parisuunalise praimeri puhul vdga korge, mistottu vOib amplifikatsioonil oodata
korvalprodukte praimer-praimer dimeeridena. Sellele vaatamata on Chen et al. (2008)

tooriihma praimeripaarid liigispetsiifilisuse tagamisel edukad.

Products on target templates
>U97150.1 Nosema apis small subunit ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer and large subunit ribosomal RNA gene, complete sequence

product length = 401
Forward primer 1 CCATTGCCGGATAAGAGAGT 20
Template 4395 ...cccercccsccnccces 4414

Reverse primer 1 CACGCATTGCTGCATCATTGAC 22
Template 4795 ittt 4774

Joonis 7. N. apis’e praimeripaar on liigispetsiifiline ning sihtmérkjarjestusega tédispikkuses
komplementaarne, (5°-3). Punktidena on téhistatud jérjestuse praimeriga komplementaarsed
ning tdhtedena mittekomplementaarsed nukleotiidid. Allikas: NCBI Primer-BLAST (Ye et al.,
2012).

Forsgren ja Fries (2010) disainisid spetsiifiliselt N. apis’ega seonduma mdeldud praimeri
NaFor, N. ceranae’ga seonduva praimeri NcFor ning molema liigi jarjestustele seonduva
universaalse vastassuunalise (reverse) praimeri UnivRev. Primer-BLAST programmi
tulemuste pdohjal on NaFor ja UnivRev puhul tegemist praimeripaariga, millel on
parisuunalise praimeri keskmises regioonis ja sihtmaérkjérjestuse vahel 1 mittepaardumine
ning mis ei ole N. apis’e liigispetsiifiline, sest programm annab vaste ka liigiga Arachis
hypogaea ehk maapidhkliga. A. hypogaea jirjestusel esineb mdlema praimeri vahel 6-7
mittepaardumist (Joonis 8). Praimerite amplifikatsioon peatub, kui kasvoi lihes praimeris on
enam kui 3 mittepaardumist, seega A. hypogaea amplifikatsiooni ei toimu ka siis, kui proov
on maapéhkli DNAga kontamineerunud. Kuigi konkreetne praimeripaar on liigispetsiifilisuse
tagamisel tugev kandidaat, on périsuunalise praimeri iseendaga komplementaarsuse skoor
(8,00) ja 3’-otsaga komplementaarsuse skoor (4,00) vdga kdrged, mistottu ei ole praimeripaar

PCR-il V. apis’e tuvastamiseks eeldatavasti kdige efektiivsem.
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>CP030989.1 Arachis hypogaea cultivar Shitouqi chromosome A07

product length = 279

Features flanking this product:
7717 bp at 5' side: U-box domain-containing protein
53734 bp at 3' side: uncharacterized protein

Forward primer 1 CTAGTATATTTGAATATTGTTTACAATGG 29
Template 13291648 A...A....... T.C.A...Gevuunnnn 13291676

Forward primer 1 CTAGTATATTTGAATATTGTTTACAATGG 29
Template 13291926 A.G.AC...... TeooBA.eGevvvnnnn 13291898

Joonis 8. Primer-BLAST annab praimeripaari NaFor ja UnivRev puhul vastena ka Arachis
hypogaea jirjestuse, (5°-3’). Punktidena on tdhistatud jirjestuse praimeriga
komplementaarsed ning tidhtedena mittekomplementaarsed nukleotiidid. Allikas: NCBI
Primer-BLAST (Ye et al., 2012).

Praimeripaar NcFor ja UnivRev hiibridiseerub Primer-BLAST tulemuse pdhjal N. ceranae
jérjestustega 100% ulatuses. See-eest on praimerid komplementaarsed ka liikide Nymphalis
polychloros ja Nosema bombi jirjestustega - vastassuunaline praimer on jirjestustega
taispikkuses komplementaarne, ei paardu vaid périsuunalise praimeri 3’-otsa kdige otsmine
nukleotiid (Joonis 9). Arvestades, et iiks 3’-otsas paiknev nukleotiid ei pruugi
amplifikatsiooni blokeerida ning mittepaardumiste amplifikatsioonitdenéosuses on tdheldatud
hierarhiat (puriin-puriin < piirimidiin-plirimidiin < puriin-plirimidiin) (Stadhouders et al.,
2010), voib siiski otsmiste G-T (puriin-piirimidiin) nukleotiidide mittepaardumisel esineda
viahese efektiivsusega amplifikatsiooni. Juhuslike seondumiste ja amplifikatsiooniproduktide
moodustamise véltimiseks ei soovita autor praimeripaari NcFor ja UnivRev N. ceranae

mesilasproovist tuvastamisel siiski kasutada.

>XR_002966747.1 Nosema ceranae 23S ribosomal RNA (AAJ76_1700062503), rRNA >HG992272.1 Nymphalis polychloros genome assembly, chromosome: W

product length = 316 product length = 313

Forward primer 1 TATTGTAGAGAGGTGGGAGATT 22 Forward primer 1 TATTGTAGAGAGGTGGGAGATT 22
Template K 1 1856 Template 3358006 ciiiiiiiiiinianaaaaan G 3358027
Reverse primer 1 GTCGCTATGATCGCTTGCC 19 Reverse primer 1 GTCGCTATGATCGCTTGCC 19
Template 2150 ti it ii i e 2132 Template 3358318 L.iiiiiiiiiiiniannn 3358300

>AY741101.1 Nosema bombi small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer, complete sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial
sequence

product length = 313
Forward primer 1 TATTGTAGAGAGGTGGGAGATT 22
Template 3061 ittt G 3082

Reverse primer 1 GTCGCTATGATCGCTTGCC 19
Template 3373 ittt i 3355

Joonis 9. Praimeripaar NcFor ja UnivRev on sihtmirkjirjestusega tdispikkuses
komplementaarne, kuid paardub ka Nymphalis polychloros ja Nosema bombi jérjestustega,
(5°-3%). Punktidena on tdhistatud jirjestuse praimeriga komplementaarsed ning tdhtedena
mittekomplementaarsed nukleotiidid. Allikas: NCBI Primer-BLAST (Ye et al., 2012).
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Gisder ja Genersch (2013) on vilja to6tanud praimeripaarid NosaRNAPol ja NoscRNAPol,
mis amplifitseerivad RNA poliimeraas II suurima subiihiku (RPB1) jérjestust. Primer-BLAST
programmi tulemuste pdhjal on NosaRNAPol praimeripaar N. apis’e liigispetsiifiline ning on
sihtmérkjirjestusega tiispikkuses komplementaarne (Joonis 10). See-eest on nii parisuunalise
kui ka vastassuunalise praimeri iseenda ja iseenda 3’-otsaga komplementaarsuse skoor korge

ja praimerite tundlikkus v3ib praimeridimeeride moodustamise arvelt kahaneda (Joonis 10).

Products on target templates
>D0Q996230.1 Nosema apis RNA polymerase Il largest subunit (RPB1) gene, partial cds

product length = 297
Forward primer 1 AGCAAGAGACGTTTCTGGTACCTCA 25
Template 1854 i iiiiiiiiitittiitetaaann 1878

Reverse primer 1 CCTTCACGACCACCCATGGCA 21
Template 2150 cieiiiiieiiiie e 2130

Joonis 10. NosaRNAPol on N. apis’e RPBI jirjestusega tdispikkuses komplementaarne,
(5°-3’). Punktidena on tdhistatud jdrjestuse praimeriga komplementaarsed ning tdhtedena
mittekomplementaarsed nukleotiidid. Allikas: NCBI Primer-BLAST (Ye et al., 2012).

Primer-BLAST programm annab praimeripaari NoscRNAPol puhul lisaks N. ceranae’le
tulemusi ka Vairimorpha necatrix jérjestustega. V. necatrix jérjestuse ja vastassuunalise
praimeri vahel esineb 5’-otsas ja praimeri keskosas kokku 4 mittepaardumist, parisuunalisel
praimeril veel 1 lisaks. Niisiis pole praimeripaar liigispetsiifiline, kuid Lepidoptera ehk
libliklaste seltsi kuuluvaid putukaid nakatava mikrosporiidi V. necatrix (Down et al., 2004)
analiiiisitavas proovis leidumine mittespetsiifilisi amplifikatsiooniprodukte ei anna, sest
amplifikatsioon on vilistatud enama kui 3 praimer-jdrjestus mittepaardumise korral.
Vastassuunalise praimeri iseendaga komplementaarsuse skoor on korge, kuid 3’-otsaga
komplementaarsus olematu, parisuunalise praimeri puhul on skoor vastavalt kdrge voi viga
korge, mis vdhendab PCRi tootlikkust. Praimeripaar NoscRNAPol sobib sellegipoolest N.

ceranae nakkuse mesilasproovidest kinnitamiseks.

Fries et al. (2013) tooriihm disainis N. apis’e jérjestusele seonduva parisuunalise praimeri
Mnapis-F, N. ceranae jarjestusele seonduva pédrisuunalise praimeri Mceranae-F ja mdlema
liigi jérjestusega universaalselt seonduva vastassuunalise praimeri Muniv-R. Primer-BLAST
programmi tulemuste pdhjal on Mnapis-F ja Muniv-R praimeripaar N. apis’e liigispetsiifiline
ning paardub sihtmarkjdrjestusega tdisulatuses (Joonis 11). Praimerite iseendaga seondumise
ja iseenda 3’-otsaga seondumise skoor on vastavalt keskmine ja korge. Praimeripaar on hea

liigispetsiifiline N. apis’e tuvastamise kandidaat.
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>KX258209.1 Nosema apis strain RGSNa01 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence

product length = 224
Forward primer 1 GCATGTCTTTGACGTACTATG 21

Template L et ittt i e, 21
Reverse primer 1 GACTTAGTAGCCGTCTCTC 19
Template 224 et i i 206

Joonis 11. Praimeripaar Mnapis-F ja Muniv-R on sihtmaérkjérjestusega tdispikkuses
komplementaarne, (5’-3"). Punktidena on tdhistatud jédrjestuse praimeriga komplementaarsed
ning tdhtedena mittekomplementaarsed nukleotiidid. Allikas: NCBI Primer-BLAST (Ye et al.,
2012).

Praimeripaar Mceranae-F ja Muniv-R seondub see-eest lisaks N. ceranae sihtmérkjérjestusele
ka Nosema thomsoni, N. carpocapsae, N vespula, N. portugal, N. adaliae, Vairimorpha
lymantriae, Nymphalis polychloros ja Thelohania disparis’e mittesihtmérkjarjestustega.
Praimeripaar on N. ceranae ja Vairimorpha spp. jérjestusega tdisulatuses komplementaarne,
muudel jérjestustel ei ole périsuunalise praimeri 3’-otsa viimane nukleotiid jérjestuste

nukleotiidiga komplementaarne (Joonis 12).

>MN608538.1 Vairimorpha sp. clone B5-1 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence

product length = 143
Forward primer 1 CGTTAAAGTGTAGATAAGATGTT 23
Template 130 teeeeennnnnnnnnannnnnnn 152

Reverse primer 1 GACTTAGTAGCCGTCTCTC 19
Template 272 ciieeiecccccccosenes 254

>KC596023.1 Nosema thomsoni 16S ribosomal RNA gene, partial sequence >JX268035.1 Nosema pieriae small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence

product length = 143 product length = 143

Forward primer 1 CGTTAAAGTGTAGATAAGATGTT 23 Forward primer 1  CGTTAAAGTGTAGATAAGATGTT 23
Template 120 teeeeeeeccacaccaaaaans G 142 Template 85 Licencecccsssscsnoscns G 107
Reverse primer 1 GACTTAGTAGCCGTCTCTC 19 Reverse primer 1 GACTTAGTAGCCGTCTCTC 19
Template 262 ceiieeeecieeaeaaaan 244 Template 227 cieiiiiiiii e 209

Joonis 12. Praimeripaar Mceranae-F ja Muniv-R seondub ka Vairimorpha ja Nosema
perekonna litkide mittesihtmarkjarjestustega, (5°-3’). Punktidena on tdhistatud jdrjestuse
praimeriga komplementaarsed ning tihtedena mittekomplementaarsed nukleotiidid. Allikas:
NCBI Primer-BLAST (Ye et al., 2012).

Nosema adaliae jarjestuse amplifikatsiooni voib vilistada, sest parisuunalise praimeri 3’-otsas
esineb alates 2. nukleotiidist 5 mittepaardumist jarjest. Muude mittesihtmairkjérjestuste puhul
vidga suure tdendosusega praimer-jarjestus hiibridisatsiooni ei toimu, sest 3’-otsa viimaste
nukleotiidide paardumine on amplifikatsiooni toimumisel ja edukusel viga oluline, kuid see ei
pruugi reaktsiooni toimumist tdielikult viltida. Tuleb silmas pidada, et G-T

(puriin-piirimidiin)  nukleotiidide mittekomplementaarse paardumise korral toimub
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amplifikatsioon muudest olukordadest kdige tdendolisemalt ning juhuslikult amplifitseeritud
mittesihtmaérkjarjestuste 100% kindlusega véltimiseks ei tasu konkreetset praimeripaari

mesilasproovist nosematoosnakkuse tuvastamiseks kasutada.

Sulborska et al. (2019) disainisid praimeripaarid NosCF/CR ja NosAF/AR. Primer-BLAST
programmi tulemuste pdhjal on praimeripaar NosCF/CR N. ceranae liigispetsiifiline ning
paardub sihtmirkjirjestusega tdisulatuses (Joonis 13). Vasteid tuli ka sihtmaérkjérjestustega,
millest lihel esineb praimeritega 3’-otsast 3. nukleotiidi mittepaardumine, kuid teistel
jarjestustel 3’-otsast kaugemal. Niisiis toimub sihtmairkjérjestuse amplifikatsioon vdhem
efektiivselt ka mittepaardumistega jarjestustega seondumisel. Amplifikatsiooni efektiivsust ja
seejuures praimerite tundlikkust vOib vdhendada ka praimerite iseendaga korgest
komplementaarsusest tingitud dimeriseerumine. Primer-BLAST programmi tulemuste pohjal
on ka praimeripaar NosAF/AR N. apis’e liigispetsiifiline ning paardub enamike
sihtmérkjdrjestusega tdisulatuses. Osade sihtmérkjérjestustega esineb iiksiknukleotiidseid
mittepaardumisi 5’-otsas vOi keskmises regioonis, kuid need amplifikatsiooni toimumist
suurel méadral ei mdjuta. Pdrisuunalise praimeri puhul on iseendaga ja iseenda 3’-otsaga
komplementaarsus korge, vastassuunalisel veidi madalam, seega vdib PCR efektiivsus
praimerite spetsiifilisuse arvelt veidi kannatada. See-eest on modlemad praimeripaarid,
NosCF/CR N. ceranae ja NosAF/AR N. apis’e pdhjustatud nosematoosnakkuse tuvastamisel
vaga head kandidaadid.

>XM_024474576.1 Nosema ceranae dna-directed rna polymerase ii largest subunit (AAJ76_2100035271), partial mRNA

product length = 168
Forward primer 1 ACGTAATACGATCAGATGGTCAGC 24
Template 1124 .. ceeeccncnccscscnncnns 1147

Reverse primer 1 CTCGAACGAAATGTCCCATCA 21
Template 1291 ciieceecctcncctccncnnn 1271

Joonis 13. Praimeripaar NosCF/CR on sihtmérkjérjestusega tiispikkuses komplementaarne,
(5°-3°). Punktidena on tdhistatud jirjestuse praimeriga komplementaarsed ning tdhtedena
mittekomplementaarsed nukleotiidid. Allikas: NCBI Primer-BLAST (Ye et al., 2012).

Teadustoodes kasutatavad diagnostilised protokollid ei ole rangelt reguleeritud, nagu néiteks
kliinilise kasutuse korral. Seetottu on teadustdodes avaldatud PCR protokollide puhul tarvis
erinevaid faktoreid, eriti spetsiifilisust kriitiliselt enne kasutuselevottu voi jarelduste tegemist
hinnata. (Bustin ja Huggett, 2017) Nosematoosnakkuse pohjustaja proovist tuvastamiseks on

tarvis kasutada liigispetsiifilisi praimereid. Liigispetsiifilised praimerid vélistavad
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mittesihtmérkjirjestuste tuvastamise keskkonnaproovist, mis voib sisaldada paljude muude
elusorganismide geneetilist materjali. N. apis’e tuvastamiseks leiti teadusartiklitest 7
praimeripaari ja N. ceranae tuvastamiseks 6 praimeripaari. Nosema apis’e puhul olid
Primer-BLAST tulemuste kohaselt tdepoolest liigispetsiifilised 5 praimeripaari ning Nosema
ceranae puhul 2 praimeripaari. Primer-BLAST liigispetsiifilisuse kontrolli pdhjal olid
Nosema apis’e liigispetsiifilised praimeripaarid 321APIS (Martin-Hernandez et al., 2007),
Nosema apis (Chen et al., 2008), NosaRNAPol (Gisder ja Genersch, 2013), Mnapis-F ja
Muniv-R (Fries et al., 2013) ning NosAF/AR (Sulborska et al., 2019). Primer-BLAST
liigispetsiifilisuse kontrolli pdhjal olid Nosema ceranae liigispetsiifilised praimeripaarid
Nosema ceranae (Chen et al., 2008) ja NosCF/CR (Sulborska et al., 2019). Niisiis oli
teaduskirjandusest leitud N. apis’e praimeritest 71,4% ning N. ceranae praimeritest 33,3%
liigispetsiifilised (Joonis 14). Kokku leiti teadusartiklitest nosematoosnakkuse tuvastamiseks
53,8% ulatuses liigispetsiifilisi praimeripaare. See-eest leiti Primer-BLAST programmiga ka 2
praimeripaari - N. apis’el NaFor ja UnivRev (Forsgren ja Fries, 2010) ning N. ceranae’l
NoscRNAPol (Gisder ja Genersch, 2013), mis ei ole liigispetsiifilised, kuid ei amplifitseeri
mittesihtmérkjérjestusi tdnu praimeripaarides jirjestusega 5-7 mittepaarduvale nukleotiidile.
Niisiis on nimetatud praimeripaarid sellegipoolest sobilikud N. apis’e vdi N. ceranae

liigipohiseks tuvastamiseks.

Liigispetsiifilisuse kontrolli tulemused
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0%

Kogus

N.ceranae N. apis

Liigis petsiifilised Mittes petsiifilised

Joonis 14. Liigispetsiifilisuse kontrolli tulemused: teaduskirjanduses on avaldatud enam N.

apis’e kui N. ceranae liigispetsiifilisi praimereid. Allikas: autori andmed.

Nosema ceranae liigispetsiifiliste praimerite vihesus annab alust arvata, et N. ceranae puhul
toimub Gisder ja Genersch (2013) ning Sagastume et al. (2011) tooriihmade kirjeldatud 16S

rRNA  geenijirjestuse  rekombinatsioon  vOrreldes N. apis’ega  efektiivsemalt.
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Praimeridisainiks on tarvis leida genoomiregioon, mis oleks liigisiseselt korgemalt
konserveerunud kui 16S rRNA geenijdrjestus ning tagaks piisava liikidevahelise eristusvdime.
Lisaks peaks sobiv genoomiregioon esinema organismis iihes korduses, et viltida
rekombinatsiooni (Gisder ja Genersch, 2013; Sagastume et al., 2011) ning vilja to6tatud
liigispetsiifiliste praimerite sellest tulenevat ebaefektiivsust. Potentsiaalsed kandidaadid
mikrosporiidides liigisiseselt korgelt konserveerunud genoomipiirkondadeks on liigisiseselt
viahe ning liikidevaheliselt piisavalt varieeruvad valku kodeerivad regioonid, milles toimub
rekombinatsioon minimaalsel mééral (Gisder ja Genersch, 2013). Lefever ef al. (2013)
téogrupp on tdheldanud, et >4 mittepaarduva nukleotiidi esinemine iihes praimeris voi iihes
praimeris 3 ja teises praimeris vdhemalt 2 mittepaarduva nukleotiidi esinemine blokeerib
reaktsiooni tdielikult ning soovitab spetsiifiliste praimerite in silico disainil amplifikatsiooni
blokeerumise véltimiseks jilgida, et praimeripaari puhul ei esineks enam kui 3 mittepaarduvat
nukleotiidi. Arvestades, et RPB1 geenijérjestusele disainitud praimeripaaridest % puhul ei
tuvastanud Primer-BLAST mitte iihtegi vdimalikku ebaspetsiifilise produkti teket
mittesihtmirkjéirjestustelt ning '3 praimeripaari puhul tuvastas Primer-BLAST pigem
viaheohtlikke  vOimalikke seondumisi mittesihtmérkjérjestustele, s.t praimerite ja
mittesihtmérkjérjestuse vahel oli {ile 3 mittepaarduva positsiooni, siis sobib RPBI
geenijirjestus Nosema liikide spetsiifiliste  praimerite disainiks. Sellegipoolest oleks
nosematoosnakkuse liikide eristamiseks sobivate praimeridisaini regioonide tuvastamiseks
tarvis Nosema perekonna litkide genoomi edaspidi ldhemalt uurida ning omavahel vorrelda.
Korgelt konserveerunud regioonide tuvastamiseks ning nendele seonduma disainitud
praimerite nosematoosnakkuse diagnostikasse rakendamiseks oleks edaspidi kindlasti tarvis

sekveneerida ka N. apis’e tdismahus genoom.

Koik liigispetsiifilised praimerid, mille puhul Primer-BLAST produkti moodustumist
mittesihtmaérkliigi jarjestustelt ei tuvastanud, voi praimerid, mille puhul primer-BLAST
tuvastas kiill vOimaliku ebaspetsiifilise seondumise, kuid praimer-mittesihtmarkjirjestus
joonduses esineb enam kui 3 mittepaarduvat nukleotiidi, on in silico kontrolli pdhjal
usaldusvdirsed diagnostilised markerid nosematoosnakkuse tuvastamisel. See-eest leitakse
sobilike kandidaatide hulgast optimaalsete omadustega praimeripaarid singleplex PCR
meetodil N. apis’e ja N. ceranae tuvastamiseks, mida edaspidistes uuringutes kasutada

soovitatakse.
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Tabel 3. Praimeripaaride omadused. Liigispetsiifilisuse kontrolli rakendati vaid praimeritele,

mis olid disainitud eesmérgipdraselt liigispetsiifiliseks. Primer-BLAST programmiga leiti 2

praimeripaari - N. apis’el NaFor ja UnivRev ning N. ceranae’l NoscRNAPol, mis ei ole

liigispetsiifilised, kuid ei

amplifitseeri

mittesihtmérkjirjestusi

tdnu praimeripaarides

jarjestusega 5-7 mittepaarduvale nukleotiidile, seega on sobilikud liikide tuvastamiseks.

Nimi Pikkus Tm GC Komplementaarsus | 3’-otsa Liigispetsiifiline? | Sobib
(nt) (©) (%) iseendaga komplementaarsus tuvastamiseks?

NosA (Webster 21 56,13 | 47,62 6,00 4,00 EI EI
et al., 2004) (Nosema apis)

24 53,05 | 33,33 7,00 7,00
218MITOC 28 60,62 | 35,71 6,00 4,00 EI EI
(Martin-Hernan (Ve ceranae)
dezeral,2007) | 26 | 63,55 | 46,15 4,00 2,00
321APIS 27 64,33 | 48,15 5,00 4,00 JAH JAH
(Martin-Hernan (Ve apis)
dez et al., 2007) 30 6527 | 43,33 8,00 1,00
Nosema apis 20 57,08 | 50,00 4,00 1,00 JAH JAH
(Chen et al., (Ve a apis)
2008) 22 61,60 | 50,00 8,00 6,00
Nosema 21 56,18 | 47,62 5,00 5,00 JAH JAH
ceranae (Chen (Ve ceranae)
et al., 2008) 19 56,95 | 52,63 4,00 2,00
NaFor, NcFor ja 29 54,13 | 24,14 8,00 4,00 EI JAH
UnivRev (Nosema apis)
(Forsgren ja
Fries, 2010) 22 55,42 | 40,91 2,00 1,00 EI EI

(Nosema ceranae)

19 59,14 | 57,89 5,00 1,00
NosaRNAPol 25 63,70 | 48,00 8,00 4,00 JAH JAH
(Gisder ja (Ve a apis)
Genersch, 21 64,98 | 61,90 6,00 3,00
2013)
NoscRNAPol 24 64,05 | 50,00 6,00 6,00 EI JAH
(Gisder ja (Ve ceranae)
Genersch, 23 63,50 | 52,17 5,00 0,00
2013)
Mnapis-F, 21 54,82 | 42,86 4,00 3,00 JAH JAH
Mnceranae-F ja (Nosema apis)
Muniv-R (Fries
etal.,2013) 23 52,39 | 30,43 4,00 4,00 EI EI

(Nosema ceranae)

19 53,87 | 52,63 5,00 2,00
NosCF/CR 24 60,56 | 45,83 7,00 2,00 JAH JAH
(Sulborska et (Ve ceranae)
al., 2019) 21 58,38 | 47,62 4,00 1,00
NosAF/AR 24 56,33 | 37,50 6,00 4,00 JAH JAH
(Sulborska et (Ve a apis)
al.,2019) 22 57,21 | 4545 5,00 2,00
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Praimerite spetsiifilisuse midravad suuresti praimerite seondumistemperatuur ja pikkus
(Dieffenbach et al., 1993). Kvaliteetseid praimereid iseloomustab muuhulgas see, et neil on
sarnane sulamistemperatuur (Tm) ja G-C nukleotiidide sisaldus (Abd-Elsalam, 2003; Bustin
ja Huggett, 2017; Ye et al., 2012). Teaduskirjandusest leitud N. apis’e ja N. ceranae
praimerite pikkused jddvad vahemikku 19...30 nukleotiidi, keskmine pikkus on 23 nukleotiidi,
mediaanvédidrtus on 22,5. Koikide praimeripaaride GC% erineb vahemikus 0...33,75%,

keskmiselt 11% ning mediaanviirtus on 9,77%, seega on praimerite G-C sisaldus keskmiselt
sarnane. Lisaks on koikide praimeripaaride Tm sarnane - praimeripaaris olevate praimerite

Tm erineb vahemikus 0,55...5,01°C, keskmiselt 2,18°C ning mediaanviértus on 1,48°C.

Nosema apis’e liigispetsiifiliseks tuvastamiseks disainitud praimerite seast vilistatakse
optimaalse praimeripaari valikul praimeripaar NaFor ja UnivRev (Forsgren ja Fries, 2010),
sest vahe praimerite Tm (5,01°C) ja GC% (33,75%) viirtustes on kdige suurem. Kdikidest V.
apis’e liigispetsiifilistest praimeritest on iseendaga komplementaarsuse skoor parisuunalise
praimeri puhul kodige vdiksem (4,00) Chen et al. (2008) ja Fries et al. (2013) to6riithmade
disainitud praimeritel, vastassuunalise praimeri puhul on see kdige védiksem (5,00) Fries et al.
(2013) ja Sulborska et al. (2019) toorithmade disainitud praimeritel. Kdikidest N. apis’e
liigispetsiifilistest praimeritest on iseenda 3’-otsa komplementaarsuse skoor périsuunalise
praimeri puhul kodige vdiksem (1,00) Chen et al. (2008) t66grupi praimeril, vastassuunalise
praimeri puhul on see kdige vidiksem (1,00) Martin-Herndndez et al. (2007) toorithmal.
Arvestades Martin-Hernandez et al. (2007), Chen et al. (2008) ning Gisder ja Genersch
(2013)  toorihmade vdhemalt 1 praimeri viga korget tdendosust iseendaga
komplementaarsusele (védartusega 8,00), vélistati need optimaalseima praimeripaari leidmisel.
Sarnast meetodit praimerite iseenda 3’-otsaga komplementaarsusskooride puhul rakendades
saadakse N. apis’e mesilasproovidest tuvastamiseks, seejuures dimeeride moodustamise
véltimiseks ja voimalikult efektiivse PCR reaktsiooni toimumiseks optimaalne praimeripaar
Mnapis-F ja Muniv-R (Fries et al., 2013), mille praimerite pikkus on 21 ja 19 nukleotiidi,
Tm erineb vaid 0,95°C ning G-C nukleotiidide sisaldus 9,77% ulatuses.

Nosema ceranae tuvastamiseks optimaalse praimeripaari leidmiseks kasutatakse sarnast
meetodit. Kdikidest N. apis’e liigispetsiifilistest praimeritest on iseendaga komplementaarsuse
skoori suhe parisuunalise-vastassuunalise praimeri puhul kdige parem Chen et al. (2008)
tooriihma disainitud praimeritel. Kdige parem pédrisuunalise-vastassuunalise praimeri suhe

iseendaga 3’-otsa komplementaarsusskoori puhul on Sulborska et al. (2019) tooriihmal.
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Arvestades 3’-otsa spetsiifilisuse olulisust ldhedaste liikide tuvastamisel, on eriti oluline
véltida 3’-otsaga dimeeride moodustamist. N. ceranae mesilasproovist tuvastamiseks,
seejuures dimeeride moodustamise véltimiseks ja voimalikult efektiivse PCR reaktsiooni
toimumiseks on optimaalne valik praimeripaar NosCF/CR (Sulborska et al., 2019), mille
praimerite pikkus on 24 ja 21 nukleotiidi, nende Tm erineb 2,18°C ning G-C nukleotiidide

sisaldus 1,79% ulatuses.

Praimeripaarid Mnapis-F ja Muniv-R (Fries ef al., 2013), mille Tm on vastavalt 54,82°C ja
53,87°C, ning NosCF/CR (Sulborska et al., 2019), mille périsuunalise praimeri Tm on
60,56°C ja vastassuunalisel 58,38°C, on kasutatavad mesilasproovist tuvastamisel vaid
singleplex meetodil, sest praimerite sulamistemperatuurid on véga erinevad - suurim vahe on
6,69°C. Viga suur erinevus praimerite sulamistemperatuurides kahandab amplifikatsiooni
efektiivsust, sest kdrgema Tm-ga praimer voib madalamatel temperatuuridel ebaspetsiifiliselt
seonduda ning madalama Tm-ga praimer ei pruugi korgematel temperatuuridel todtada.
Lahtudes sarnasest Tme-ist, vdiks multiplex meetodil sobida Mnapis-F ja Muniv-R (Fries et
al., 2013) praimeripaariga kasikdes kasutamiseks praimeripaar Nosema ceranae (Chen et al.,
2008), sest praimerite suurim Tm erinevus on 3,08°C. Lisaks vdiks sobida ka praimeripaaride
NosCF/CR (Sulborska et al., 2019) ja Nosema apis (Chen et al., 2008) kooslus -
praimeritevaheline suurim Tm erinevus on 4,52°C, mis on kdikidest teaduskirjandusest leitud
praimeripaaride kombinatsioonidest vdhim temperatuurierinevus. See-eest tuleb enne
multiplex meetodi in vivo kasutamist kontrollida ka 4 praimeri omavahel dimeeride
moodustamise tdendosust, mida on vdimalik internetis leiduvates multiplex PCR praimereid

analiiiisivates programmides hdlpsasti teha.

Primer-BLAST  kontrollib, kas  konkreetne  praimeripaar annab  spetsiifiliselt
sihtmérkjirjestuselt produkti, kuid ei kontrolli kummagi praimeri spetsiifilisust
individuaalselt. Praimeripaaride puhul, mille {iks praimer seondub liigispetsiifiliselt vaid
sihtmérkjarjestusele, kuid teine praimer iiksikult mittesihtmérkjirjestusele, Primer-BLAST
ebaspetsiifilist seondumist ei tuvasta. Edaspidi vdiks kéesoleva uurimistoé tulemusi
kontrollida ning tundlikkuse ja efektiivsuse tipsemaks analiiilisiks rakendada in vivo katsetes,
sest teatavasti ei suuda in silico analiiiis tdielikult simuleerida empiirilisi katseid (Bustin ja
Huggett, 2017; Derveaux et al., 2010). Toos leitud optimaalsete praimerite kisikées
kasutuseks tuleks vilja tootada ka tihtne PCR protokoll, mille jdrgi toimida. Fries et al. (2013)

ja Sulborska et al. (2019) uuringutes kasutatud tava PCR reaktsioonisegud erinesid iiksteisest
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nii proovi, Tag DNA poliimeraasi, reaktsioonipuhvri koguse, MgCl,, dNTP ja mdlema

praimeri kontsentratsiooni, kogumahu ning termotsiikleri programmi poolest. Ka Fries et al.
(2013) mainivad protsessi 10pus, et igas laboris vdib tekkida vajadus disainida uued
praimerid, rakendada teistsugust protokolli vdi PCR tingimusi. Juhul, kui t60s soovitatud
praimeripaaride, N. apis’e puhul Mnapis-F ja Muniv-R ning N. ceranae puhul NosCF/CR voi
monede muude praimeripaaride samaaegsael kasutusel saavutatakse parim spetsiifilisuse ja
tundlikkuse suhe, voiks kasutatud protokoll leida kasutust ka laiemalt. See lubaks maailma eri
paigus viia ldbi uuringuid ja saada tulemusi, mis on iiksteisega vorreldavad ning edaspidiste
jarelduste tegemisel {ihtselt rakendatavad. Nii oleks voimalik leida tugevamaid seoseid ja teha
kindlamaid jéreldusi mesilaspatogeenide N. apis ja N. ceranae virulentsuse, leviku
efektiivsuse ja -mustrite, ravivoimaluste, patogeenide kliinilise pildi erinevuste pohjuste jms

kohta.

Usaldusvéérseid tulemusi iseloomustab voimalus neid identsel protsessil korrata ja kinnitada.
Ebaspetsiifiliseks osutunud praimerite puhul ei ole in silico praimeridisaini protsessi
kordamine enamjaolt voimalik, sest protsess ei ole piisavalt detailselt lahti kirjutatud. Seetottu
on soovitav kirjeldada vdimalikult detailselt ka in silico praimerite disaini, mille pdhjal oleks
voimalik hiljem analiiiisida, kas ebaspetsiifilisuse pohjus oli ebakvaliteetses praimeridisainis
voi milleski muus. Lisaks on pohjust kahelda ebaspetsiifilisi praimereid rakendanud
toogruppide tulemustes. Rakendades niiteks praimeripaari NosA (Webster et al., 2004)
kummagi Nosema liigi nakkuse kindlaks tegemiseks, on védga lihtne saada vastuolulisi
tulemusi, arvestades, et NosA praimerid on tdna andmebaasides saadaval olevate jarjestuste
pohjal tdispikkuses komplementaarsed nii N. apis’e kui ka N. ceranae 16S rRNA
geenijdrjestusega. Praimerite ebaspetsiifilisuse pdhjus voib olla uuringute hetkel
andmebaasides leiduva info védhesus - niditeks Martin-Hernandez et al. (2007) kirjeldavad
praimeridisainil vaid 15 kasutatud Nosema perekonna liikide jarjestusandmeid, sealhulgas 6
N. apis’e ja 4 N. ceranae jarjestust. Kdesolevas t60s korraldatud praimerite liigispetsiifilisuse
kontroll aitab analiilisida, kas praimerid on endiselt spetsiifilised, kasutades aastate jooksul

tdienenud andmebaasi.
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Kokkuvdote

Nosematoosi kontrolli all hoidmiseks ja pdhjalikumalt uurimiseks on oluline korrektne
mikrosporiidide Nosema apis ja N. ceranae tuvastamine (Hamiduzzaman, 2010). Kéesoleva
to0 kaigus leiti liigispetsiifilisuse analiiiisiks 7 Nosema apis’e ja 6 Nosema ceranae
detekteerimiseks disainitud praimeripaari. Primer-BLAST liigispetsiifilisuse kontrollile
tuginedes sobivad Nosema apis’e liigispetsiifiliseks tuvastamiseks 5 praimeripaari ning
Nosema ceranae liigispetsiifiliseks tuvastamiseks 2 praimeripaari. Lisaks on tuvastamiseks
sobilikud 2 praimeripaari, mille mittesihtmarkjirjestusega 5-7 mittepaardumistest tingituna
amplifikatsiooni ei toimu. Tuginedes praimerite parameetrite optimaalsuse analiiiisile,
soovitatakse tavapérase singleplex PCR meetodi puhul nosematoosnakkuse pdhjustaja
kindlaks médaramisel kasutada varasemalt védlja to6tatud praimeripaare Mnapis-F ja Muniv-R

(Fries et al., 2013) ja NosCF/CR (Sulborska et al., 2019).

Kéesoleva t66 tulemust on voimalik rakendada nosematoosnakkuse pdhjustajate liigipdhiseks
tuvastuseks  diagnostilise  analiilistesti arendamisel. Vélja pakutud optimaalsete
praimeripaaride kasutuseks tuleks luua iihtne tooprotsess (nditeks DNA ekstraheerimiseks
kasutatava metoodika valik mesilase kehaosast, meeproovist vm) ja PCR protokoll, mis
voimaldaks voimalikult efektiivset, tundlikku ja spetsiifilist Nosema liikkide DNA
detekteerimist. Nakkuse diagnoosimine selle varajases staadiumis vdimaldaks vdimalikult
varakult votta kasutusele haigust pérssivad ravimeetodid, ennetada kaasuvate haiguste teket
ning rakendada tulevikus individuaalset ja efektiivset ravi vastavalt pohjustaja(te)le.
Nosematoosi pohjustavate liikide tuvastamine voiks saada mesinike seas regulaarseks tavaks,
et ennetada haigusest tingitud suurema kahju tekitamist nii mesilastele kui ka mesinikele

endile.
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Species-specificity analysis of PCR primers designed to detect nosematosis-causing
microsporidia Nosema apis and Nosema ceranae in bees
Johanna-Stina Idla

Summary

The microsporidia Nosema apis and N. ceranae are highly specialized parasitic fungi causing
nosematosis in bees. Nosema apis causes diarrhoea in bees. On the other hand, N. ceranae
infection is characterized by a long asymptomatic incubation period which often escapes the
beekeepers’ attention, subsequently causing extensive bee mortality. The Estonian Veterinary
and Food Laboratory offers Estonian beekeepers an analysis method based on the detection
and enumeration of Nosema sp. spores, although not allowing the two Nosema species to be

distinguished.

The distinction between N. apis and N. ceranae is relevant because the course and
consequences of nosematosis are different for bees, depending on the pathogen species. By
detecting nosematosis at a sufficiently early stage, it is possible to apply appropriate
prevention or treatment methods, depending on the infectious agent and prevent causing
further damage to bees and beekeepers. PCR-based methods using species-specific primers
which can distinguish between closely related species make it possible to detect nosematosis

infection reliably and sensitively before the onset of severe symptoms.

In this bachelor thesis, 13 potentially N. apis and N. ceranae species-specific PCR primers
were found from the scientific literature. The species-specificity of primers was checked
using Primer-BLAST, and the optimal primers to be used in singleplex PCR were found for
both species. As a result of this work, in silico analysis of the primers demonstrated that
primer pairs Mnapis-F and UnivRev, and NosCF and NosCR are the optimal option for
species-specific detection of N. apis and N. ceranae, respectively. Selected primer pairs can
be applied in the development of a diagnostic test for species-specific identification of the two

Nosema species responsible for nosematosis.
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