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Historique de la méthode

Une méthode peut étre mise a jour afin de prendre en compte des modifications.

Une modification est considérée comme majeure des lors qu’elle concerne des parties clés ou
le fond méme de la méthode, dont la prise en compte est susceptible d’améliorer
significativement la portée ou le résultat de la méthode d’analyse. Une modification majeure
induit en général des adaptations importantes. La méthode ainsi modifiée a fait I'objet d’'une
nouvelle validation.

Une modification est considérée comme mineure si elle apporte des précisions utiles ou
pratiques, reformule les propos pour les rendre plus clairs ou plus précis, rectifie des erreurs
bénignes. Les caractéristiques de performance de la méthode ainsi améliorée ne sont pas
modifiées; elle n’a pas fait I'objet d’'une nouvelle validation.

Le tableau ci-dessous récapitule I'historique des versions de la présente méthode.

Version Nat.u.re d_es Date Principales modifications
modifications

Modifications de forme : application du modéle de I'Anses a la

V2 Revisions 03/05/2016 | méthode ANA-I1.MOA.11 - révision 2 du LNR Santé des
mineures .
abeilles.
Révisi
V3 m?r\:::(:;]ss 08/07/2016 Corrections des concentrations finales § 9.3.2 (PCR B-actine).
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Avant-propos

La présente méthode a été développée par :

Anses - Laboratoire de Sophia - Antipolis

Laboratoire national de référence sur la santé des abeilles

Laboratoire de référence de I'Union Européenne pour la santé de I'’Abeille

Adresse : Les Templiers, 105, route des Chappes, CS 20111 06902 Sophia-Antipolis cedex

Contact : Inr.abeille@anses.fr
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Introduction

La nosémose est une pathologie des abeilles adultes entrainant des diarrhées et des
affaiblissements de colonies parfois importants. Elle est causée par des parasites de la famille
des microsporidés (Microsporidae) : Nosema. |l existe deux espéces de Nosema a l'origine de
troubles chez I'Abeille : Nosema apis Zander et Nosema ceranae.

N. apis est un parasite de I'abeille européenne, Apis mellifera ; N. ceranae est un parasite de
I'abeille asiatique, Apis cerana, et d’'A. mellifera. N. apis est ubiquiste. Nosema ceranae a été
détecté dans différentes populations géographiquement séparées d'Apis mellifera en Europe,
en Amérique du sud et du Nord et en Asie.

La nosémose a N. apis est classée comme danger sanitaire de premiere catégorie dans la
réglementation frangaise. Cette maladie occasionne un affaiblissement de la colonie et une
dépopulation hivernale ou printaniére plus ou moins sévére, associée parfois a des signes
cliniques peu spécifiques : abeilles mortes, abeilles trainantes marchant au sol, traces de
diarrhées. Le diagnostic de la maladie pourra étre porté au vu des signes cliniques constatés,
les abeilles pouvant supporter des taux d’infection élevés sans troubles apparents.

Les effets pathogénes de N. ceranae sur les colonies d’Apis mellifera ne sont pas pleinement
connus. N. ceranae serait impliqué dans des phénomeénes d’affaiblissement de colonies
d’abeilles, en présence d’autres facteurs de stress.

La méthode de recherche des spores de Nosema spp. par examen microscopique (cf. Méthode
« Recherche de la nosémose : mise en évidence et quantification de Nosema spp. par examen
microscopique », ANSES/SOP/ANA-11.MOA.09) appliquée pour le diagnostic de cette maladie
ne permet pas lidentification de I'espéce de Nosema. Il est donc nécessaire de compléter
I'analyse en effectuant le typage par PCR des spores détectées en microscopie.
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Avertissements et précautions de sécurité

Il convient que l'utilisateur de la présente méthode connaisse bien les pratiques
courantes de laboratoire. Il incombe a I'utilisateur d'établir des pratiques appropriées
en matiére d'hygiéne et de sécurité, et de s'assurer de la conformité a la
réglementation nationale en vigueur.

Il est essentiel que les manipulations conduites conformément a la présente méthode
soient exécutés par du personnel ayant regu une formation appropriée.

Manipulation et élimination des matériels susceptibles d’étre contaminants : le

laboratoire doit mettre en ceuvre des mesures prenant en compte ces risques pour
garantir la non- dissémination de Nosema spp. dans I’environnement.

© Anses — 14, rue Pierre et Marie Curie - 94701 Maisons-Alfort Cedex
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1 Objet et domaine d'application

Cette instruction vise a identifier I'espéce de Nosema spp. (Nosema apis ou Nosema
ceranae), suite au diagnostic réalisé par microscopie optique. Ce protocole est basé sur la
détection d’'une séquence de 'ARNr 16S du parasite, spécifique d’especes, soit a partir
des échantillons préparés selon la méthode OIE, soit directement a partir de broyats
d’abeilles.

2 Documents de référence

[1] AFNOR, NF EN ISO/CEI 17025. Septembre 2005. Exigences générales
concernant la compétence des laboratoires d’étalonnages et d’essais.

[2] AFNOR, NF U 47-600 parties 1 et 2. Février 2015. Méthode d’analyse en santé
animale — PCR (réaction de polymérisation en chaine)

3 Termes, sigles et définitions

Les termes, sigles et définitions décrits dans la norme frangaises NF U 47-600 partie 1
(AFNOR, 2015) s’appliquent au présent document.

4 Principe de la méthode

La technique utilisée est basée sur une PCR duplex décrite par Martin-Hernandez et al.,
(2007), et reprise dans le manuel OIE (Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for
Terrestrial Animal, édition 2008. Office International des Epizooties - 12, rue de Prony -
75017 PARIS — France, pp 410 — 414).

Cependant, des problémes de mise en évidence de N. apis en cas de forte présence de N.
ceranae ayant été mis en évidence par le LNR Santé des abeilles, la technique est utilisée
sous forme de deux PCR monoplexes afin d’éviter la non détection de I'agent N. apis dans
le cas de co-infection.

Deux couples d’amorces sont utilisés, chaque couple étant spécifique de I'espéce ciblée.

La technique d’identification de I'espéce de Nosema par amplification se décompose en 4
étapes :

Préparation des échantillons d’abeilles.

Extraction de 'ADN génomique du parasite (Nosema spp.)
Amplification de ’ADN cible et analyse des produits de PCR
Interprétation et validation des résultats

PN~
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5 Réactifs

Avertissement : Des appellations commerciales ou fournisseurs peuvent étre mentionnés dans le
descriptif des produits nécessaires a la mise en ceuvre de la présente méthode. Cette information est
donnée a l'intention des utilisateurs de la méthode et ne signifie nullement que I'’Anses recommande
I'emploi exclusif de ces produits. Des produits équivalents peuvent étre utilisés s'il est démontré
qu'ils conduisent aux mémes résultats.

5.1 Eau

Eau de qualité biologie moléculaire exempte de nucléase.

5.2 Tampon phosphate

Tampon phosphate 0,01 M pH 7,0.

5.3 10X TAE Buffer

Kit de purification des ADN.

Cette méthode a été caractérisée et validée avec le kit High Pure PCR template preparation
(Roche Diagnostics).

5.4 Kit d’amplification pour PCR conventionnelle

Cette méthode a été caractérisée et validée avec la Taq polymérase Platinium (Invitrogen),
ainsi que les dNTP et MgCI2 (Invitrogen).

10X _PCR Buffer, Minus Mg Invitrogen
(200mM Tris-HCL pH 8.4, 500 mM KCL)

MgCl2, 50mM Invitrogen

dNTP 10mM mix Invitrogen

Platinum Taq DNA Polymerase Su/pl Invitrogen

Les amorces spécifiques pour le typage de N. apis et N. ceranae, en solution de travail a 20
MM, sont conservées a environ -18°C. Les séquences des amorces sont décrites dans le
tableau ci-dessous :

Amorce Séquence Vet Pl Spécificité
q de PCR (pb) °P
218 MITOC FOR 5-CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAA-3’
218-219° N. ceranae

218 MITOC REV 5'-CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG-3’

321 APIS FOR 5-GGGGGCATGTCTTTGACGTACTATGTA-3'

321 N. apis
321 APIS REV 5-GGGGGGCGTTTAAAATGTGAAACAACTATG-3'

Selon les références Martin-Hernandez et al., (2007), et Manuel OIE 2008 :

(a) les bases CG ajoutées aux primers sont soulignées.

(b) Il'y a une paire de base de différence entre les taille des produits PCR qui dépend des séquences de N. ceranae
disponible sur la banque de données GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov).
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5.5 Témoin positif de processus

Le témoin positif de processus permet de contréler I'efficacité de I'extraction et de la PCR. Deux
témoins d’extraction positifs sont nécessaires :

e Une suspension de spores de N. ceranae obtenue a partir de broyats d’abdomens
ajustée a la limite de détection de la méthode multipliée par 10 (10x LDméthode). La
dilution d’ajustement est réalisée dans un broyat d’abeilles indemnes de Nosema.

e Une suspension de spores de N. apis obtenue a partir de broyats d’'abdomens ajustée

a la limite de détection de la méthode multipliée par 10 (10x LDméthode). La dilution
d’ajustement est réalisée dans un broyat d’abeilles indemnes de Nosema.

5.6 Témoin négatif de processus

Le tampon d’élution du kit d’extraction est utilisé comme témoin négatif de processus.

5.7 Témoin positif de PCR
Il est nécessaire d’ajouter un témoin positif pour chaque PCR Monoplex :

e PCR N. apis : contrble positif plasmidique N. apis dilué a la concentration de la Limite
de Détection PCR (LDpcr) multipliée par 10.

e PCR N. ceranae contrdle positif plasmidique N. ceranae dilué a la concentration de la
Limite de Détection PCR (LDpcr) multipliée par 10.
5.8 Témoin négatif de PCR

De I'eau de qualité biomoléculaire est utilisée comme témoin négatif de PCR.

6 Appareillage et matériels

Avertissement : Des appellations commerciales ou fournisseurs peuvent étre mentionnés dans le
descriptif des appareils et matériels nécessaires a la mise en ceuvre de la présente méthode. Cette
information est donnée a l'intention des utilisateurs de la méthode et ne signifie nullement que
I'Anses recommande I'emploi exclusif de ces matériels. Des matériels équivalents peuvent étre
utilisés s'il est démontré qu'ils conduisent aux mémes résultats.

6.1 Petit équipement de laboratoire

Micropipettes (0.5-10 pl, 2-20 ul, 10-100 pl, 100-1000 ul), agitateur de paillasse, centrifugeuse
de microtubes, bain sec chauffant.
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6.2 Thermocycleurs pour PCR conventionnelles

Par exemple : C1000 (Biorad), Nexus (Eppendorf).

6.3 Matériel de laboratoire (stériles, exempts de nucléase)

Microtubes de 1,5 et 2 ml et pointes a filtre, microtubes 0,2 ml pour PCR.

7 Echantillons
7.1 Conditions d’acceptation des échantillons

L’identification des espéces N. apis et N. ceranae est réalisée sur des échantillons positifs issus
du diagnostic réalisé par microscopie optique. Ces échantillons sont constitués de broyats
d’abdomen d’abeilles, filirés et centrifugés. Le culot contenant les spores est remis en
suspension et les spores sont dénombrées.

Si le résultat est positif en microscopie, I'échantillon sera transféré pour typage.

7.2 Conservation des échantillons avant analyse
Le tube contenant la suspension de spores a typer est conservé :

- En réfrigération a environ + 4 °C si 'analyse est réalisée dans la journée suivant la
préparation de la suspension ;
- En congélation a environ — 20 °C si 'analyse est différée.

8 Mode opératoire
8.1 Préparation des échantillons pour analyse

Les échantillons positifs issus du diagnostic de la nosémose réalisé par microscopie optique
sont conservés a la température adéquate (voir § 7.2) en attendant son traitement pour la
détermination de I'espece de Nosema par PCR. L’échantillon est donc une suspension
d’abdomens de 10 abeilles broyés et filtrée. Cette suspension est a la concentration d’1 abeille /
1 ml

Aprés une centrifugation de 6 minutes a 800g, le surnageant est éliminé et le culot est repris
avec 1,5 ml d’eau de qualité biologie moléculaire (DNase/RNase free).

8.2 Extraction de I’ADN génomique du parasite

La préparation des réactifs du kit et la purification des ADN sont réalisées sous hotte filtrante
selon les instructions du fabricant (Kit High Pure PCR template preparation - Version Décembre
2008).

Brievement, 80ul de suspension a analyser sont utilisés. A I'étape finale, les ADN sont élués

avec 200 ul de tampon d’élution. Les témoins d’extraction positifs et négatifs sont traités de la
méme maniére en paralléle.

© Anses — 14, rue Pierre et Marie Curie - 94701 Maisons-Alfort Cedex
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8.3 Amplification de I’ADN cible et analyse des produits de PCR
8.3.1.Préparation et distribution du mélange réactionnel PCR (Mix PCR)

Deux mix réactionnels (N. apis et N. ceranae) doivent étre préparés en paralléle selon les
indications du tableau ci-dessous :

Volume par réaction  Volume par réaction

Concentration

Réactifs finale Mix N. apis Mix N .ceranae
(Volume final : 25 yL) (Volume final : 25 pL)
H20 - 13,8 13,8
Tp Taq Pol 10X 1X 2,5 2,5
MgCl2, 50mM 3mM 1,5 1,5
dNTP 10mM mix 400uM 1 1
Amorce 1 N. apis (20 uM) 400nM 0,5 -
Amorce 2 N. apis (20 uM) 400nM 0,5 -
Amorce 1 N. ceranae (20 uM) 400nM - 0,5
Amorce 2 N. ceranae (20 uM) 400nM - 0,5
Taq Pol 5U/ul 1U 0,2 0,2
ADN - 5 5

Les mix se préparent dans un microtube stérile de 1,5a 2 mL.
Les différents composants sont décongelés puis homogénéisés par vortexage.

e Les différents composants sont ajoutés au microtube stérile a I'aide de micropipettes
obligatoirement munies de micro-cdnes stériles a embout filtre.

e Les deux microtubes contenant les mix sont vortexés avant leur distribution.

e Les mix sont distribués dans les microtubes de PCR a raison de 20 pL par microtube.

8.3.2.Préparation des mélanges réactionnels

Les échantillons et témoins sont ajoutés dans une autre piéce a raison de 5 ul chacun :
ADN des témoins positifs de processus (N. apis et N. ceranae),

ADN du témoin négatif de processus,

ADN des échantillons a analyser,

Témoin négatif de PCR (eau),

Témoins positifs de PCR (plasmide a 10xLDpcR)-

Les tubes sont centrifugés brievement, puis sont placés dans le bloc du thermocycleur.

Le programme suivant est lancé :

Dénaturation de 'ADN 94°C pendant 2 minutes
Amplification (35 cycles) 94°C pendant 30 secondes
62°C pendant 30 secondes
72°C pendant 30 secondes
Elongation finale 72°C pendant 7 minutes
Conservation des échantillons 10°C
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8.3.3.Visualisation des fragments PCR générés

L’analyse des produits de PCR est réalisée en salle post-PCR. La visualisation des fragments
se réalise apres la séparation par électrophorése dans un gel d’agarose de 1,2% suivi d’'une
coloration a l'aide d’'un agent spécifique de 'ADN (exemple bromure d’éthidium).

Dans le cadre de ces deux PCR monoplex d’identification de I'espéce de Nosema,
linterprétation des résultats est basée sur la détection d’ADN cible des deux espéces (N. apis
et N. ceranae) suivant la taille des produits de PCR générés. Dans le cas d’'un échantillon typé
N. apis, la taille du produit de PCR généré sera de 321 paires de bases. Dans le cas d’'un
échantillon typé N. ceranae, la taille du produit de PCR généré sera de 218 paires de bases (ou
219 paires de bases suivant la séquence).

Puit 1 : N. ceranae 218pb Puit 2 : N. apis 321pb
PM : Marqueur de taille moléculaire 100bp

9 Reésultats

9.1 Controle de la validité des résultats

Un résultat d’identification de I'espéce de Nosema par PCR n’est considéré comme validé que
Si:

e Les témoins positifs d’extraction et de PCR sont bien positifs,
e Les témoins négatifs d’extraction et de PCR sont bien négatifs.

9.2 Cas des résultats négatifs

En cas de résultat négatif de I'identification pour les deux agents sur un méme échantillon dans
lequel des spores de Nosema ont été visualisées, il est nécessaire de s’assurer de I'absence
d’inhibiteur de PCR dans I'extrait qui pourrait conduire a un résultat « faussement négatif ». Une
PCR B-actine (voir protocole §9.3) est donc réalisée afin de mettre en évidence la présence du
géne de la B-Actine spécifique de I'espece Apis mellifera, correspondant a un témoin positif
endogéne non cible.

© Anses — 14, rue Pierre et Marie Curie - 94701 Maisons-Alfort Cedex
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9.3 Contréle de I'inhibition de la réaction par la réalisation d’'une « PCR 8 -
actine »

9.3.1 Amorces utilisées

) Taille Produit X g ez
Amorce Séquence de PCR (pb) Spécificité
A.m-actin-L 5'-AGGAATGGAAGCTTGCGGTA-3' R- actine, Apis
181 o
Am-actin-R  5-AATTTTCATGGTGGATGGTGC-3' mellifera

9.3.2 Préparation et distribution du mélange réactionnel PCR (Mix PCR)

Le mix réactionnel est réalisé selon les indications du tableau ci-aprés :

Volume par réaction

Réactifs Concentration finale (volume final : 25 pL)
H20 - 17,55
Tp Taq Pol 10X 1X 2,5
MgCl2, 50mM 1,5mM 0,75
dNTP 10mM mix 200uM 0,5
Amorce 1 (20 pM) 400nM 0,5
Amorce 2 (20 pM) 400nM 0,5
Taq Pol 5U/ul 1U 0,2
ADN - 2,5

Les mix sont distribués dans les microtubes de PCR a raison de 22,5 uL par microtube.
9.3.3 Préparation des mélanges réactionnels

Les échantillons et témoins sont ajoutés dans une autre piéce a raison de 2,5 ul chacun :
ADN des témoins positifs de processus (N.apis et N.ceranae),

ADN du témoin négatif de processus,

ADN des échantillons a analyser,

Témoin négatif PCR (eau),

Témoins positifs PCR (plasmide O6 a 10xLDpcR).

Les tubes sont centrifugés brievement, puis sont placés dans le bloc du thermocycleur.
Le programme suivant est lancé :

e Dénaturation de 'ADN 94°C pendant 2 minutes

e Amplification (30 cycles) 94°C pendant 30 secondes
60°C pendant 30 secondes
72°C pendant 15 secondes

e Elongation finale 72°C pendant 5 minutes

e Conservation des échantillons 10°C
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Si la présence du géne de la B-actine est confirmée, le résultat négatif de I'échantillon analysé
est confirmé. Dans le cas contraire, il faut refaire les PCR en diluant I'échantillon ou ré-extraire
'échantillon en question.

9.4 Expression des résultats

9.4.1 Conclusion analytique et interprétation de la PCR

Echantillon inhibé, pas
d’identification possible

Négatif Négatif Négatif

Aucune identification de N.
apis, ni de N. ceranae
Identification de N. ceranae
Négatif Positif / positive, pas d’identification
de N. apis
Identification de N. apis
Positif Négatif / positive, pas d’identification
de N. ceranae
Identification de N. apis et N.
ceranae positive

Négatif Négatif Positif

Positif Positif /

/ : Non réalisé

En cas de doute sur l'identification de Nosema spp., notamment dans le cas d’une taille
d’amplicon anormale, 'amplicon obtenu pourra étre séquencé.

9.4.2 Conclusion analytique et interprétation de la recherche de la nosémose

La conclusion analytique, prenant en compte les deux analyses, est portée de la fagon
suivante :

Résultat de Identification de
I’examen I’espéce de Nosema c . .

: : onclusion analytique
microscopique par PCR
(Nosema spp.) (N. apis | N. ceranae)
Non détecté / Recherche de la nosémose négative
Détecté N. apis Infection par Nosema apis
Détecté N. ceranae Infection par Nosema ceranae
Détecté N. apis et N. ceranae Infection par Nosema apis et Nosema ceranae
Détecté / Infection par Nosema spp.

/ : Non réalisé

Une interprétation du résultat analytique pourra étre portée en fonction des informations et des
signes cliniques mentionnés dans le commémoratif, du taux d’infection des abeilles et des
résultats du typage de N. apis et N. ceranae par PCR (cf. Méthode « Recherche de la
nosémose : mise en évidence et quantification de Nosema spp. par examen microscopique »,
ANSES/SOP/ANA-I1.MOA.09).
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»

10 Caractéristiques de performance de la méthode

Critéres

Critéres de
validité attendus

Performances observées

Spécificité analytique

100% 100%

Limite de détection PCR

- * N. apis : 200 copies / réaction

* N.ceranae : 1 300 copies / réaction

Limite de détection de la
méthode

- * N. apis : 376 spores / réaction

* N.ceranae : 46 spores / réaction

Sensibilité diagnostique

= 90% 99%

Spécificité diagnostique

- Remarque : la méthode PCR étant
mise en ceuvre uniquement sur les
échantillons positifs en microscopie,
ce critére n’a pas été évalué.
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Annexe

Synoptique de la méthode d’identification de I’espéce de
Nosema par PCR sur broyat d’abdomens

Echantillon broyat de 10
abdomens

Centrifugation 6 min a 800g
Reprise du culot avec 1,5 ml eau de qualité biologie moléculaire

Qélévement de SOD

Protocole d’extraction de ’ADN

v

[ Elution avec 200 pl de tampon ]

A 4

Qantillon d’ADN : pre’leverD

PCR
Volume final : 25 pl

RESULTAT
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