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PRVI DOKAZ PRISOTNOSTI VIRUSA LAKE SINAI
PRI CEBELAH IN CMRLJIH V SLOVENIJI
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Izvlecek

O prisotnosti virusa Lake Sinai (LSV) v Sloveniji do te Studije nismo imeli nobenih podatkov. Ta virus smo prvi¢ ugoto-
vili v arhivskem vzorcu Cebelje druZine iz leta 2010 v katerem smo s tehnologijo NGS dolocali genom virusa kronicne
paralize ¢ebel (CBPV). Da bi ugotovili razsirjenost LSV v Sloveniji, smo od oktobra 2016 do januarja 2018 zbrali 56
vzorcev Cebel iz klini¢no prizadetih ¢ebeljih druZin in 41 vzorcev klini¢no zdravih ¢mrljev iz petih razli¢nih lokacij po
Sloveniji ter jih s specificno metodo RT-PCR pregledali na prisotnost LSV. S tehnologijo Ion Torrent NGS smo dolocili
celotni genom virusa Lake Sinai iz vzorca umrlih Cebel s paralizo. Zaporedje celotnega genoma virusa LSV iz vzorca
M092/2010 obsega 5.926 nukleotidov in je prvo zaporedje celotnega genoma genetske linije LSV 3 v genski banki. Temu
genomu je najbolj podoben genom LSV iz Avstralije iz leta 2014 (K'Y465717), oba genoma se ujemata v 86 %. Med leti
2016 in 2018 smo ta virus dokazali v 75,92 % pregledanih vzorcev ¢ebel in v 17,07 % pregledanih ¢mrljev. S filoge-
netsko analizo 557 nukleotidov dolge regije genoma, ki kodira polimerazo RNA smo primerjali 22 pozitivnih vzorcev
¢ebel in 3 pozitivnih vzorcev ¢mrljev ter dokazali 3 razlicne genetske linije LSV. Ugotovili smo tudi, da so virusni sevi,
ki smo jih ugotovili pri ¢mrljih, identi¢ni sevom pri ¢ebelah.
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FIRST DETECTION OF LAKE SINAI VIRUS IN HONEYBEES AND
BUMBLEBEES IN SLOVENIA

Abstract

No data regarding Lake Sinai bee virus (LSV) infections was available for our country until this study. The first positive
sample of LSV in Slovenia (M92/2010) was discovered from an archive honeybee sample collected in 2010 in which
we were discovering a genome of chronic bee paralysis virus (CBPV) with next generation sequencing technology. To
reveal LSV occurrence in Slovenia we collected 56 honeybee samples with clinical signs of disease and 41 samples of
healthy bumblebees from five different locations throughout Slovenia. Samples were tested with a specific RT-PCR
method for the detection of LSV RNA. The complete genome sequence of the LSV M92/2010 strain consists of 5.926
nucleotides and is the first determined complete genome sequence of LSV3 lineage, with 86% nucleotide identity to
the most closely related strain NT-LSV3 from Australia (KY465717). Between the years 2016 and 2018 we proved LSV
in 75,92 % of honeybee samples and in 17,07 % of bumblebee samples. With phylogenetic analysis of 557 nucleotides
long genome region for RNA depended RNA polymerase of 22 LSV positive honeybee samples and 3 positive bumble-
bee samples we discovered 3 different lineages of LSV in Slovenia. We also proved that circulating strains of LSV in
honeybees and bumblebees are identical.
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UVOD

LSV so prvi¢ opisali leta 2008 pri ¢ebelah blizu jezera
Sinai v ZdruZenih drZavah Amerike. Njegovo prisotnost
so ugotovili z metodo sekvenciranja naslednje generacije
(NGS, angl. Next Generation Sequencing). Raziskovalci
so kasneje odkrili ve¢ genetskih linij tega virusa tako v
ZDA, kot tudi v Spaniji, Belgiji in Turdiji, pri razli¢nih
vrstah Cebel in ¢mrljev (Runckel in sod., 2011).

LSV je Cebelji virus, o katerem Se ni dosti znanega. Ge-
nom virusa predstavlja enovijacna pozitivno polarna mo-
lekula RNA. Poznanih je Ze skupno 33 celotnih genomov
tega virusa, prav tako pa tudi nekaj odsekov genoma tega
virusa (vir: GenBank, 1.9.2018)

Razli¢ni sevi LSV so genetsko zelo raznoliki in so razde-
ljeni na ve¢ genetskih linij, od LSV1 do LSVS, nekateri
sevi LSV pa ostajajo Se ne klasificirani (Daughenbaugh in
sod., 2015). Glede prenosa, delovanja ter patogenosti tega
virusa je Se zelo malo znanega. Na podlagi dosedanjih
ugotovitev se predvideva, da je virus nizko patogen, saj
okuzba pri Cebelah poteka prikrito. Ni pa natancneje bilo
prouceno, kaksne so posledice meSanih okuzb z drugimi
Cebeljimi virusi in kako te kombinacije virusov vplivajo
na Cebele in Cebelje druzine. Prav tako ni Se dosti znanega
o prenosu virusa LSV med ¢ebelami in ¢mrlji ter drugimi
oprasevalci (Fiirst in sod., 2014).

Ker LSV v Sloveniji §e nismo ugotavljali, smo se odloci-
li, da v tej Studiji specifi¢no metodo RT-PCR pregledamo
manjSe Stevilo vzorcev ¢ebel in ¢mrljev. Pozitivnim vzor-
cem Cebel in ¢mrljev smo dolocili nukleotidno zaporedje
v zelo ohranjenem delu virusnega genoma in jih primerja-
li z ostalimi sevi iz genske banke.

MATERIALI IN METODE

Od oktobra 2016 do januarja 2018 smo zbrali 56 vzorcev
Cebel iz klini¢no prizadetih ¢ebeljih druzin poslianih na
preiskavo na 5 Cebeljih virusov iz 32 razli¢nih lokacij in
41 vzorcev klini¢no zdravih ¢mrljev iz 5 razli¢nih lokacij
po Sloveniji ter jih s specifi¢no metodo RT-PCR pregleda-
li na prisotnost LSV. Vzorce smo do zacetka preiskave za-
mrznili na < - 50 °C. 10 ¢ebelam iz posameznega vzorca
smo dodali 5 ml medija RPMI (Gibco, Velika Britanija)
in jih homogenizirali v epruvetah z Ultra-Turrax DT-20
(IKA, Nemcija), ter centrifugirali 15 min pri 2500 g. Po-
dobno smo pripravili vzorce ¢mrljev, le da smo 1 ¢mrlju
dodali 3 ml medija RPMI in vsakega ¢mrlja testirali pose-

bej. Celokupno RNA smo izolirali iz suspenzije posame-

znega vzorca s kompletom QIAamp viral RNA mini kit
(Qiagen, Nemcija) po navodilih proizvajalca. Nukleinsko
kislino LSV smo dokazovali z metodo reverzne transkrip-
cije in verizne reakcije s polimerazo (RT-PCR) po po-
stopku, ki je bil predhodno opisan (Toplak in sod., 2012).
Uporabili smo predhodno opisane oligonukleotidne zace-
tnike za RdRp regijo virusnega genoma: LSV1765-F in
LSV2368-R (Ravoet in sod., 2015). Rezultate smo ovre-
dnotili na podlagi velikosti produktov RT-PCR v agaro-
znem gelu kot pozitivne v primeru pri¢akovane velikosti
produkta, 603 nukleotide za LSV. Kot pozitivno konto-
lo smo uporabili 5 zdruZenih mocno pozitivnih vzorcev
Cebel, kot negativno kontrolo pa RPMI. V primeru pozi-
tivnega rezultata smo produkte RT-PCR posameznega vi-
rusa direktno sekvencirali po Sangerju. Za sekvenciranje
celotnega genoma LSV M92/2010 smo uporabili metodo
next generation sequencing (NGS), ki je bila predhodno
opisana (Jamnikar-Ciglenecki in sod., 2017).
nukleotidna zaporedja slovenskih sevov LSV in sevov,
pridobljenih iz genske banke, smo analizirali s programi
iz programskega paketa MEGA, verzija 7 (Kumar et al.,
2016). Nukleotidna zaporedja smo poravnali s programom
ClustalW (Thompson in sod., 1994). Za posamezne pare

Urejena

nukleotidnih zaporedij smo s programom MEGA na pod-
lagi modela p-distance izracunali matriko genetskih raz-
dalj (angl. pairwise distances). Filogenetska drevesa smo
poiskali z uporabo metode povezovanja s sosedom (angl.
Neighbor-Joining, NJ) (Saitou in Nei, 1987). Za iskanje
dreves s prej omenjenima metodama smo uporabili evo-
lucijski model Kimura 2. Z metodo samovzorcenja (angl.
bootstrapping) s 1000 ponovitvami smo ocenili zaneslji-
vost filogenetskih dreves.

REZULTATI Z RAZPRAVO

Prvi pozitivni rezultat LSV v Sloveniji smo dobili v arhi-
vskem vzorcu ¢ebel iz leta 2010 z metodo NGS. Zaporedje
celotnega genoma LSV iz vzorca M92/2010 obsega 5.926
nukleotidov in je prvo zaporedje celotnega genoma genet-
ske linije LSV 3 v genski banki. Temu genomu je najbolj
podoben genom LSV iz Avstralije iz leta 2014 iz genske
banke (KY465717), oba genoma sta si identicna v 86 %
(vir: GenBank).

Z metodo RT-PCR smo ugotovili prisotnost nukleinske ki-
sline virusa LSV v 41 (75,92 %) od 56 pregledanih vzor-
cev Cebel. Prisotnost LSV smo z metodo RT-PCR dokaza-
li tudi v 7 (17,07 %) od 41 pregledanih ¢mrljev. Podobno
raziskavo so naredili tudi v Belgiji, kjer so ugotovili pri-
sotnost LSV pri 21,1 % ¢mrljev (Parmentier in sod. 2016).
S filogenetsko analizo 22 pozitivnih vzorcev ¢ebel in 3
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- MH350877 LSV3/CB252/bee/SVN/2016
- MH350875 LSV3/CB264/bee/SVN/2016
rMH350876 LSV3/CB276/bee/SVN/2017
—MH350878 LSV3/CBLJ/bee/SVN/2017
'—MH350874 LSV3/CB270/bee/SVN/2017
FrMH350873 LSV3/CB280/bee/SVN/2017
MG918125 LSV/IM92/bee/SVN/2010
T-|~ MH350870 LSV3/CB281/bumblebee/SVN/2017
81 MH350872 LSV3/CB274/bee/SVN/2017
MH350879 LSV3/CB249/bee/SVN/2016
92 LMH350880 LSV3/CB284/bee/SVN/2017
KY465717 LSV3/NT/bee/AUS/2014
MH350882 LSV3/CBNA/bee/SVN/2017
MH350883 LSV3/BP9/bumblebee/SVYN/2017
MH350881 LSV3/CB271/bee/SVN/2017
KM886918 LSV/e10cloneBee3-3/bee/BEL/2012
92 KM886916 LSV/e10cloneBee3-1/bee/BEL/2012
KM886922 LSV 3/TAS/bee/BEL/2012
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KY465700 LSV1/VN2/bee/AUS/2014
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MH350894 LSV2/CB250/bee/SVN/2016

HQ871931 LSV1/bee/USA/2009
MH350884 LSV1/CB272/bee/SVN/2017

Lsv1

MH350893 LSV2/CB278/bee/SVN/2017
KY354243 LSV/SA1/bee/ZAF/2013
MH350892 LSV2/CB279/bee/SVN/2017
MH350888 LSV2/CB277/bee/SVN/2017
H350889 LSV2/B
MH350890 LSV2/CB286/bee/SVN/2017
MH350891 LSV2/CB300/LSV2/bee/SVN/2017

ebee/S

MH350887 LSV2/CB269/bee/SVN/2017
MH350885 LSV2/CB247/bee/SVN/2016
MH350886 LSV2/CB257/bee/SVN/2016

Slika 1: Filogenetska primerjava 557 nukleotidov dolgih zaporedij regije, ki kodira polimerazo RNA. V to primerjavo je

vkljucenih 21 nasih vzorcev cebel in 3 vzorci ¢mrljev sekvenciranih po Sangerju, celotni genom arhivskega vzorca iz leta
2010 (M92-2010) in najbliZje sorodni vzorci LSV iz tujine (Belgije, Avstralije, ZdruZenih drav Amerik in Juzne Afrike).

vzorce ¢mrljev smo ugotovili, da lahko nasSe seve LSV uvr-
stimo v tri razlicne genetske linije: LSV1, LSV2 in LSV3.
S filogenetsko primerjavo smo ugotovili veliko genetsko
raznolikost sevov LSV v Sloveniji. V zelo ohranjenem
delu virusnega genoma, ki kodira RNA polimerazo imajo
med seboj od 76,4 do 99,6 % identi¢nost nukleotidnega
zaporedja. Primerjava s sevi iz genske banke je pokazala,
da so nas$ sevi genetsko najbolj identi¢ni virusnim sevom
iz Belgije (98,9 %), Avstralije (97,8 %), ZdruZenih drzav

Amerike (97,6 %) in JuZzne Afrike (96,9 %). Ugotavljamo
tudi, da so virusni sevi pri ¢mrljih genetsko identi¢ni se-
vom pri ¢ebelah, 98,7-99,6 % (Slika 1), kar je primerljivo
z raziskavami v tujini, kjer so nasli tako pri ¢ebelah kot pri
divjih ¢ebelah in ¢mrljih identi¢ne seve LSV (Parmentier
in sod. 2016).

Ugotavljamo, da so sevi LSV tudi v Sloveniji genetsko
zelo raznoliki, podobno kot so to odkrivali v tujini, saj

smo na majhnem podrocju, kot je Slovenija odkrili naj-
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manj 3 razli¢ne genetske linije LSV (Daughenbaugh KF,
2015). Zanimivo in na nek nacin tudi razumljivo je, da si
¢ebele in ¢mrlji delijo enake virusne seve, saj se med seboj
srecujejo na istih cvetlicah na pasi.

Iz izvedene Studije ne moremo sklepati, ali LSV povzro-
¢a kaks$no klini¢no sliko pri ¢ebelah ali ¢mrljih, vendar je
splosno znano, da cebelji virusi, ki imajo veliko Stevilo

ZAKLJUCEK

genetskih razli¢ic niso visoko patogeni. Za LSV $e ni zna-
no, ali povzroca kakrSne patoloske spremembe oziroma
povzroca izgube v populaciji ¢ebel in ¢mrljev. Vprasanje
pa je ali ta virus ima kakSen vpliv pri oslabljenih cebe-
ljih druzinah, pri moc¢nih okuzbah z varojo ali pri mesanih
okuzbah z vecjim Stevilom virusov.

Prvi¢ smo dokazali prisotnost LSV pri ¢ebelah in ¢mrljih
v Sloveniji. Dokaz LSV v arhivskem vzorcu potrjuje, da
je bil virus prisoten pri nas Ze leta 2010. Prvi smo dolo¢ili
celoten genom LSV3 in ga poslali v gensko banko. Med
leti 2016 in 2018 smo ta virus dokazali v visokem odstotku
pregledanih vzorcev ¢ebel (75,92 %) in v manjSem odstot-
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ku pregledanih ¢mrljev (17,07 %). S filogenetsko primer-
javo delov genoma LSV smo ugotovili, da so pri ¢ebelah
in pri ¢mrljih prisotni isti sevi LSV, ki jih lahko uvrstimo
v 3 razlicne genetske linije LSV1, LSV2 in LSV3, kar go-
vori o veliki genetski raznolikosti sevov LSV po Sloveniji.
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