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Roviditések jegyzéke

ABPV
AGID
AIV
BQCV
CBPV
DWV
ELISA

IAPV

FV

KBV

ITS
LSUrRNA
ORF

PBS

PCR
RdRp
RT-PCR

RFLP

SBV
SSUrRNA
TSBV
UTR

Acute bee paralysis virus — heveny méhbénulas virus

Agarose gel immunodiffusion — agroz-gél immundiffuzio

Apis iridescent virus — méhek irizald virusa

Black queen cell virus — fekete anyabolcsd virus

Chronic bee paralysis virus — idiilt méhbénulas virus

Deformed wing virus — deformalt szarny virus

Enzyme linked immunosorbent assay — enzimhez kotott
ellenanyag-vizsgalat

Israeli Acute Bee Paralysis Virus — izraeli heveny méhbénulas virus
Filamentous virus — fonalas virus

Kashmir bee virus — Kashmir méhvirus

Large Subunit ribosomal RNA — riboszomalis RNS nagy alegysége
Open Reading Frame — nyitott leolvasasi keret

Phosphate Buffered Saline — foszfattal pufferelt fiziologias sooldat
Polymerase chain reaction — polimerdz lancreakcio

RNA dependent RNA polymerase — RNS dependens RNS polimeraz
Reverse Transcriptase Polymerase chain reaction — reverz
transzkripcids polimeraz lancreakcid

Restriction Fragment Length Polymorphism — restrikcios
fragmentumhossz polimorfizmus

Sacbrood virus — koltéstomlésodés virus

Small Subunit ribosomal RNA — riboszomalis RNS kis alegysége
Thai sacbrood virus — Thai koltéstomlosodes virus

Untranslated Region — nem kdédolo szakasz



1. Bevezetés, célkitiizések

A mézeld méh (Apis mellifera) pollinator (megporzd) szerepénél fogva jelentOs szerepet tolt
be a bioszférdban. Okoldgiai szempontbol szerepe azért lényeges, mert segit a vadon €16
novényfajok diverzitdsanak fenntartasaban, a mezdgazdasagban pedig a kultirndvények
beporzasaval hozzajarul a termés mennyiségének névekedéséhez. Emellett az altala termelt
méz, viasz, propolisz, méhpempd és méhméreg fontos szerepet tolt be tobb ipardgban

(élelmiszeripar, gydgyszeripar, vegyipar).

A méhcsaladok életét és termelését szamos kornyezeti tényezd befolyasolja. Ezek koziil
kilonosen nagy a jelentdsége az egyes fert6z0 betegségek korokozoinak. A mézeld méhet
szamos baktérium (pl. Paenibacillus larvae, Melissococcus pluton), gomba (pl. Ascosphaera
apis, Aspergillus fumigatus) és parazita (pl. Nosema apis, Nosema ceranae, Varroa
destructor) mellett szamos virusfaj is képes megbetegiteni. A méhek egészségvédelmében
kozponti szerepet jatszik a fert6zd betegségek felismerése és az elleniik vald védekezés

modszereinek hatékony alkalmazasa.

A Jarvanytani és Mikrobioldgiai tanszék munkatarsainak figyelmét 1997-ben egy Budapest
kornyéki méhészetben, megfigyelt, jelentds méhelhullassal jaré eset iranyitotta a korabban
Magyarorszagon nem tanulmanyozott méhvirusokra. A méh-virusokkal kapcsolatos munkaba
2002-ben kapcsolodtam be, f6 célom az volt, hogy diagnosztikai modszereket dolgozzak ki a
mézeld méh virusfertdézéseinek kimutatasara, ezeket felhasznalva vizsgaljam a kiilonb6z6
kérokozok magyarorszagi elterjedtségét és az egyes méhvirusok bioldgiai, elsdsorban
genetikai tulajdonsagait és a magyarorszagi méhészetekben eléforduld méhvirusok rokonsagi
(filogenetikai) viszonyait. A csoport tovabbi célja volt ezen kivil a méh-egészségiigyi
problémakkal kiizddé hazai méhészetek virologiai vizsgalata ¢és az esetleges
virusfertézottségek kimutatasa, elsdsorban molekularis diagnosztikai moédszerekkel. A PhD.
munka soran ennek megfelelden, RT-PCR technikan alapuld mddszert kivantunk kidolgozni a
hazai méhcsaladokban eléforduld virusok azonositasara. Ezekkel az RT-PCR vizsgalatokra
alapozott felmérésekkel tanulmanyozni akartuk a méhcsaladok virusfertézottségét
Magyarorszag egész teriiletén, és meg akartuk vizsgéalni egyes kivalasztott méhvirusok

genetikai valtozékonysagat.

A virologiai vizsgalatok mellett a kutatdmunkam masik {6 célja a mézeldé méh Nosema-
betegségét okozo egysejtli parazita vizsgalata. A betegség gyakran hasmenéssel, a megporzo

tevékenység ¢€s a méztermelés csokkenésével jar, sulyos esetben a csalad pusztulasdhoz is



vezethet. A korokozd hajlamosité tényezdként szerepelhet egyes virusfertdézések kartételének
fokozasaban. Egy spanyolorszagi 2006-os monitoring vizsgalat kimutatta, hogy az eurdpai
méhekben jelentSs ardnyban van jelen, az eredetileg Azsidban honos Nosema ceranae, mig a
kordbban jelenlevd Nosema apis csak kis mértékben fordul eld. A kutatdbmunka soran
vizsgalni kivantuk, hogy Magyarorszagon melyik Nosema faj van jelen. A két Nosema faj
elkiilonitésére ugyancsak PCR modszeren alapuld diszkriminativ diagnosztikai eljarast
kivantunk kidolgozni, mivel munkank kezdetekor (2005 nyaran) még nem allt rendelkezésre

ilyen mddszer.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A mézelo méh

A mézeld méh (Apis mellifera L.) (Hymenoptera, Apidae) magas foki alkalmazkodo
képessége miatt a mérsékelt 6vtdl a tropusokig szamos éldhelyen megtalalhato, DéEl-Afrikatol
Skandinavia északi hataraig, illetve Nyugat-Azsiatol Eurdpaig elterjedt. Napjainkig
hozzavetdleg 25000 méh-alfajt hataroztak meg, de ezek koziil csak tizet sorolnak a mézeld
méhek kozé. A méhek legnagyobb valtozékonysaga az USA sivatagos dél-nyugati, illetve

Mexikd északi teriiletein figyelhetd meg.

A mézeld méh szocialis életmddot folytatd rovar. Csoportban él, amelyet csaladnak neveznek.
A csalad 1étezésének alapja az anya, a csaladban az egyetlen szaporodoképes ndivaru rovar.
Maga a csalad néhany ezer dolgozé méhbol (nem szaporodoképes ndstények) és néhany szaz

herébdl (himek) 4ll (Békeési, 1999).

Tavasszal a csalddot csak az anya és az a néhany ezer dolgozd méh alkotja, amelyek tulélték a
telet. Ezek a dolgozok az el6z6 nyar végén keltek ki. Ahogy a nappalok hossza névekszik, az
anya elkezd petéket rakni. A megtermékenyitett pete diploid, €s néstény méhhé fog fejlodni.
A diploid larva sorsa a taplalastol fiigg. A larvakat el6szor méhpempdvel (royal jelly) etetik,
amely a dolgozé méhek fehérjében gazdag mirigyvaladéka, majd mézzel, és viragporral.
Amelyik larva tobb és hosszabb ideig kapja a méhpempdt, abbol méhanya fejlodik, amelyiket
rovidebb ideig etetik méhpempdvel, az dolgozd méh lesz. A méhpempd a dolgozd fehérjében
gazdag garatmirigy-valadéka. Amelyik pete hapolid, herévé fog fejlédni (him méh). A petébdl
a kifejlett rovarig tartd atalakulas idGtartalma attdl fiigg, hogy dolgoz6 méhrél, anyardl vagy
herérél van szd.. A dolgozo méhek 21 nap alatt fejlodnek petébdl kifejlett rovarra, az anyak
16, a herék 24 nap alatt. A méhek teljes atalakuldssal fejlédnek (holometamorphosis). A nyari
dolgozd méh atlagos élettartalma 6 hét. A nyar végén kikelt méheket telel6 méheknek is
nevezziik, az 6 élettartalmuk 6 honap. Osszel az anya besziinteti a petézést, és fiirtbe vonul a

teleld méhekkel (Békési, 1999).

A méhek f6 fehérjeforrasa a pollen. Ezenkiviil mézzel is taplalkoznak, ami a nektarbol
keletkezik a nyalukban taldlhatdo enzimek hatasara. A pollent és a mézet a 1ép hexagonalis
sejtjeiben taroljak egész évben, igy télen €s a hordasszegény idészakokban ebbdl a raktarbdl

jutnak taplalékforrashoz. A méhviasz a fiatal méhek altal termelt valadék, amelyet a hasi



oldalon talalhaté viasztermeld mirigy segitségével allitanak eld. Az igy eldallitott méhviaszt

arra hasznaljak, hogy segitségével felépitsék a 1ép hexagonalis sejtjeit.

2.2. A mézelo méh jelentosége

A mézeld6 méh jelentds szerepet jatszik mind a szabad természetben, mind pedig a
mezdgazdasagban (Corbet er al., 1991). A kultirnévények beporzasaval hozzajarul a termés
mennyiségének novekedéséhez. A méhek legaldbb negyven kultirndvény-faj beporzésat
végzik, ¢€s a tobbi rovarral ellentétben, nem csak a névények nektarjat, hanem a viragporat is
gyljtik. Az utébbi idékben a novényvédd szerek fokozott hasznalata jelendsen csokkentette
szamos, a beporzasban szerepet jatsz6 vad méhfaj és egyéb rovarok szamat, az intenziv
mezodgazdasagi tevékenységek pedig csokkentették az elterjedési teriiletiiket. A vadon €16
rovarfajokkal ellentétben a mézel6 méhet jobban meg lehet 6vni a noévényvédd szerek
karositd hatasatol, példaul ugy, hogy a vegyszerek hatasideje alatt a méheket elzarva tartjak,
vagy elszallitjak oket tavolabbi, nem kezelt teriiletekre. Ezért az utdébbi idében a mézeld méh

fokozott szerepet tolt be a vadon €16 novényfajok diverzitdsanak fenntartasaban is.

A méhek szerepe nem csak a novények beporzasaban jelent6s. Szamos olyan anyagot is
gyljtenek vagy termelnek, amelyeket az emberiség 6sidok ota fogyaszt vagy alkalmaz. A
mézeld méhek évszazadokra visszamend szelektiv tenyésztése azt eredményezte, hogy sokkal
tobb mézet allitanak eld, mint amennyire a méhcsaladnak sziiksége van. A méhészek
Osszegyljtik a felesleges mézet, és az emberi fogyasztasra keriil. A méz mellett a viasz, a
pollen, a propolisz, a méhpempd és a méhméreg tobb iparagban (élelmiszeripar,

gyogyszeripar, vegyipar) fontos szerepet tolt be (Vincze, 2000).

Magyarorszagon koriilbeliil 900 ezer méhcesalad 15—16 ezer méhésznek jelent megélhetést. A
méztermelés kedvezd idoéjarasi viszonyok kozott elérheti a 15-20 ezer tonnat évente, igy az
EU méztermeld orszagai kozott, ezzel a mennyiséggel Magyarorszag a masodik-harmadik
helyet foglalja el (Fehér, 2003). Az eldallitott méz kozel 70%-a kiilfoldon keriil értékesitésre,
¢s ez a mennyiség évrol évre novekvo tendenciat mutat. A hazai méz legnagyobb része az
Europai Unid nyugati tagallamainak piacaira keriil, mivel ezek az orszagok fogyasztasuknak
csak kb. 50-55%-at tudjak belsd termelésbol kielégiteni, igy tovabbi sziikségleteiket a keleti
¢s déli tagallamokbol, illetve harmadik orszagokbol szerzik be. A magyarorszagi mézexport

80-85%-a keriil az EU piacara, ahol ez a mennyiség a kozosség importjanak 10%-atadja.



Kiilonleges mindségének koszonhetden a magyarorszagi méz — foleg az akdcméz — a

nemzetkozi piacokon rendkiviil keresett termék.

2.3. A mézelo méh fontosabb fert6zo betegségei

2.3.1. Fontosabb parazitas betegségek

A hazai méhallomanyokban két parazitis betegség okoz érzékeny veszteségeket: az azsiai
orias atka (Varroa destructor) altal eldidészett fert6zés (varroosis), és a nosemosis. A t6bbi
parazitds betegség (légcsdatkakor, malpighamoebosis) rendkiviil ritka, nem okoz

tomegfertdzéseket €s szamottevd karokat a hazai méhészetekben.

2.3.1.1. A mézel6 méhek Nosema-betegsége

A Nosema-betegség a mézeld méhek egysejtli parazita altal okozott betegsége. A Nosema
apis fert6zés gyakran hasmenéssel jar, a beporzasi hatékonysag és a méztermelés csokkenését
okozhatja, illetve sulyos fertdzés esetén a csalad pusztulasahoz is vezethet (Fries et al., 1984).
Amennyiben az anyak fert6zottek a parazitdval, kevesebb petét raknak, és csokken az
¢lettartalmuk is. A parazita a kifejlett rovarok bélhamsejtjeit fertézi (Fries, 1997), a
hamsejtekbdl kiszabaduld sporak a bélcsatornaba iiriilnek, és a széklettel tavoznak (Bailey et
al., 1983). A fert6z6dés mézzel, vizzel, illetve a lépek tisztitasa sordn kovetkezhet be
(L’Arrivée, 1965; Fries, 1993). Tavasszal a betegség elofordulasi aranya megnovekedhet
(Fries, 1993). Habar a Nosema-betegség a méheknek altalanosan jelenlevd betegsége, mégis
gyakran észrevétlen marad a méhészetben, mert a tiinetek nem mindig sulyosak. Gyakran
csak akkor ismerik fel a betegséget, amikor a méhek nagyobb hanyada mar fertdzott (Sathe,

2006).

A kiilonb6z6 Nosema fajok elterjedése a foldrajzi helytdl €s a klimatikus viszonyoktdl fligg.
Korabban a Nosema apis Zander az Eurdpaban €16 mézeld méheket (Apis mellifera L.)
fertozte (Fries et al., 1984), mig a Nosema ceranae az Azsiaban 16 méh (az Apis cerana
Fabricius) koérokozoja volt (Fries et al., 1996). Eurépadban a N. apis elsGsorban tavasszal
okozott karokat a csaladokban. Az utobbi években azonban azt figyelték meg, hogy a fertdzés
tavasztol akar kora Oszig is elhuzddhat. Ez a tendencia arra engedett kovetkeztetni, hogy
esetleg nem a N. apis felelds a fertzésért, hanem a masik faj, a korabban csak Azsiaban
jelenlevd N. ceranae. Singh 1975-ben leirta, hogy a N. apis fertézést okoz az Azsiaban é16

mézeld méhekben is, kisérletes kortilmények kozott pedig igazoltak, hogy a N. ceranae képes



tartosan megtelepedni az Eurdpaban él6 méhekben (Fries, 1997). Kisérletes koriilmények
kozott Nosema ceranae-val fertdzott méhek 100%-os elhullast mutattak 8 napon beliil
laboratériumi koriilmények kozott (Higes et al., 2007). Eloszor 2006-ban Spanyolorszagban
mutattak ki, hogy a N. ceranae természetes koriilmények kozott is eléfordul, az Europaban
¢l6 méhekben (Higes et al., 2006), s6t felmérd vizsgalatuk soran az eredetileg foldrésziinkon
jelenlevd N. apis-t csak igen kis aranyban talaltadk meg. Tovabbi vizsgalatok kimutattak, hogy

a N. ceranae nagyobb virulenciaval rendelkezik, mint a N. apis.

A Nosema fert6zés kimutatasa tobbnyire mikroszkopos mddszerrel torténik, a béltartalom
vizsgalataval. A két Nosema faj sporait azonban igen nehéz egymastdl elkiiloniteni; ez csak
elektronmikroszkopos vizsgalattal lehetséges a spérak mérete, alakja (Fries et al., 1996) és a
benniik 1évd polaris filamentum csavarulatainak szama alapjan (Burges et al., 1974). Ezért a
két Nosema faj pontos elkiilonitéséhez els6sorban molekularis biologiai vizsgélat hasznalhato.
A kiilonféle Nosema fajok riboszomalis RNS-ét (rRNS) kodolo génszakaszokat mar korabban
meghataroztak (Huang et al., 2005). Polimeraz lancreakcidt (polymerase chain reaction, PCR)
¢s duplex-PCR moddszert fejlesztettek ki a N. apis €és a N. ceranae kimutatasara ¢s
elkiilonitésére (Higes et al., 2006, Martin-Hernandez et al., 2007), de ezek az eredmények

munkank kezdetekor (2005 nyaran) még nem keriiltek kozlésre.

2.3.1.2. Varoosis

A koérokozo, a Varroa destructor (korabban Varroa jacobsoni) (Acari, Varroidae) eredetileg
Azsiaban volt elterjedt, és az 4zsiai méheket (Apis cerana) fertdzte. Az atkat elészor
Oudemans irta le 1904-ben Indonéziaban, ahol az ott €16 méhfajok alkalmazkodtak az atka
jelenlétéhez (Sammataro er al., 2000). Azdta az atka elterjedt az egész vilagon, és az
Eurdpaban é16 mézeld méhek (Apis mellifera L.) korében igen nagy karokat okozhat. Eszak-
Amerikaban ¢s Eurdpaban az 1990-es évek elején jelentds karokat okozott, szdmos csaladot
kipusztitva. Az atka sotétbarna, lapitott, pajzsszeri testii izeltlabu, mely a kifejlett méheket és
a fiasitast is veszélyezteti. Az atkékat szabad szemmel is észre lehet venni a méheken, illetve
a kaptarsopredékben is. A V. destructor csak 18-70 orat képes a méh nélkiil életben maradni
(De Guzman et al., 1993), ezért a terjedésben fontos szerepet jatszik a méhek érintkezése. A
vandorlé méhtartds és a fertdzott méhek importja azt eredményezte, hogy ez a parazita igen
gyorsan elterjedt vilagszerte, és az eurdpai méhészetekben igen sulyos karokat okozott
(Beetsma, 1994, Matheson, 1996). Feltételezik, hogy az atka és a virusfertdzések kozott

kapcsolat lehet, és komplex betegségként ,atka-virus szindromanak™ nevezték el azt a

10



jelenséget, mikor a csaladok egyidejiileg fertézottek voltak virusokkal €s atkaval, tovabba
nagy volt a csalddon beliil a pusztuldsi arany (Shimanuki et al., 1994). Feltételezik azt is,
hogy az atka aktivalja a latens virusfert6zéseket (Ball and Allen, 1988; Bowen-Walker et al.,
1999), de direkt bizonyitékot erre nem sikertilt talalni (Martin, 1998).

2.3.2. Gombak okozta betegségek

A gombdk okozta fertdzések jol felismerhetd elvaltozasokat idéznek elé a fertdzott
fiasitasban, és legtobbszor a méhészek sajat modszerekkel eredményesen védekeznek ezek
ellen. Csak sporadikusan és id6szakosan fordulnak el6 az egyes méhészetekben, és jollehet
egy-egy csaladban okozhatnak érzékeny veszteségeket, gazdasagi jelentOségilk nem

szamottevo.

2.3.2.1. Koltésmeszesedés (ascosphaerosis larvarum)

A mézeld méhek egyik gombak okozta betegsége a a koltésmeszesedés, amit az Ascosphaera
apis (Plectomycetes, Ascosphaerales) nevii tomldsgomba-faj okoz. A gomba heterotallikus,
amely csak akkor képes sporazni, ha az ellenkezd nemii telepek (plusz és minusz) kapcsolatba
keriilnek, majd ezutan mindkét micélia sotétzold telepet hoz létre, amelyet ascocarp-nak
neveznek. A kaptidron belill a dolgozd méhek terjesztik a gomba spdrakat, melyek a
taplalékkal jutnak az alca bélcsatornajaba (Békési, 1999). A fertdzott alca a lefedés utan
pusztul el, és eldszor felveszi a 1ép sejtjeinek hexagonalis alakjat, kitolti azt, majd kiszarad, és
fehéres-sziirke mimiava alakul (Gilliam, 1993; Shimanuki and Knox, 1991). A gombasporak
igen ellenalléak a kornyezeti hatdsokkal szemben, és évekig tulélhetnek (Gilliam, 1993). A
,higiénikus” méhek a fertdzott, elpusztult larvakat kilokik, ilyenkor a kaptar aljan vagy a
bejaratnal lathatdak a sziirke mamiak. A ,,nem higiénikus” csaladoknal pedig, ha megrazzuk a
1épet, az z6rgd hangot ad a benne maradt szaradt mumiak miatt. Kutatasok folynak olyan
méhek  kitenyésztésére, melyek megemelkedett higiénikus viselkedésiik  folytan
hatékonyabbak a koltésmeszesedés kontrollalasaban (Spivak and Gilliam, 1998). A
koltésmeszesedés ritkan vezet a csalad pusztulasdhoz, a problémat az elpusztult larvak miatt
adodd népességesokkenésbdl szarmazd méztermelés-csokkenés jelenti. Mindemellett ritkan,
de eléfordultak olyan esetek, melyeknél a fertdzés a csalad pusztulasahoz vezetett (Anderson,

1938; Roussy, 1962).
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2.3.2.2. Koltéskovesedés (aspergillosis)

A betegséget az Aspergillus flavus gomba okozza. Mind a fedett, mind a fedetlen fiasitasban
megjelenhet. A sporak a bélcsatornaban csiraznak ki, majd 2-3 nap alatt a felszinre térnek, és
gyakran az alcat korilvevd alhartyat képeznek.Az alcak eldszor halvanybarnava esetleg
z6ldes-sargava valnak, majd megkeményednek. A tomor, kemény mumiakat a méheknek
nehéz kilokniiik (Maasen, 1906; Gilliam and Vandenberg, 1997). A fert6zott kifejlett méhek
jelentdés tavolsagra repiilnek vagy mdasznak a kaptartél mieldtt elpusztulnanak (Burnside,
1930). A fertézés lefolyasa rendszerint gyors, a tiinetek néhany héten beliil megsziinnek
(Békési, 1999). Feltételezik, hogy a gomba a fertdézott 1éppel terjed (Betts, 1919). Egyes
beszamolok szerint az antibiotikumos kezelés hatasara leromlott bélflora is elOsegitheti a

gomba terjedését (Giauffret, 1967).

2.3.3. A mézel6 méh fontosabb baktériumos betegségei

A mézeld méheknek a koltésrothadas a legfontosabb fert6zd betegsége allategészségiligyi
igazgatasi ¢s gazdasagi szempontbol egyarant. Mindkét koltésrothadas bejelentési
kotelezettség ala tartozik. A korokozok terjedése Gsszefliggésben lehet a mézeld méhek illetve
a fertdzott méz nemzetkozi kereskedelmével (Hansen and Brodsgaard, 1999; von der Ohe and

Dustmann, 1997).

2.3.3.1. Eurdpai koltésrothadas

Az eurdpai koltésrothadas, a nyitott fiasitas betegsége, melyet a Melissococcus pluton nevii
nem sporas baktérium okoz (Bailey and Collins, 1982; Bailey, 1983). A betegség a legtobb
méztermeld orszagban elterjedt, kivéve Uj-Zélandot és Ausztrdlia nyugati teriileteit
(Hornitzky and Wilson, 1989). Az eurdpai koltésrothadas soran az alcak ellapulnak, elhalnak,
kozben fokozatosan barnulnak, és savanykas szagot arasztanak. Az alca maradvanya
gyufaszallal kiemelhetd, nem nyulds. A tisztogaté méhek eltavolitjak az elpusztult alcakat, de
ennek ellenére a baktérium atjuthat egészséges fogékony alcakra. A jol tisztogatod csaladoknal

évekig tiinetmentes maradhat a fertdzés (Békési, 1999).
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2.3.3.2. Nyulos (amerikai) koltésrothadas

A nyulés (amerikai) koltésrothadas a fedett fiasitas betegsége, melyet a a Paenibacillus larvae
(White) okoz (Genersch et al., 2006). Ezt a spdraképzd aerob baktériumot korabban Bacillus
larvae-nak nevezték (Heyndrickx et al., 1996). A P. larvae szintén a mézeld méh larvaiban és
babjaiban okoz tiineteket. A fert6zott larvak elpusztulnak, majd maradvanyuk striin folyo,
nyulos anyagga alakul. Ezutdn beszarad és a sejt aljan tapado fekete ,porkké” alakul. A
beszaradt porkoket a tisztogatd méhek nem képesek eltavolitani. A nyualds koltésrothadas
jelentdés karokat képes okozni. A sporak nagyon ellenalloak, fertdzdképességiik akar tobb

évtizedig is fennmaradhat.

2.3.4. Virusok okozta betegségek

Mivel munkam legjelent6sebb részét a méhvirusokkal végzett vizsgalatok tették ki, ezekkel a
kérokozokkal bovebben foglalkozom. A méhvirusok nagyobbik részét tudomanyos adatok
hianyaban egyeldére nem sikeriilt rendszertani egységekbe sorolni. Bioldgiai és morfologiai
tulajdonsagaik, valamint pozitiv szimpla szala RNS-iik alapjan 6t méhvirust, a heveny
méhbénulas virust (Acute Bee Paralysis Virus, ABPV), a fekete anyabolcsé virust (Black
Queen Cell Virus, BQCYV), a szarnydeformitast okozo6 virust (Deformed Wing Virus, DWV),
a Kashmir méhvirust (Kashmir Bee Virus, KBV) ¢és a larvatomlésodés virust (Sacbrood
Virus, SBV) a picorna-szerli virusok kozé soroltak (Allen and Ball, 1996). A késébbi,
genomszerkezeti vizsgélatok ravildgitottak, hogy ezeknek a virusoknak az RNS strukturgja
inkdbb a calicivirusokéhoz hasonlit. Az eltérések miatt a Nemzetkdzi Virustaxondmiai
Bizottsag a rovarokat fert6z6 virusokat az uGjonnan felallitott Dicistroviridae csalad
Cripavirus (Cricket paralysis-like viruses) nemzetségébe, illetve az Iflavirus nemzetségbe
soroltak. A Magyarorszagon is el6fordulé méhvirusok koziil az ABPV és a BQCV a
Cripavirus nemzetséghez; az SBV és a DWV pedig az [flavirus nemzetséghez tartozik (Van
Regenmortel et al., 2000). Az idiilt méhbénulas virus (Chronic Bee Paralysis Virus, CBPV)

rendszertanilag még nem besorolt virus.

A méhvirusok koziil a koltéstomldsodés virusanak 1étezését, mint ,,szlirhetd ragalyanyagot”
mar korabban felfedezték (White, 1917), de az els6 mehvirusokat (az idiilt méhbénulas virust
¢s a heveny méhbénuléds virust) csak 1963-ban izolaltak. Azoéta 18 kiilonbozd, méheket
fertdz6 virust azonositottak ¢és irtak le (Allen and Ball, 1996). A méhvirusok okozta

megbetegedésekrdl azonban még kevés informacio all rendelkezésre. Szamos virus fertdzheti
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a gazdapopulaciot tiinetek nélkiil (Stroop and Baringer, 1982; Oldstone, 1989; De La Torre
and Oldstone, 1996), ugyanis tobbnyire inapparens fertdzést okoznak (Bailey, 1967).
Bizonyos kornyezeti tényezOk hatdsara azonban az inapparens fertdzés betegség kialakuldsat
okozhatja, mely a méhpopulacioban nagyszamu egyedpusztulassal jarhat. A virusos
méhbetegségek vizsgalatit megneheziti, hogy a méhek esetében az egyedi megfigyelés,
diagnozis és kezelés nem lehetséges, méhegészségiigyi problémak jelentkezése esetén a

méhcsaladdot vagy az egész méhészetet kell vizsgalni és kezelésben részesiteni.

A méhek szervezetében nem termelddik specifikus ellenanyag, ezért a méhek
fertdzottségének felderitésére a magasabbrendii allatfajokban kiterjedten alkalmazott indirekt
viruskimutatd (szeroldgiai) moddszerek nem alkalmazhatok. A direkt viruskimutas
legalapvetobb moddszere, a virusok izolaldsa csak kisérleti allatoltassal (larvak, babok
fertdzésével) lehetséges, mert jelenleg még nem dallnak rendelkezésre méh eredetii
sejtvonalak. Azonban ez a munka iddigényes, és tovabbi hatrdnya, hogy az évnek csak azon
szakaszaban lehetséges, mikor fiasitas all rendelkezésre. A virussal fert6zott méhek sokszor
nem mutatnak jellemzd klinikai tiineteket, ezért a fert6zés kdrjelzése tobbnyire maganak a
virusnak vagy valamely alkotorészének (nukleinsav, fehérje) kimutatdsan alapul. A
leggyakrabban hasznalt fehérjekimutatd modszer a méheket fert6zd virusok esetében az
ELISA ¢és az agargél immundiffizié (AGID) (Allen and Ball, 1996), melyek gyors, olcso és
specifikus eljarasok. A méheket fert6z0 virusok felfedezése és kimutatdsa is a direkt
antigénkimutatd (szerologiai) eljarasokon alapult (Allen and Ball, 1995; Allen et al., 1986;
Anderson, 1984). Ezeknek a mddszereknek az alkalmazasa azonban szamos nehézséggel jar.
Gyakran eléfordul, hogy egy méhcsaladot egyazon idében tobb virus is fertéz. Amennyiben a
kisérleti gerinces allatban a virusellenes savd eldallitdsara olyan méhek homogenizatumat
hasznaljak, amelyek egyszerre egyiddben tobb virussal is fertdzottek voltak, a savo egyszerre
tobb virus elleni ellenanyagot is fog tartalmazni, ezért nem lehet biztonsaggal alkalmazni a
méhvirusok elkiilonitésére (Bailey et al., 1981; Stoltz et al., 1995; Evans and Hung, 2000). Az
egyes virusok elkiilonitésére alkalmas, monospecifikus antiszérummal csak kevés
laboratérium rendelkezik (Anderson, 1984; Benjeddou ez al., 2001). Egyes esetekben a rokon
virusok kozott fellépd szerologiai keresztreakciok is megzavarhatjdk a pontos diagndzis
felallitasat (Allen and Ball, 1995; Mansy et al., 1999; Rinderer and Green, 1976). Tovabba,
mivel ezek az eljarasok specifikus ellenanyagot igényelnek, egy bizonyos virusfertdzés

céliranyos igazolasara alkalmasak (igen-nem valasz), nem pedig egy ismeretlen kérkép

crer
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méhek csak alacsony titerben tartalmaznak virusokat, és ezért a fert6zés a fehérjekimutatod
eljarasok érzékenységi kiiszobe alatt maradhat. Osszehasonlitva a PCR mddszer
érzékenységével, az AGID teszt esetén az ABPV 1:16 titerii oldata volt kimutathatd, az RT-
PCR sordn az 1:10000 titer is pozitiv eredmény hozott (Bakonyi et al., 2002a). A sokkal
érzékenyebb indirekt ELISA sikeresen alkalmazhaté massziv fert6zések igazoldsara ¢&s

diagnosztikai nyomozasra is (Calderon et al., 2003).

A méhvirusok kimutatasanak masik moddja az elektronmikroszkopos vizsgalat lehetne. A
virusoknak ezt a morfologiai alapon torténd azonositasat viszont neheziti, hogy a legtdbb
ismert méhvirusnak ikozahedralis alaki kapszidja van, hasonlé méretiick (30 nm), és nem
rendelkeznek burokkal (Allen and Ball 1996). Ez alol Iényegében a fonalas virus
(Filamentous virus, FV) képez kivételt, amely mind alakjaban, mind méretében (150x450 nm)
jelentdsen eltér a tobbi ismert méhvirustol (Bailey and Ball, 1991). Tovabbi kivétel a 150 nm-
es atmérdjli irizalo virus (Apis iridescent virus, AIV). Ezeknek a virusoknak jelen tudasunk
szerint kortani jelent0sége nincs, ezért annak a ténynek, hogy felismerhetéek

elektronmikroszkdpos vizsgalattal, csekély a diagnosztikai jelentosége.

Az utdbbi években a biotechnoldgiai mddszerek fejlodésével 1j, a kérokozdk nukleinsavanak
kimutatasara alapuld diagnosztikai eljarasokat dolgoztak ki. Ilyen példaul a polimeraz
lancreakcid, amely specifikus modon és nagy érzékenységgel képes kimutatni a mintaban
jelen levd kdrokozok orokitd anyagat (Bakonyi ef al., 2002b; Benjeddou et al., 2001, Evans,
2001, Grabensteiner et al., 2001; Hung et al., 2000; Ribiere et al., 2002; Stoltz et al., 1995).
Az ismert korokozo méhvirusok pozitiv szimpla szali RNS genommal rendelkeznek, ezért a
méhvirusok kimutatasara alkalmazott PCR-t egy reverz transzkripcionak kell megeléznie. Az
RT-PCR (reverse-transcription PCR) alapu diagnosztikai modszerek alkalmazasat az tette
lehetévé, hogy egyre tobb méhvirus részleges vagy teljes genomszekvenciajat meghataroztak,
¢s génbanki adatbazisokban hozzaférhetdvé tették (Ghosh er al., 1999; Govan et al., 2000).
Multiplex RT-PCR moédszert is kifejlesztettek tobb méhvirus egyidejii kimutatasara
(Benjeddou, 2001; Chen et al., 2004). A PCR mddszer igen alkalmas a méheket fert6zo
virusok kimutatasara, és szamos laboratérium szamara az egyetlen elérhetd mddszert jelenti.
Bevezetésével a virusfertézés kimutatasa gyorsabba és megbizhatobba valt. Specifikus, nem
igényel immun-szérumot, a mintdk nagyobb szamban is vizsgalhatdak. A masik elénye a PCR
technikanak, hogy a reakcié eredményeképp kapott megsokszorozott nukleinsav-termékeknek
a nukleotid-sorrendjét meg lehet hatarozni, ami lehetOséget ad arra, hogy pontosan

azonositsuk a vizsgalt virust, masrészrél mutacidk vizsgalatat teszi lehetdvé, a kiilonféle
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genotipusok genetikai kapcsolatat és ezaltal a virus genetikai valtozékonysagat lehet vizsgalni

(,,filogenetikai” vizsgalatok, alignment).

Az alabbiakban szeretném részletesen ismertetni azokat a méhvirusokat, amelyek amelyek a
nemzetkozi szakirodalomban legtobbszor szerepelnek a felmérésekben, és amelyeknek

kértani  jelentoséget tulajdonitanak. Az altaluk okozott megbetegedések legfontosabb

jellemzoit az 1. tablazatban tiintetem fel.

1. tablazat: A virusok altal okozott megbetegedések legfontosabb jellemzoi.

Virus neve Tiinetek
Heveny méhbénuldas virus (Acute bee | Fiasitdscsokkenés, népességesokkenés,
paralysis virus, ABPV) ropképtelen méhek.
Fekete anyabolcsé virus (Black queen cell | Anyalarvak  rendellenes  fejlodése  €s
virus, BQCV) pusztulésa.

Idiilt méhbénulas virus bee

paralysis virus, CBPV)

(Chronic

I. tipus: ropképtelenség, remegés, II. tipus
(feketekor): szortelen, fényes, duzzadt, fekete
potroh.

Deformalt szarmy virus (Deformed wing
virus, DWV)

Fiasitas gyengitése, ¢lettartam roviditése,

szarnydeformitas.

Koltéstomlésodés  virus  (Sacbrood virus

SBV)

Larvak babozodasi zavara, larvak pusztulasa,
hézagos fiasitas.

2.3.4.1. Heveny méhbénuldas virus (Acute bee paralysis virus, ABPV)

A virus a Dicistroviridae csalad Cripavirus nemzetségébe tartozik (Van Regenmortel ef al.,
2000). A legtobb ismert méhvirushoz hasonléan ikozahedralis alakt kapszidja van, 30 nm
atmérdjl, és nem rendelkezik burokkal (Allen and Ball 1996). Szimpla szali RNS genomja
van a poli a farok nélkiil 9470 nt hossz. A genom 5 végen 1évd ORF szakaszon (ORF1) a
nem strukturalis (enzim) fehérjék, mig a 3* végen 1évé ORF szakaszon (ORF2) a szerkezeti
fehérjék génjei talalhatok (Govan et al., 2000). Szamos orszagban leirtak a jelenlétét, Nagy-
Britanniaban, Szovjetunioban, Olaszorszagban, Franciaorszagban (Bailey, 1965; Batuev,
1979; Bailey et al., 1981; Faucon ef al., 1992) és Magyarorszagon is (Békési et al., 1999). A
virus altal okozott tiinetek: a fiasitas csokkenése, a larvak pusztuldsa, a népesség altalanos
csokkenése. A virus, nevének megfelelden a kifejlett méhek bénulasat okozhatja, a méhek a

kaptar bejaratdnal maszkalnak, ropképtelenek. A tiinetek kozé tartozik a tisztogatd méhek
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aktivitasanak csokkenése, és ez kedvez a betegség terjedésének is (Sammataro et al., 2000). A
virust elészor laboratdriumi fert6zési kisérletek soran sikeriilt kimutatni (Bailey ez al., 1963).
Az ABPV az egyetlen ismert méhvirus melynek van a mézelé méhen kiviil méas gazdafaja is
(Bombus spp.) (Bailey and Gibbs, 1964). A felnétt méhek fertdzése 10% virussal 8 napon beliil
az egyedek elhullasdhoz vezetett (Bailey and Gibbs, 1964). A virus gyakran inapparens

modon van jelen egészséges csaladokban.

2.3.4.2. A fekete anyabdsles6 virus (Black queen cell virus, BOQCV)

A virus szintén a Dicistroviridae csalad Cripavirus nemzetségébe tartozik kb. 30 nm
atmérdjl, ikozahedralis kapszidszimmetriaju, burokkal nem rendelkezik. A virion pozitiv
szimpla szald RNS genomot tartalmaz. A genom 8550 nukleotidbol all és két nyitott
leolvasasi keret talalhatoé benne. Az 5° végen 1évd ORF szakaszon (ORF1) a nem strukturalis
fehérjék (enzimek), mig a 3° végen 1évd ORF szakaszon (ORF2) a szerkezeti fehérjék génjei
talalhatok (Leat et al., 2000). Jelenlétét Europa tobb orszagaban is kimutattak, kiilondsen
olyan méhészetekben, ahol a csaladok egyidejiileg fert6zottek voltak a Nosema apis egysejti
parazitaval is. Ezért a virus terjedését Osszefliggésbe hozzdk a Nosema apis egysejtii
parazitaval (Benjeddou ez al., 2001). Egy 2004-es franciaorszagi felmérés a méhészetek 86%-
aban kimutatta kifejlett dolgozéd méhekbdl a fekete anyabdlesod virust, és a méhészetek 23%-
aban fertézott babokat is talaltak (Tentcheva ef al., 2004). A virus a nevét az altala okozott
legjellemzdbb tiinetrdl, az anyabolesd falanak fekete elszinezddésrdl kapta. A kérokozo az
anyalarvak rendellenes fejlodését €s a pusztulasat okozza. A megbetegedett larva sapadt,
sarga szind, kiiltakardja zsakszer(i, hasonldéan a larvatomlésddes virussal fertézott larvahoz
(Bailey and Woods, 1977). A BQCV-t el6szor fert6zott méhanyéak elpusztult 1arvajabol és
babjabol mutattak ki (Bailey and Woods, 1977). Kimutattak, hogy a dolgozo- és a herefiasitas
is fertézédhet BQCV-vel, de klinikai tiineteket Aaltaldban nem okoz benniik, bar
Németorszagban leirtak herékben tiinetekkel jelentkez6 BQCV fertézést (Side and Buchler,
2003). A BQCV fertdzés gyakran fordul eld mas virusfertézéssel, illetve egycb
tarsfertozésekkel. A DWV és BQCV fertdzés egyiittes jelenlétét figyelték meg leggyakrabban
a fertdzott csaladok kozott (Chen et al., 2004). Egyelére még nem ismert, hogy a kevert
virusfertézés vezethet-e genetikai rekombinaciohoz az egyiitt €16 virusok kozott, és hogy az

ilyen rekombinacio eredményezheti-e egy uj virusfaj felbukkanasat (Chen et al., 2004).
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2.3.4.3. Az idiilt méhbénulas virus (Chronic bee paralysis virus, CBPV)

Az idiilt méhbénulas virusa rendszertanilag még nem besorolt pleomorf virus, mérete valtozo,
20 x 30-65 nm (Bailey, 1976). A virus vilagszerte elterjedt, kivéve a dél-afrikai és a karib-
tengeri térséget. A fert6zés a méhek ropképtelenségét, remegését okozhatja. E tiineteket
korabban mas fertéz6 betegségekkel hoztak Osszefliggésbe, mint példaul a nosemosis,
malpighamoebosis vagy a légcsdatka kor, azonban Bailey 1967-ben egy vizsgélat soran azt
taldlta, hogy az ilyen tiineteket mutatdé méhek mintdiban 70%-os a CBPV el6éfordulésa.
Kimutattak, hogy a latszolag egészséges allomanyokban a CBPV akkor terjed igazan, ha
valamilyen oknal fogva — példaul hordasra alkalmatlan id6jaras, rossz nektartermés, vagy az
anya elvesztése miatt — megnovekszik a zsufoltsag a csaladon beliil (Bailey et al., 1983).
Felvetddott, hogy a virussal szemben tanusitott gyengébb ellenalloképesség esetleg
genetikailag 6roklddik (Kulincevic ef al., 1989). A méhcsaladok nagy telepitési siirisége és az
ebbdl kovetkezd €lelemhiany is hozzdjarulhat a betegség terjedéséhez. A virus altal kivaltott
betegségnek két megnyilvanuldsi formdja van a tiinetektdl fiiggéen (I. és II. tipus). Az L.
tipusra jellemz6 a remegés, ropképtelenség, mig a II. tipusnak, amit magyarul feketekdrnak is
neveznek (angolul ,,black robbers”), jellemzd tiinete a szortelen, fényes, fekete, duzzadt

potrohtin méhek megjelenése.

2.3.4.4. A deformalt szarny virus (Deformed wing virus, DWV)

A virus az Iflavirus nemzettséghez tartozik, melynek genomszervezddése hasonlit a picorna-
szerll virusokéhoz, egy nyilt leolvasasi keretet tartalmaz, melyen az 5° véghez kozeli teriiletén
vannak kodolva a szerkezeti fehérjék, és a 3° véghez kozeli teriiletén a nem szerkezeti
fehérjék. Ikozahedralis, 30 nm atmérdjii kapszidja van, nem rendelkezik burokkal. Genomja
10140nt hosszi pozitiv szimpla szalt RNS (Lanzi et al., 2006). A virust el0szor
Lengyelorszagban irtdk le, ma mdar széles korben elterjedt, megtalalhato Eurdpaban,
Azsiaban, a Kozel-Keleten és Afrikaban is (Allen and Ball, 1996). A tiinetek az erdsen
fertozott méhek esetében a podrott szarnyak, duzzadt potroh, ropképtelenség, lecsdkkent
¢lettartam (Bailey and Ball, 1991). A DWV gyakran fordul elé olyan méhallomanyokban,
amelyek fertézottek Varroa destructor atkaval is. llyen esetekben stlyos karokat tud okozni, a
felndtt allomany és a fiasitas jelentds aranyu pusztulasat is eldidézheti. Egy lengyelorszagi

felmérés a nyar kozepén gyiijtott méhmintak 69%-aban mutatott ki DWV fert6zést szeroldgia
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modszerekkel (Topolska er al., 1995). A virus babokba oltva képes kivaltani a jellegzetes
tiinetet, a szadrnydeformitdst, melyet korabban a Varroa atkdnak tulajdonitottak. A DWV
kimutatasra keriilt Varroa mintdkbdl is, az atka képes volt tovabbadni a virust a fiasitasra
(Ball, 1989). Kimutattak, hogy a larvak a rajtuk éloskodd atkaktdl és taplalkozas kozben
felndtt tarsaiktol fertézoédnek. Ahogy a fiasitasban pusztulnak a larvak és csokken a fiasitas
szdma, ugy a felndtt méhek életképessége is csokken. A felndttként fertéz6dott méhek
¢letteljesitményét a fertdzés nem csokkenti. Ebben az esetben viszont a méhek életiik végéig
virusrezervodrnak tekinthetok. A DWV els6sorban nem a csalad hirtelen pusztulasdhoz vezet,
hanem a korcsoportok aranyat tolja el kedvezdtlen iranyba, és a csalad legyengiilését okozza.
Azok a csaladok, melyek a téli idOszakra fertdzott, gyenge egyedekkel késziilnek, nagyobb
eséllyel pusztulnak ki teljesen tavaszra. A DWV fertdzottség fatalis hatasai alacsony Varroa
fertdzottség esetén is megmutatkozhatnak (Martin, 2001). A virus a hordasi szezonban (késé
marciustol kora 6szig) olyan mértékii fertdzottséget tud kialakitani, amely 2 év alatt a csalad
kipusztulasahoz vezethet (Martin ef al., 1998). Hatasa fiigg a hordasi szezon hosszatol és a
fertdzés mértékétol. A virus terjedésében az eltévedd €s a rajzé6 méhek mellett nagy szerepet

jatszanak a méhészeti eszk6zok, és a méhek koltoztetése, kereskedelme.

2.3.4.5. Koltéstomldsodés virus (Sacbrood virus SBV)

A virus az [Iflavirus nemzettséghez tartozik, ikozahedralis kapszidja kb. 28 nm atmérdjd,
burokkal nem rendelkezik (Bré¢ak and Kralik, 1965). Pozitiv szimpla szala RNS genomja
8832nt hosszl, egy nyilt leolvasasi keretet tartalmaz, melynek szervezddése a deformalt
szarny viruséhoz hasonloan alakul (az 5° véghez kozeli teriileten taldlhatdo a szerkezeti
fehérjéket kodolo teriilet, a 3> véghez kozeli teriileten pedig a nem szerkezeti fehérjéket
kddold teriilet) (Gosh er al., 1999). Az SBV a vildgon a legszélesebb korben elterjedt
méhvirus. Nagy-Britanniaban az elpusztult larvak 80%-bdl sikeriilt kimutatni, mig az
egészségesnek tlind csaladokban is 30%-ban jelen volt (Bailey, 1967). Elsésorban a mézeld
méh larvait fertézi, €s a fertdézeés a larva babozodasi zavaraihoz, majd a larva pusztulasahoz
vezet. A fertézott larvaknak el0szor megvaltozik a sziniik, fehérbdl sargava valnak, majd
kiszaradnak, mikdzben tovabb sotétednek, mig végiil sotétbarna porkké alakulnak (Bailey,
1975). Ez a betegség a larvak fertdzddése esetén a lathato tiinetek alapjan viszonylag jol
diagnosztizalhat6. A virus ugyanakkor megfertdzheti a kifejlett méheket is, €s bar klinikai

tiinetet nem okoz benniik, a fertézés ily modon fennmarad a méhcsaladon beliil. A virus
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altalanosan elterjedt, de massziv fertézést csak ritkan okoz, mert a fiasitast gondozo dolgozd
méhek észreveszik az elpusztult larvakat, és eltavolitjdk azokat a 1épbdl. Ez meggatolja a
virus gyors terjedését (Bailey and Fernando, 1972). Jarvanyos méretli fertdzéssel akkor kell
szamolni, ha a gylijtd méhek szama jelentdsen lecsokken (pl. a hordasi idészak kezdetén),
vagy ha a taplalékforrasok sziikosek. Az SBV altal okozott kar a fiasitasban foleg kés6 6sszel
jelentkezik, és karokozasa olyan csalddokban jelentdsebb, amelyek fertoézottek Varroa
destructor atkaval is. Az atka képes a virus atvitelére egyik méhrél a masikra (Ball, 1989). A
koltéstomlosodés tiineteit és a betegség virusos jellegét eloszor White irta le 1917-ben, de

Bailey és munkatarsai csak 1964-ben izolaltak a virust (Bailey ef al., 1964).

2.3.4.6. Kashmir méhvirus (Kashmir bee virus, KBV)

Az eredeti torzset az Apis ceranabol mutattak ki Indidban, de szerologiailag rokon virust
talaltak Ausztrdliaban, Kanadaban, az Egyesiilt Allamokban és Spanyolorszagban is (Bailey
és mtsai., 1979). Ujabb vizsgalatok mutattak ra, hogy szeroldgiailag és genomjat tekintve

annyira kozel all az ABPV-hez, hogy tulajdonképpen nem is tekinthetd 6nallo virusnak.

2.3.4.7. Izraeli heveny méhbénulds virus (Israeli acute bee paralysis virus, JAPV)

A virust 2007-ben irtak le (Cox-Foster et al., 2007), és Osszefiiggésbe hoztak az Amerikai
Egyesiilt Allamokban nagyaranya méhpusztulast és nagy gazdasagi karokat okozo
csaladosszeomlas korképpel (Colony Colapse Disease, CCD). A virust Eurdpaban is
kimutattak Franciaorszagban (Blanchard et al., 2008). Hivatalosan rendszertanilag még nem
besorolt virus, az ABPV-hez vald nagyfoku morfoldgiai és genomszerkezeti hasonlosaga

miatt nagy valdszintiséggel szintén a Cripavirus nemzetségbe tartozik.
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3. Sajat vizsgalatok

3.1. Anyag és modszer

3.1.1. A Magyarorszagon el6fordulé virusfert6zések monitoring vizsgalata

3.1.1.1. Az altalunk vizsgalt virusok

Vizsgalataink soran 7 méhvirus jelenlétének kimutatdsara irdnyuld vizsgalatokat végeztiink
két periodusban. Az els6 vizsgalat soran az 1999-2004-ig terjedd iddszakban a heveny
méhbénulas virus (ABPV), a fekete anyabolesd virus (BQCV), az idiilt méhbénulas virus
(CBPV), a deformalt szarny virus (DWYV), a koltéstomldsodés virus (SBV) és a Kashmir
méhvirus (KBV) jelenlétét vizsgaltuk. A masodik felmérés soran 2007-ben a fenti virusok
mellett az izraeli heveny méhbénulas virus (IAPV) jelenlétét is megvizsgaltuk, mert ebben az
idészakban az Egyesiilt Allamokban nagy karokat okozo méhpusztulasért ezt a virust tartottak

feleldsnek, €s felmeriilt annak lehetdsége, hogy Eurdpaban is megjelent az emlitett virus.

3.1.1.2. Mintafeldolgozas

A vizsgalatot az 1999-2004 kozotti idoszakban 52, és a 2007-es év soran gyijtott 72 méhészet
(minden megyébdl négy-négy) méhmintdnak a virusfertdzottségre iranyuld vizsgéalataval
végeztiik el. Dérzsmozsarban 50 kifejlett méhet homogenizaltuk és 10ml PBS-ben (phosphate
buffered saline, foszfatsokkal pufferolt fizioldgids konyhasé-oldat) szuszpendaltuk. A
homogenizatumokat 10 percig 1500xg gyorsulassal centrifugaltuk a  durvabb
szovettormelékek eltdvolitasa céljabol, majd a feliiltszot 12000xg gyorsuldssal ismételten
centrifugaltuk 15 percig, hogy a kis méretli szennyezd anyagokat (baktériumokat,

sejttormeléket) is kitisztitsuk a mintabol.

3.1.1.3. RNS tisztitas, reverz transzkripcio és polimeraz lancreakcid

A minta feldolgozasa soran nyert tiszta feliiliszobdl a viralis RNS-t QIAamp viral RNA mini
kit (Qiagen, Németorszag) segitségével izolaltuk, kovetve a gyartd utasitasait. A reverz
transzkripcidt és a polimeraz lancreakcidt (RT-PCR) egy reakcioelegyben, QIAgen One Step
RT-PCR Kit (Qiagen, Németorszag) segitségével végeztik.
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Az altalunk vizsgalt 7 méhvirus mindegyikére kiilon primerpart hasznaltunk. Az RT-PCR
soran vagy a mas szerzOk altal leirt, vagy a kutatocsoportunk altal korabban kifejlesztett
primereket hasznéltuk, hogy vizsgalatunk eredményei 6sszehasonlithatoak legyenek kiilfoldi
csoportok hasonld vizsgalataival, illetve sajat korabbi eredményeinkkel. Igy szerettiik volna
elkeriilni, hogy az egyes méhvirusok eléforduldsi gyakorisagaval kapcsolatos eredmények

kiilonbozdségeinek hatterében ne az egyes alkalmazott PCR modszerek kozti érzékenységek

alljanak. Az amplifikacid6 soran hasznalt oligonukleotidokkal kapcsolatos, részletes
informdaciokat az 2. tdblazat tartalmazza.
2. tablazat: Az RT-PCR vizsgalatokban hasznalt oligonukleotid primerek jellemzdi.
A A
Génbanki nukleotidok termék
Virus iktatasi Primer Primer szekvencia (5°-3’) genomban hossza
szam elfoglalt
. (bp)
pozicidja
ABPV | AF126050 ABPVIf CATATTGGCGAGCCACTATG 8107-8126 498
ABPV2r CCACTTCCACACAACTATCG 8585-8604
BQCV | AF183905 | BQCV2144f GAGAGCTGCAGAACAAGAG 2144-2163
BQCV2726r TCACGTGTCAAGGCTTCATC 2726-2707 583
BQCV | AF183905 BQCV3f AGTAGTTGCGATCTACTTCC 2559-2578 472
BQCV4r CTTAGTCTTACTCGCCACTT 3011-3030
CBPV | AF375659 CBPVIf AGTTGTCATGGTTAACAGGATACGAG 23-48 455
CBPV2r TCTAATCTTAGCACGAAAGCCGAG 454-477
CBPV | AF375659 | CBPVI1I11f TGTCGAACTGAGGTTCTTAC 111-130 316
CBPV426r GACCTGATTAACGACGTTAG 407-426
DWV | AY292384 | DWV3994f CGTTACTACGGATAAGGATA 3994-4013 548
DWV4541r GCATACCATCTCCAATACTA 4541-4522
DWV | AY292384 | DWV2345f ATTGTGCCAGATTGGACTAC 2345-2364 435
DWV2779r AGATGCAATGGAGGATACAG 2760-2779
SBV AF022924 SBVI1f ACCAACCGATTCCTCAGTAG 221-240 469
SBV2r CCTTGGAACTCTGCTGTGTA 670-689
KBV AY275710 | KBV5706f GATGAACGTCGACCTATTGA 5406-5425 395
KBVS5800r TGTGGGTTGGCTATGAGTCA 5781-5800
IAPV | EF219380 | IAPV3042f ATTGAGAGTTGCCAAGGAGT 3042-3061 758
IAPV3799r GTCTGTGCTTCGATCACAAT 3799-3780
IAPV | EF219380 | IAPV7866f GTACCATTGGCTTATGATCC 7866-7885 575
IAPV8440r CCATAGATTCCAGCAGTCTT 8440-8421

Az 1999-t61 2004-ig terjedd idészakban torténd felmérés soran az ABPV, BQCV, CBPV,
DWYV, SBV és a KBV kimutatasara a kutatdcsoportunk altal tervezett primer parokat
hasznaltuk. A tervezés alapjaul szolgald szekvenciak a National Center for Biotechnology

Information génbankjanak honlapjan (NCBI,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html) =~ megtalalhaté  teljes  genomokbol

szarmaztak. A tervezéshez az SE-Central (Scientific & Educational Software) primertervezd

programot hasznaltuk. A 2007-es év soran a CBPV kimutatdsra a Ribiere altal leirt primer
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part haszndltuk (Ribiere ef al., 2002), melyet a génbankban talalhatd részleges CBPV
szekvencia alapjan terveztek. Az IAPV kimutatdsara két, a kutatdcsoportunk altal tervezett
primer part is haszndltunk. Az oligonukleotidokat a Mezdgazdasagi és Biotechnoldgiai

Kutatokoézpont (Godolld) szintetizalta.

A PCR reakcidkeverék 10ul Sxreakcio puffert, 2ul dezoxinukleozid trifoszfat mixet (ANTP),

50pmol genomikus és komplementer primert, 2ul enzimet (Sensiscript és Omniscript reverz

kTM

transzkriptazt és HotStarTaq DNS polimerazt), 40U RiboLoc RN4z inhibitort (Fermentas,

Vilnius, Lithuania), Sul templat RNS-t és a reakcioelegyet 50pl-re kiegészitd mennyiségl
desztillalt vizet tartalmazott. Az Gsszeallitott reakcidkeveréket DNS-sokszorozd késziilékbe
(MJ Research Mini Cycler, MJ Research Inc., Watertown, Massachusetts, USA) helyeztiik. A
PCR keveréket az alabbi hdprogramnak vetettiik ala:

reverz transzkripcio 50°C 30 perc

reverz transzkriptaz inaktivalasa, polimeraz aktivalasa 95°C 15 perc
denaturacio 94°C 45 masodperc

primer kotodés 55°C 45 masodperc >~ 40x ismételve

szalépités 72°C 1 perc

elongacidé 72°C 10 perc

NNk Wb -

4°C végtelen

3.1.1.4. Gél-elektroforézis

Az RT-PCR reakciot kovetden, a terméket 2%-os Tris-acetat-EDTA agardz gélben (0,5ug/ml
ethidium-bromid jelenlétében) elektroforetizaltuk (OmniPur, Darmstadt, Németorszag), az
alabbiak szerint: Sul terméket 1pl 6xLoading Buffer-rel (Fermentas, Vilnius, Livania)
elkevertiink és a gél zsebébe mértiink, majd 8V/gélem fesziiltség mellett 40 percig futtattuk. A
termékeket UV fényben 312nm-en tettiik 1athatoéva és pozicidjukat Kodak DS Electrophoresis
Documentation and Analysis System segitségével lefényképeztiik, Kodak Digital Science ID
szoftvert hasznalva. A termékek méretét 100bp DNS Iétra segitségével hatarozzuk meg
(GeneRuler™ 100bp DNA Ladder, Fermentas, Vilnus, Litvania). Az egyes reakciok, ill.
termékek ellendrzéséhez az alabbi kontrollokat hasznaltuk. Negativ kontrollként RNS mentes
reakcidelegy szolgalt. A pozitiv kontrollt az ABPV, BQCV, CBPV, DWV ¢és SBV esetén egy

— a korabbi kisérletekben pozitivnak mindsitett, szekvencia-analizissel genetikailag is igazolt
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— biztosan pozitiv szuszpenziot tartalmazo elegy képezte. Az IAPV esetén egy Izraelbdl
szarmazo, plazmidba klonozott IAPV szekvenciat hasznaltunk, melyet Prof. I. Sela (The
Hebrew University of Jerusalem, Faculty of Agricultural, Food and Environmental Quality

Sciences, Rehovot 76100, Israel) bocsatott a rendelkezésiinkre.

3.1.2. Fekete anyabdlcso virus (BQCYV) genotipusok genetikai vizsgalata és filogenetikai
Osszehasonlitasa

3.1.2.1. Mintafeldolgozas

A mintak harom eurdpai orszagbdl szarmaztak: Magyarorszagrol, Lengyelorszagbdl és
Ausztriabol. A Magyarorszagrol szdrmazo mintak (larvak, elébabok, babok és kifejlett
méhek) és az Ausztriabdl szarmazo mintak (kifejlett méhek) olyan méhészetekbdl szarmaztak,
ahol nem volt tapasztalhatdo a virusfert6zés tiinete. A Lengyelorszagbdl szarmazod mintak
olyan anyalarvak, el6babok, és babok voltak, melyek a virusfert6zés jellemzo tiineteit
mutattak (elpusztult anyalarva, elsotétedett falu anyabélcsd). Az anyalarvak, babok és
elébabok kiilon-kiilon egyesével keriiltek feldolgozasra, mig a kifejlett méhek esetén 50
méhegyedet homogenizaltunk egyszerre. A homogenizalas a 3.1.1.2. fejezetben leirtaknak

megfelelden tortént.

3.1.2.2. RNS tisztitas, reverz transzkripcio €s polimerdz lancreakcio

A minta feldolgozdsa soran nyert tiszta feliiliszobol a virdlis RNS-t a 3.1.1.3. fejezetben

leirtak alapjan izolaltuk.

Két oligonukleotid primerpart terveztiink a génbankban elhelyezett teljes BQCV genom
alapjan (akcesszids szam: AF183905). Az egyik primer par a szerkezeti fehérjéket kddold
génszakasz egy teriiletére, a masik primer par a nem szerkezeti fehérjéket (feltételezhetéen a
helikdz enzimet) kodold génszakasz egy teriiletére tapadt. Tovabbi primerparokat is
terveztiink, hogy néhany kivalasztott genotipus csaknem teljes szekvenciajat meghatarozzuk.
A primerek tervezését a 3.1.1.3. fejezetben leirtak alapjan végeztiik. Az oligonukleotid
primerparok szekvenciai, elhelyezddése a genomon és a keletkezett termék mérete a 3. és a 4.

tablazatban 6sszefoglalva szerepel.
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3. tablazat: A BQCV genom szerkezeti fehérjéket kddold teriiletére és a helikdz enzimet

kddolo teriiletére tapado oligonukleotid primerek jellemzoi.

A termék
Teriilet Primer Primer szekvencia (5°-3°) Pozicio hossza
b
Helikaz BQCV2144+ TGA GAG CTG CAG AAC AAG AG 2144-2163 (R
BQCV2726- TCA CGT GTC AAG GCT TCA TC 2726-2707 583 bp
Szerkezeti fehérje BQCV6540+ TGA GAG CTG CAG AAC AAG AG 6540-6559 514 bp
BQCV7053- TCC ATG GCG ACA GTT ACA TC 7053-7034
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4. tablazat: A BQCV teljes genomszekvencidjanak meghatarozasahoz hasznalt oligonukleotid primerek

jellemzoi.
Primer kod Primer szekvencia (5’ - 3°) Pozicié A termék
hossza (bp)
BQ29 + CTA TAC GCG CTT GGT TGT 29-46 1807
BQ 1835- | TCC GCT AAC GTG GAC TCT GT | 1835-1816
BQ 1645 + ATA GGC ACG TGG TTG ACT 1645-1664 1082
BQ2726- | TCA CGT GTC AAG GCT TCA TC | 2726-2707
BQ 2144 + TGA GAG CTG CAG AAC AAG | 2144-2163 1033
BQ3716- | CTA GAT TCC ACG CGC ACA GT | 3176-3157
BQ 3016 + GCG AGT AAG GCC AAG GTT 3016-3035 1549
BQ4564 - | CCG CCT CTA TGC ATT CCT GT | 4564-4545
BQ 4429 + | GAT ACC TCT TGC GGT TAT CC | 4429-4448 1510
BQ5938- | CGG TCC ATC TTC AAG CAC TA | 5938-5919
BQ 5744 + CTC CAA GAT CGG TGG ATA 5744-5763 1730
BQ 7473 - | TCG TCG CCA GCA TTG ACT TC | 7473-7454
BQ 7353 + | CCA AGT ACG CTC ATG CTA GT | 7353-7372 1140
BQ 8492 - TCA TGA GAA GAA CCG AGA 8492-8473
BQ29 + CTA TAC GCG CTT GGT TGT 29-46 9975
BQ 2303 - GCC ATG TGT AAC GGA TAA 2303-2284
BQ 2298 + CAT GGC GTC GAT AGA AGA | 2298-2317 989
BQ 3286 - TCGTTGTAACAGCCGTAAGC 3286-3267
BQ 7405 + GTT GAA GGC GAC TAA TAC 7405-7424 1088
BQ 8492 - TCA TGA GAA GAA CCG AGA 8492-8473
BQ 510 + TGC TAC TGC GGT AGT GGA 510-527
BQ 1062 + | CGT GGA CAC CTC TAT TGG TA | 1062-1081
BQ506+ | ACT CTG CTA CTG CGG TAG CG | 506-525 Szekvenald
BQ 1834 - CCG CTA ATG TGG ATT CTG 1834-1817 | primerek
BQ276 + | GTA GCC TGT ACT ACC TGA AG | 276-295
BQ 951 + GGT TGA CCG AAT GTA CCA 951-968

A reverz transzkripciot €s a polimeraz lancreakciot a 3.1.1.3. fejezetben leirtak alapjan
végeztik.

A genom csaknem teljes szakaszat lefedd PCR esetében magyarorszagi €s ausztriai mintak
egyes genomteriileteinek amplifikdlasa soran a fenti protokollt az alabbiak szerint
modositottuk:

Az els6 primer par esetében a hosszi termék miatt a lancépités fazisat 2 perc 30 masodpercre
noveltik (BQ29+ és BQ1835-).

Az 5. primer parral végzett PCR programban a primer tapadasi idejét noveltiik 1 perc 30

masodpercre (BQ4429+ és BQ5938-).
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3.1.2.3. Gél-elektroforézis

Az RT-PCR reakciot kovetden, a termékek gél-elektroforézisét a 3.1.1.4. fejezetben leirtak
alapjan végeztiik azzal a kiilonbséggel, hogy a genom csaknem teljes szakaszat lefedd PCR
esetében az 1000bp-nal nagyobb PCR termékek méretét GeneRuler™ 1kb DNA Ladder

(Fermentas, Vilnus, Lithuania) segitségével ellendriztiik.

3.1.2.4. Nukleotid szekvenalas és szekvenciaanalizis

A magyarorszagi, lengyelorszagi és ausztriai virusok genomjardl szarmazod sokszorositott
PCR termékeket 0,8%-0s Standard Low,,, Agarose Gélben (Bio-Rad, Richmond, CA, USA)
5V/gélcm sebességgel, 2 oran keresztiil elektroforetizaltuk, UV fény alatt rovid megvilagitas
QIAquick Gel Extraction Kit segitségével (QIAgen, Germany) kivontuk a megsokszorozott
DNS termékeket, melyek nukleotidsorrendjét a Mezdgazdasagi és Biotechnologiai
Kutatékdzpontban (Godolld) és a Magyar Tudomanyos Akadémia Szegedi Biologiai
Kutatéintézetben ABI  Prism 310 automata szekvenald rendszer segitségével
meghataroztattunk. A szekvenalas az RT-PCR soran korabban hasznalt primerekkel, illetve
szekvenald primerek segitségével tortént minden esetben kétszer, az esetlegesen kétes
nukleotidok ellendérzése érdekében. Az igy kapott nukleotid szekvencidkat BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool, NCBI) programmal azonositottuk, majd a BioEdit 4.7.8
Software ¢és az Align Plus (Scientific and Educational Software) programok segitségével
kijavitottuk, és Osszehasonlitottuk Oket a génbanki szekvencidkkal és egymassal. A
filogenetikai analiziseket a Phylogeny Inference Program Package (PHYLIP, version 3.6b,
Felsenstein, 2004) programcsomag segitségével hajtottuk végre. A bootstrap értékeket 1000
Iéptékkel a SEQBOOT programmal allapitottuk meg, a tavolsagi matrix analizist pedig a
DNADIST/Neighbor-Joining és Fitch programok segitségével végeztiik. A filogenetikai fakat
a TreeView (Win32, version 1.6.6.) program segitségével rajzoltuk meg. A genom csaknem
teljes hosszaban megszekvenalt néhany BQCV genotipus kiilonb6z0 génteriileteinek a
hasonlosagaban talalhato kiilonbségeket a SimPlot (version 3.5.1., Ray, 2003) program

segitségével szemléltettiik a 2-paraméteres (Kimura) tavolsag modelljét hasznalva.
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3.1.2.5. Nukleotid szekvenciak akcesszids szamai

A BQCV amplikonok szekvencidit elhelyeztiik a nemzetkozi génbankban, akcesszids szdmuk:

EF517501 - EF517522.

3.1.3. A Nosema ceranae els6 magyarorszagi kimutatasa és el6fordulasi gyakorisaganak
vizsgalata

3.1.3.1. Mintafeldolgozas

2006 ¢és 2007 soran 38 méhmintat gy(jtottiink kiillonb6zd magyarorszagi méhészetekbol,
minden megyébdl legalabb egyet. Ezek olyan csalddokbdl szadrmaztak, amelyekbdl mas
méheket a MezOgazdasagi Szakigazgatdsi Hivatal (MgSzH) Parazitologiai, Hal- és
Méhbetegségek Laboratoriuma korabban fénymikroszkoppal megvizsgalt, és a Nosema
sporak jelenléte alapjan pozitivnak talalt, de a korokozé fajmeghatarozasa nem tortént meg.
Dorzsmozsarban 30 kifejlett méhegyedet homogenizaltunk 10ml PBS-ben szuszpendaltunk,

¢s a szuszpenzidt hasznaltuk a késdbbi vizsgalatokra.

3.1.3.2. DNS tisztitas és polimeraz lancreakcio

A homogenizalt méheket eloszor lysis pufferba (20mg/ml lysosime, 20mM Tris-HCI [pH §],
2mM EDTA, 1,2% Triton) helyeztiik. majd a DNS-t QIAamp viral DNA Mini kit (Qiagen,
Németorszag) segitségével izolaltuk, kovetve a gyartd utasitasait. Oligonukleotid
primerparokat terveztiink a Nosema genomjanak LSUrRNS koédold génszakaszara olyan
modon, hogy a primerek mind a Nosema apis, mind a Nosema ceranae genomjara tapadjanak.
A primerek tervezésének alapjaul a génbankban talalhatd N. apis és N. ceranae szekvenciakat
hasznaltuk (iktatasi szamok: DQO078785 and U97150). Az oligonukleotid primer parok
szekvenciai, elhelyez6dése a genomon ¢és a keletkezett termék mérete az 5. tablazatban

lathato.
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5. tablazat: A PCR vizsgalatokban hasznalt oligonukleotid primerek jellemzdi, melyek a

melyek a Nosema fajok LSUrRNS kodol6 teriiletére tapadnak.

Primer Primer szekvencia (5" - 3°) Pozicio A ternzle)l;)hossza
Nos2990-+- TGGAGCAACGAGATTCCT 2990-3009 (N. ceranae)
AC 3319-3338 (N. apis) 437 (N. ceranae)
Nos3426- GCCTGCTACAAGCCAGTTA | 3426-3407 (N. ceranae) 433 (N. apis)
T 3751-3732 (N. apis)

A PCR reakcidkeverék Sul 10xreakcié puffert, Sul dezoxinukleozid trifoszfat mixet (ANTP),
0,3pl enzimet (Taq DNS polimerazt), 3ul MgCl,-t (Fermentas, Vilnius, Lithuania), 50pmol
genomikus és komplementer primert, 2ul templat DNS-t és a reakcioelegyet 50ul-re
kiegészitd mennyiségli desztillalt vizet tartalmazott. Az Gsszeéllitott reakciokeveréket PCR
késziilékbe (MJ RESEARCH Mini Cycler, MJ Research Inc., Watertown, Massachusetts,
USA) helyeztiik. A PCR keveréket az aldbbi hdprogramnak vetettiik ala:

1. 95°C 10 perc

2. 94°C 2 perc

3. 49°C 1 perc 40x ismételve
4. 72°C 1 perc

5. 72°C 10 perc

6. 4°C végtelen

3.1.3.3. Gél-elektroforézis

Az PCR reakciot kovetden, a termékek gél-elektroforézisét a 3.1.1.4. fejezetben leirtak

alapjan végeztik.

3.1.3.4. RFLP analizis €s nukleotid szekvenalas

A két Nosema faj elkiilonitésére gyors, restrikcidos enzimmel torténd emésztéses eljarast
(Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP) alkalmaztunk. Az Ms/l restrikcios
endonukledz a N. ceranae genomjardl késziilt amplikont elvagja a CACTA|GTATG
szekvencianal egy 175 és egy 262bp hosszu DNS szakaszra. A N. apis amplikonjat nem vagja
el mivel az adott DNS szakaszon a genom szekvencigja eltér (CACTAGTATA), igy a
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keletkezett PCR termék megmarad eredeti hosszisagaban. Az 1. és a 2. abra a PCR és a

restrikcids endonukledzos emésztés soran zajlo folyamatot szemlélteti.

Nasemda apis

ITS

5 — SSUrRNA |l| LSU rRNA }— 3
PCRl

33193751
433 hp

BIs11 resiriction emymel

—
433 hp

1. abra: A PCR ¢és RFLP vizsgalatok sematikus abrazolasa a N. apis esetén. Az Msll

enzim nem vagja el a PCR soran keletkezett terméket (sarga hasab).

Nasemua ceranae

ITS

5 — SSUrRNA |l| LSUrRNA |— 3
PCRl

—
20003415
437 bp

Mz resiriction enz}"mel

4

175 hp 262 hp

2. abra: A PCR és RFLP vizsgalatok sematikus abrazolasa a N. ceranae esetén. Az Msll
enzim elvagja a PCR soran keletkezett 437 bp hosszusagu terméket egy 175bp és egy 262bp

hossziasagi DNS szakaszra.
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Az restrikcids enzimmel torténd emésztés soran 6pl PCR terméket 15U Ms/I enzimmel 2 6ran
at 37°C-on kezeltiink. A keletkezett eredményt agardz-gélben ellendriztiik a kordbban leirtak

alapjan.

A PCR termékek szekvencigjat a 3.1.2.4. fejezetben leirtaknak megfeleléen meghataroztuk
annak érdekében, hogy kizarjuk az esetleges mutermékek jelenlétét, és ellendrizhessiik, hogy

az altalunk talalt szakaszok valoban a keresett két Nosema faj genomjarol masolddtak-e.
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3.2. Eredmények

3.2.1. A Magyarorszagon eléforduld virusfert6zések monitoring vizsgalata

3.2.1.1. A PCR termékek elektroforézise

Kutatocsoportunk elészor az 1999 és 2004 kozotti iddszakban végzett virusfertdzottségre
iranyuld6 monitoring vizsgalatot (Forgach et al., 2007), melynek soran 52 méhészetbdl
vizsgaltunk méhmintdkat. A 2007-es évben szintén végeztiink monitoring vizsgalatot, ennek
soran 72 méhmintat vizsgaltunk meg az orszdg egész teriiletérél (minden megyébdl 4-4
mintat). Az izolalt virus RNS-eknek megfeleld primerekkel végzett RT-PCR reakcio termékei
a virus genom alapjan szamithatd6 amplikonokkal megfeleld egyezést mutattak. Az ABPV
esetén 498nt hosszi, a BQCV esetén 472nt és 583nt hossz, a CBPV esetén 316nt és 455nt
hosszti, a DWV esetén 435nt és 548nt hosszu és az SBV esetén 469nt hosszii terméket
kaptunk. A KBV esetén a 1999-2004-es vizsgalatban illetve az IAPV esetén 2007-ben nem

talaltunk pozitiv mintat.

3.2.1.2. Az adatok §sszegzése

3.2.1.2.1. A virusok eldfordulasa az 1999-2004-ig terjedd idoszakban

A felmérés soran az 1999-2004 terjedd iddszakban négy, Magyarorszagon eléfordulo
méhvirus jelenlétét sikeriilt kimutatni, €s elterjedtségiiket feltérképezni. Ez a négy korabban is
emlitett és részletezett virus a heveny méhbénulas virus, a fekete anyabélcsd virus, a
deformalt szarny virus és a koltéstomlosodés virus. Ekkor még nem sikeriilt kimutatni a
kronikus méhbénulds virus jelenlétét. A vizsgdlat kimutatta, hogy a magyarorszagi
méhészetekben a legelterjedtebb virus a deformalt szarny virus (a méhészetek 72%-ban jelen
volt), a masodik a fekete anyabolcsd virus (méhészetek 54%-ban volt jelen), a harmadik az
akut méhbénulds virus (37%-ban volt jelen), és igen kis ardnyban volt jelen a
koltéstomlosodés virus, a vizsgalt méhészetek 2%-aban (6. tablazat). Vizsgaltuk azt is, hogy
egy csalad egyszerre hany virussal volt fert6zott. A vizsgalt csaladok 37%-aban csak egy
virus volt jelen a vizsgalat idépontjaban. A csaladok 46%-aban két virus, és 11%-aban harom

virus egyidejli jelenléte volt kimutathatd (Forgéch et al., 2007).
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A vizsgalat kiterjedt az azsiai nagy méhatka virusfertézottségének kimutatasara is. Az

atkakban DWYV és ABPYV virusokat lehetett kimutatni.

3.2.1.2.2. A virusok eldfordulasa 2007-ben

A 2007-ben vizsgalt 72 méhmintaban a legnagyobb aranyban a heveny méhbénulas virus
fordult eld, jelenléte 70,8%-0s volt. A masodik a koltéstomlosodés virus volt 62%-al, a
harmadik a deformalt szarny virus 48,6%-al, a negyedik a fekete anyabolcsd virus 40%-al.
Ebben a vizsgélatsorozatban mar ki tudtuk mutatni az idiilt méhbénulés virust is a csaladok
5,5%-aban. Ezeket az adatokat Osszehasonlitva a korabbi felmérés eredményeivel azt
lathatjuk, hogy jelentdsen megvaltozott a legtobb virus eldforduldsi ardnya. Az adatokat a 6.

tablazat tartalmazza.

6. tablazat: A virusok eléfordulasi aranya az 1999-2004 kozott illetve 2007-ben.

A virus neve Az eléfordulas aranya
1999-2004-ben | 2007-ben
Deformalt szarny virus (DWV) 72% 48,6%
Fekete anyabolcsd virus (BQCV) 54% 40%
Heveny méhbénulés virus (ABPV) 37% 70,8%
Koltéstomlésodes virus (SBV) 2% 62%
Idiilt méhbénulas virus (CBPV) 0% 5,5%
Kasmir méhvirus (KBV) 0% -
Izraeli heveny méhbénulés virus (IAPV) - 0%

A 2007-es év soran nem talaltunk virusfertdzést a méhészetek 6,9%-aban. Csak egy virust
talaltunk a megvizsgalt mintak 16,6%-aban, kett6t a mintak 30,5%-aban. Harom virus
szimultan fertézése volt kimutathaté a mintak 34,7%-aban, négy virus a mintak 9,7%-aban, ¢s
5 virus a mintdk 1,4%-aban. A 3. dbra foglalja 6ssze a szimultdn virusfert6zések aranyanak

valtozasat az 1999-2004 idészakhoz viszonyitva.
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3. abra: A szimultan virusfertézések aranya az 1999-2004 id6szakban Gsszehasonlitva a

2007-es év eredményeivel.

Szimultan fert6zések el6fordulasi aranya
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3.2.2. Fekete anyabolcs6 virus (BQCYV) genotipusok genetikai vizsgalata és filogenetikai
osszehasonlitasa

3.2.2.1. Filogenetikai 6sszehasonlitas

A vizsgalat soran 5 ausztriai, 10 magyarorszagi ¢s 7 lengyelorszagi mintan végeztink PCR
vizsgalatot a virus két kiilonb6z6 genomteriiletén (a helikaz enzimet kédolo teriileten a 2144.
nt és a 2726. nt kozott, illetve a szerkezeti fehérjéket kodolo teriileten a 6540. nt és a 7053. nt
kozott). A nukleotid szekvencidkat meghataroztuk, és Osszehasonlitottuk egymassal. A
helikdz enzimet kodolo teriileten a kozép-eurdpai genotipusok 82-90%-os hasonlosagot
mutattak a dél-afrikai referencia szekvencidval. A magyarorszagi és az ausztriai mintak
jobban hasonlitottak egymasra (94-99%), mint a lengyelorszagi genotipusokra (81-96%). A
Poland4, Poland5 ¢és Poland6 névvel jelolt lengyelorszdgi mintdk nagymértékben
hasonlitottak egymasra (98-99% hasonldséag), és jobban hasonlitottak a dél-afrikai referencia

szekvenciara, mint a tobbi kozép-eurdpai genotipusra (a hasonlosdg a dél-afrikai

34



szekvencidhoz 90% volt, mig a tobbi kozép-eurdpai mintahoz 81-83% volt). A szerkezeti
fehérjéket kodold teriileten altalanossagban magasabb volt a hasonldsagi arany (91-94%)
mind a kozép-eurdpai szekvenciakat, mind a dél-afrikai referencia szekvenciat tekintve. Ezen
a teriileten hasonléan a helikdz enzimet kodold szakaszhoz, a magyarorszagi és az ausztriai
genotipusok jobban hasonlitottak egymasra (97-99%), mint a lengyelorszagi genotipusokra
(93-96%). Egy genotipus, a Poland4 nevii minta eltérést mutatott; 89-91%-ban hasonlitott a
tobbi lengyelorszagi ausztriai ¢€s magyarorszagi mintara, és 91%-ban a referencia

szekvenciara. A hasonldsagi aranyokat a 7. és 8. tablazat tartalmazza.

7. tablazat: A hasonldsagi aranyok (%) a vizsgalt kdzép-europai genotipusok és a dél-afrikai

referencia szekvencia kozott a helikaz enzimet kodolo teriileten.

Ausztriai Magyarorszagi | Lengyelorszagi Dél-Afrikai
genotipusok genotipusok genotipusok (ref.) genotipus
Nukleinsav
95-99
AUS’Z‘[I‘lal 94-99 82-95 82-83
genotipusok
98-100
95-99
Magyayorszagl 97-100 81-96 82-84
genotipusok
97-100
82-100
Lengye,lorszagl 93-98 92-98 83-90
genotipusok
91-100
Del—Afrlk’al 94 93-95 93-99
(ref.) genotipus
Aminosav
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8. tablazat: A hasonldsagi aranyok (%) a vizsgalt kozép-eurdpai genotipusok és a dél-afrikai

referencia szekvencia kozott a szerkezeti fehérjéket kodold teriileten.

Ausztriai Magyarorszagi Lengelorszagi Dél-Afrikai
genotipusok genotipusok genotipusok (ref.) genotipus
Nukleinsav
96-100
Ausztriai
; 96-99 89-96 92-93
genotipusok
99-100
96-99
Magyayorszagl 98-100 89-96 91-93
genotipusok
97-100
89-99
Lengye}orszagl 98-100 97-100 91-94
genotipusok
98-100
Del—Afrlk’al 99-100 98-100 99-100
(ref.) genotipus
Aminosav

A kapott nukleotid szekvenciakat leforditottuk aminosavakra is, a helikdz enzimet kodolo
szakaszon 186, a szerkezeti fehérjéket kdodold szakaszon 132 aminosavat kaptunk. Az
aminosav szekvencidkat is Osszehasonlitottuk egymassal is és a referencia dél-afrikai
szekvenciaval is. A helikdz enzimet kdédold szakaszon 91-100%, a szerkezeti fehérjéket

kddold szakaszon 97-100% volt a hasonldsag a vizsgalt mintak kozott.

Filogenetikai vizsgalatot végeztiink a genom két kiilonbz0 teriileteirdl szarmazé szekvenciak
alapjan. A torzsfa, mely a helikdz enzimet kodolo teriilet alapjan készitettiink, harom
kiilonallé csoportot mutatott. A magyarorszagi, az ausztriai, és a Poland,1 Poland2, Poland3,
Poland7 nevli lengyelorszagi genotipusok egy csoportot képeztek. Kiilonalld csoportot
képeztek a Poland4, Poland5 és a Poland6 nevii lengyelorszagi genotipusok. Illetve egy
kiilonallé harmadik csoportot képezett a dél-afrikai referencia szekvencia. Erdekes, hogy a
harom kiilonalld lengyelorszagi minta kozelebb helyezkedett a dél-afrikai virushoz, mint a
tobbi kozép-eurdpai genotipusokhoz. A 4. abran a baloldali térzsfa szemlélteti a helikaz

enzimet kodolo teriilet szekvenciai alapjan felallitott torzsfat.

Elkészitettiik a torzsfat a szerkezeti fehérjéket kodolo teriilet szekvenciai alapjan is. Ez a

torzsfa kicsit mas képet mutatott, mint amit a helikdz enzimet kdédolo teriilet alapjan
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készitettiink. A kozép-eurdpai genotipusok egy nagy csoportot alkottak, és ezen beliil
elkiilontlt két kilon csoport. Az egyik az ausztriai €s a magyarorszagi genotipusokat
tartalmazta, a masik pedig egy kozos lengyelorszagi csoportot. A magyarorszagi-ausztriai
csoporton beliill szintén két csoportot lehetett elkiiloniteni. Az egyikbe négy ausztriai
genotipus tartozott két magyarorszagi genotipussal. A masikba pedig a magyarorszagi
genotipusok tartoztak, és ebbe a csoportba sorolodott még egy ausztriai minta is. Ezen a
torzsfan a Poland5 és a Poland6 nevili mintak a tobbi lengyelorszagi genotipus altal alkotott
csoportba tartoztak. A Poland4 genotipus ezen a fan teljesen kiilon helyezkedett el, egyenld
mértékl tavolsdgra mind a kozép-eurdpai virusoktél mind pedig a dél-afrikai referencia
genotipustol, ezaltal egy harmadik kiilonallo agat képezett a fanak. A szerkezeti fehérjéket

kédolo teriilet szekvenciai alapjan felallitott térzsfat a 4. abran a jobboldali torzsfa szemlélteti.

Austria2

Austria3

Hungary3
Hungary2
Hungary9
Hungary6
Hungary1

Hungary10
Hungary9
| Austria3
Hungary2
Hungary7 gar
Austrial
[ Austrial 92
100 Austria4
l Austriaa N
Austria5
Hungary8
gary Austria2
Hungary4
gary: Hungary5
Poland1
100 o Hungary10
Poland3
100
100 Poland2
96
Poland7
Austria5
gF;oIandS 88 b Poland6
Poland6
100 olan Poland5
o8 Poland4 Poland4
A 94
South-Africa South-Africa
0.1 0.01

4. abra: A fekete anyabolcsd virus genotipusok vizsgalata eredményeképpen készitett
filogenetikai torzsfak. A baloldali torzsfat a helikdz enzimet (ORF1) kodolo génszakasz
szekvenciai alapjan készitettiikk. A jobboldali torzsfat a szerkezeti fehérjéket (ORF2) kddold
génszakasz szekvenciai alapjan készitettilk. A szamok a bootsrap értékeket jelentik %-ban.
(Csak a 70%-nal nagyobb értékeket tlintettiik fel. A fekete vonal a genetikai tavolsadgot
jelképezi.)
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Elkészitettiik a filogenetikai torzsfakat az aminosav szekvenciak alapjan is. De mivel ezek a
szekvenciak tul rovidek voltak és igen nagymértékt volt a hasonldsag a mintak kozott, ezeket

a fakat nem mutatom be.

3.2.2.2. BQCV genotipusok genomjanak dsszehasonlitidsa

A BQCYV genotipusok filogenetikai vizsgalata alapjan harom lengyelorszagi minta (Poland4,
Poland5 és Poland6) egy kiilon csoportot képzett, amikor az ORF1 részleges szekvenciait
vizsgaltuk. Ugyanakkor az ORF2 részleges szekvenciai alapjan két lengyelorszagi genotipus
(Poland5 ¢s Poland6) a tobbi lengyelorszagi mintaval egy kozos csoportot alkotott, a Poland4
pedig teljesen kiilonallé genotipust képzett. Ez a jelenség magyarazhatd lenne egy esetleges
intramolekularis rekombinacidval a kiil6nb6z6 BQCV genotipusok kozott. A feltételezés
tisztazasa érdekében a Poland4, Poland5 és Poland6 genotipusok szekvencidit meghataroztuk
az 54. és a 8431. nukleotidok kozott a referenciaként szerepld dél-afrikai genotipus
génbankban elhelyezett teljes genom szekvencidja alapjan készitett primerek segitségével. Az
adott szakaszon a nukleotidsorrendet atfedd PCR termékekkel hatdroztuk meg. A teriilet
lefedi az 5’UTR részleges szekvenciajat, az ORF1, a két nyitott leolvasasi keret kozti
intergenikus teriilet, az ORF2 és a 3° oldali végsd szekvencia részleges teriiletét.
Megszekvenaltunk egy magyarorszagi genotipust (Hungary10) is, annak érdekében, hogy egy
kozép-eurdpai jellemz6 szekvencidhoz is tudjuk hasonlitani a lengyelorszagi genotipusokat.
Tovabba megszekvenaltunk egy ausztriai genotipust (Austria5) is az 59. és a 2255.
nukleotidok ko6zott, hogy az ORF1 valtozékonysagat megvizsgaljuk. A szekvencidkat
Osszehasonlitottuk, és a hasonldsagi aranyokat a SimPlot program segitségével szemléltettiik

(5-9. abra).
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5. abra: BQCV genotipusok hasonlosidgi mintazata. A Poland4, Poland5, Poland6 és
Hungaryl0 a referencia dél-afrikai genotipushoz viszonyitva. A nyilak a 100% hasonlésagot

mutatd teriileteket jelzik.
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6. abra: BQCV genotipusok hasonldsagi mintdzata. A dél-afrikai referencia genotipus, a
Poland5, Poland6 és HungarylO a Poland4 genotipushoz viszonyitva. A nyilak a 100%

hasonldsdgot mutato teriileteket jelzik.
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7. abra: BQCV genotipusok hasonldsagi mintdzata. A dél-afrikai referencia genotipus, a
Poland4, Poland6 ¢és Hungaryl0 a Poland5 genotipushoz viszonyitva. A nyilak a 100%

hasonldsdgot mutato teriileteket jelzik.
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8. abra: BQCV genotipusok hasonlosdgi mintazata. A dél-afrikai referencia genotipus, a
Poland4, Poland5 ¢és Hungaryl0 a Poland6 genotipushoz viszonyitva. A nyilak a 100%

hasonldsdgot mutato teriileteket jelzik.
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9. abra: BQCV genotipusok hasonldsdgi mintdzata. A dél-afrikai referencia genotipus, a

Poland4, Poland5 és Poland6 a HungarylO genotipushoz viszonyitva. A nyilak a 100%

hasonldsdgot mutato teriileteket jelzik.

A Poland5 ¢és a Poland6 nagy mértékben hasonlitottak egymasra (98%), kisebb mértékben a

Poland4-re (95%), és legkevésbé a HungarylO-re és a dél-afrikai referencia genotipusra

(89%). A Poland4 87%-ban hasonlitott a Hungary10-re, és 90%-ban a dél-afrikai genotipusra.

A magyarorszagi ¢és a dél-afrikai genotipus 86%-ban hasonlitottak egymasra. Azonban a

kiilonboz6 genomteriiletek vizsgalata soran érdekes hasonldsagi aranyokat lehetett felfedezni

a kiillonbozo genotipusok kozott. Az adatok a 9. és 10. tdblazatban vannak 6sszefoglalva.
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9. tablazat: A vizsgalt BQCV genotipusok hasonldsagi aranya (%) a teljes ORF1 szakaszon.

Dél-afrika Hungary 10 | Poland 4 | Poland 5 Poland 6
Dél-Afrika 82 88 87 87
Hungary 10 93 84 86 86
S
Poland 4 95 95 96 96 S
E
Poland 5 95 95 98 98 Z
Poland 6 94 96 98 99
Aminosav

10. tablazat: A vizsgalt BQCV genotipusok hasonldsagi aranya (%) a teljes ORF2 szakaszon.

Dél-afrika Hungary 10 | Poland4 | Poland 5 | Poland 6
Dél-Afrika 92 90 91 91
Hungary 10 97 90 922 922
S
Poland 4 96 96 93 92 S
=
Poland 5 96 97 98 98 z
Poland 6 97 97 97 929
Aminosav

Az 5’ véghez kozeli UTR szakaszon talaltunk 117 nukleotidot (69. és 235. nukleotidok
kozott), amely az Osszes vizsgalt genotipusnal teljesen azonos volt (Poland4, Poland5,
Poland6, Hungaryl0O, Austria5 és a dél-afrikai referencia genotipus). Az ORF1 teriilete
érdekes modon két részre oszlott. Ugy tinik, hogy az 5’ véghez kozeli korilbeliil 1700
nukleotid hosszu szakaszon taldlhato a szubsztituciok és inzercidk/deléciok zome. Ezen a
tertileten az eurdpai szekvenciak 84 nukleotiddal rovidebbek, mint a dél-afrikai genotipus. Az
1176. és az 1244. nukleotidok kozott a dél-afrikai genotipusnal egy 69 nt hoszu folyamatos
szekvenciat talalunk, mely a vizsgalt 5 eurdpai genotipusbdl hianyzott. Mivel a génbankban

nem talalhat6 szekvencia a BQCV genom ezen szakaszarol, nem tudtuk mas genotipusokkal
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Osszehasonlitani ezt a teriiletet. Az ORF1 3’ véghez kozeli kétharmada (koriilbeliil az 1700.
nukleotidtol az 5625. nukleotidig) kevésbé volt valtozékony, és a hasonlosdgi aranyok
tikrozék a virus foldrajzi elhelyezkedését. A lengyelorszagi genotipusok nagymértékben
hasonlitottak egymasra (98-99%), ¢s érdekes mddon jobban hasonlitottak a dél-afrikai
genotipusra (90-91%), mint a magyarorszagi genotipusra (84-85%). A HungarylO nagy
mértékben kiilonbozott a dél-afrikai virustdl ezen a szakaszon (84-85%). Az ORF1 3’ véghez
kozeli szakaszarél mar talalhatok mas eurdpai orszagokbol elhelyezett szekvencidk a
génbankban, egy szekvencia Nagy-Britanniabol (helikaz kodold teriilet, AF125252), és 3
Franciaorszagbol (helikdz kodolo teriilet AY669847, AY669848, Tentcheva et al., 2004, és
RdRp kddold teriilet, AY230509). Ezek a nyugat-eurdpai genotipusok 80-96%-0s
hasonlosagot mutattak az altalunk vizsgalt kozép-eurdpai genotipusokkal, azonban a Poland5
¢s a Poland6 genotipusok 97%-ban hasonlitottak a francia virusok helikdz enzimet kodold
tertiletére. A Nagy-Britanniabol szarmazo genotipus az dsszes tobbi genotipushoz alacsony

mértékben hasonlitott (82-86%).

A BQCYV genomjaban a két ORF teriiletet egy 208 nt hosszu intergenikus szakasz valasztja el
egymastol. Ez a szakasz a BQCV genomon az 5626. nt és az 5833. nt k6zott helyezkedik el
(Leat et al., 2000). Ennek a teriiletnek a 3’ véghez kozeli teriiletén talalhato volt egy 155 nt
hosszu szakasz (az 5679. nt és az 5833. nt kozott), amely 100%-ban egyezett mind az 6t
vizsgalt genotipus esetén. Ez a 100%-os egyezés folytatodott az ORF2 kezdeti 56
nukleotidjan. A génbankban tovabbi négy japan szekvenciat talaltunk errdl a teriiletrdl, és
mindegyik 100% egyezést mutatott az altalunk vizsgalt genotipusokkal ¢és a dél-afrikai
torzzsel (BD173516, BD177020, BD294724 és BD295735).

Az ORF2 teriiletén altalanossagban nagyobb volt a hasonlosag a vizsgalt genotipusok kozott
(90-92%), mint az ORF1 teriiletén (82-88%). Az ORF2 teriiletén két lengyelorszagi (Poland5
¢s Poland6) nagy mértékben hasonld volt egymashoz (98%), a masik lengyelorszagi
genotipus a Poland4 viszont jelentdsen kiillonbozott tolik (92-93% hasonlosag a masik két
genotipushoz). A génbankban talalhaté tobb szekvencia is a BQCV genom ezen teriiletérol.
Egy genotipus Németorszagbol (AF521640 Siede et al., 2003), egy az Egyesiilt Allamokbl
(AY626246), és egy Uruguay-bol (DQ364629, Antunez et al., 2006). Ezek a virusok 93-98%-

os hasonldsagot mutattak a kdzép-eurdpai genotipusokkal.

A BQCYV genomon beliili diverzitast a 5-9. abran szemléltetjiik. Elmondhatd, hogy az 5° végi
UTR szakasz ¢s a két ORF kozti intergenikus teriilet igen konzervativ. Ugyanakkor az ORF1

5’ véghez kozel elsé egyharmada valtozékony. Ha a Poland4-et vessziik viszonyitasi alapul,
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akkor azt lehet latni, hogy a masik két lengyelorszagi virus hasonl6 hozza az ORF1 3’ véghez
kozeli teriiletén, mig a magyarorszagi és a dél-afrikai virusok ezen a teriileten is eltérnek a
lengyelorszagi genotipusoktdl. Az ORF?2 teriiletén, kiilondsen az 5° véghez kozeli szakaszan,
minden virus egyenld mértékli diverzitast mutatott a tobbihez képest. Lathatd a grafikonokbol,
hogy a Poland5 és a Poland6 hasonlé egymashoz a genom altalunk vizsgalt csaknem teljes
hosszan. Kisebb mértékben ugyan, mint a tobbi genotipus esetén, de itt is az ORF1 5’ véghez
kozeli elsé harmadaban volt a legnagyobb a diverzitas (90% hasonlésag). A genom tobbi
teriiletén mindenhol 95-100% volt koztiik a hasonlésag. Erdekes, hogy ez a két virus, a
Poland5 és Poland6 az ORF1 emlitett valtozékony, koriilbeliil 1700 nt hossza elsé szakaszan
jobban hasonlitott a magyarorszagi genotipusra, mint a harmadik lengyelorszagira (Poland4),
viszont a tovabbi teriileteken ez a jelenség megfordult, €s inkabb a Poland4-re hasonlitottak
jobban, mint a magyarorszagi virusra. A magyarorszagi genotipus altalanossagban hasonlo

mértékben kiilonbozott a lengyelorszagi és a dél-afrikai genotipusoktol.

3.2.3. A Nosema ceranae els6 magyarorszagi kimutatasa és el6fordulasi gyakorisaganak
vizsgalata

3.2.3.1. A PCR termékek elektroforézise €s az RFLP vizsgalat

A Nosema ceranae magyarorszagi jelenlétének kimutatdsa és azonositasa céljabol a
tanulmany soran egy PCR-RFLP modszert dolgoztunk ki a riboszéma nagy alegységét kodolo

génszakaszra.

A Nosema fajok LSUrRNS kodolé teriiletére tervezett PCR soran koriilbeliil 430-440 bp
hosszisagu termékeket kaptunk. Az RFLP vizsgalat soran az Ms/l enzim a Nosema ceranae
esetén egy 175 bp hosszisagu és egy 262 bp hosszisaga DNS szakaszra vagta a PCR
termékiinket. A Nosema apis esetén pedig az enzim nem vagta el az amplifikalt DNS szakaszt

(11. &bra).
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11. abra: A Nosema fajok LSUrRNS koddold teriiletére tervezett PCR termékek, és a
termékek Ms/l  enzim altal torténd emésztése utdn kapott fragmentumok gél-
elektroforézisének fényképe. 1. Negativ kontroll, 2. Nosemal, 3. Nosema2, 4. Nosema3, 5.
Molekula tomeg marker (GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder, Fermentas, Vilnus, Lithuania),
6. Nosemal (N. ceranae) enzimes kezelés utan, 7. Nosema2 (N. ceranae) enzimes kezelés

utan, 8. Nosema3 (V. apis) enzimes kezelés utan.

Osszesen 38 méhmintat vizsgaltunk meg, melyek koziil 37 méhminta PCR soran keletkezett
DNS terméke az enzimmel torténd emésztés soran 175 nt és 262 nt hosszusagu szakaszokra
vagddott, tehat Nosema ceranae fertdzésnek bizonyult. Egy méhminta PCR soran keletkezett
amplikonja nem vagddott el az emésztés sordn, megmaradt az eredeti hossziasagi PCR

termék, ez az egy minta Nosema apis fertdzottnek bizonyult.

3.2.3.2. Nukleotid sorrend-meghatarozas

A keletkezett PCR termékek koziil négynek meghataroztuk a nukleotid-sorrendjét, és
Osszehasonlitottuk a génbanki adatokkal. Harom olyan PCR terméket véalasztottunk, amely az
enzimes emésztés soran két DNS szakaszra vagodott, illetve megszekvenaltuk azt az egy
mintat, melynek a DNS-e az emésztés soran nem vagodott el. A kapott szekvenciaadatok

alapjan a harom minta amely az emésztés soran két DNS szakaszra vagodott 100% egyezést
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mutatott a génbankban taldlhatd Nosema ceranae szekvenciaval, és 92% hasonlosagot a
Nosema apis szekvenciaval, az az egy minta pedig, amelyik PCR soran keletkezett
amplikonja nem vagodott el az emésztés soran, 100% egyezést mutatott a génbanki Nosema
apis szekvenciaval. Ezek alapjan elmondhatd, hogy a magyarorszagi méhészeteket vizsgalva,
38 Nosema-pozitiv méhminta esetén 37-ben Nosema ceranae fertdézés volt jelen, mig egy

esetben Nosema apis fertdz¢s.
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3.3. Megbeszélés

3.3.1. A Magyarorszagon el6fordulé virusfert6zések monitoring vizsgalata

Az utébbi idében jelentésen megnovekedett a tudomanyos érdeklédés a rovarokat fertézo
virusok irant. A Foldon €10 fajok tobbsége rovarfaj, de ugyanakkor igen keveset tudunk az
ezeket fertdz6 virusokrdl. A gerincteleneket fert6z6 virusok vizsgéalata szdmos informacioval
szolgalhat arr6l, hogy milyen kiilonbségek vannak a gerincesek és gerinctelenek
virusfertdzései kozott szovettani, immunologiai és 6koldgiai tekintetben. Lehetdségként meriil
fel a virusok hasznalata a rovarkartevOk elleni biologiai védekezésben. Ugyanakkor igen
fontos, hogy minél tébbet tudjunk a rovarokat fertézd virusokrol azért is, hogy Iépéseket
tehessiink az 6koldgiailag fontos rovarok, mint példaul a mézeldé méhek nagyobb aranyu
pusztulasanak megelézése érdekében. Habar a mézeldé méheket fertézd virusok ritkan

okoznak klinikai tiineteket, szamos esetben betegségek okozoinak tekinthetok.

A mézeldé méheket fertdzd virusok jelenlétének és elterjedtségiik mértékének felderitése
céljabol két periddusban végeztiink monitoring vizsgalatot, 1999-2004 kozott €s 2007-ben. A
2007-es évben végzett monitoring vizsgalat eredményeit Ossze tudtuk vetni a korabbi
eredményekkel, és ezaltal a valtozasokat nyomon tudtuk koévetni. Tovabba, a kapott
eredményeket O6ssze tudtuk vetni mas eurdpai vizsgalatok eredményeivel is. A virusok
elterjedtségében jelentds valtozasokat tapasztalhatunk az emlitett iddszakban. Két virus
jelenléte jelentdsen csokkent: a deformalt szarny virus és a fekete anyabolcsd virus kisebb
aranyban voltak jelen a 2007-es évben, mint a korabbi vizsgalatok soran. Ugyanakkor két
virus jelenléte er6sen emelkedett: az egyik a heveny méhbénulds virus, melynek jelenléte
majdnem a dupldjara emelkedett (37%-r61 70,8%-ra), a masik pedig a koltéstomlosodés
virusmelynek jelenléte igen nagymértékben, a harmincszorosara emelkedett (2%-r6l 62%-ra).
Ez utébbi virus jelenlétének emelkedése magyarazat lehet arra, hogy a méhészek igen
nagyaranyu fiasitas-csokkenésroél szamoltak be 2007. kdzepén. A koltéstomldsodés a fiasitas
betegsége, mely a larva babozodasi zavaraihoz, majd a larva pusztuldsahoz vezethet. A
heveny méhbénulas virus jelenlétének novekedése pedig részben magyarazata lehet a 2007-es
¢v soran tapasztalt nagy ardnyu népességcsokkenésnek a méhcsalddokon beliil. Az amerikai

méhpusztulasért felelosnek tartott izraeli heveny méhbénulas virust nem lehetett hazai
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méhcsaladokban kimutatni, tehat Magyarorszagon 2007-ben ez a virus még nem volt jelen. A

virust azonban Eurdpaban mar sikeriilt kimutatni Franciaorszagban (Blanchard et al., 2008).

Tovabbi eltérés az 1999-2004 kozotti idoszakhoz képest, hogy megemelkedett azoknak a
csaladoknak az aranya, amelyek egyszerre tobb virussal is fert6zottek voltak. Korabban
Osszességében a fertézések 57%-a volt szimultan fert6zés, a 2007-es év felmérése alapjan
pedig mar a fertézések 76%-aban volt egyszerre tobb virus is jelen az adott csaladban.
Tovabba, mig korabban az volt a jellemz0, hogy legfeljebb harom virus volt jelen egy idében,
addig 2007-ben mar olyan csaladokat is talaltunk, amelyben mind az 6t Magyarorszagon
eddig kimutatott méhvirus jelen volt. Osszességében a méhcsaladok virusfertdzottsége
megemelkedett, ami a csaladot legyengitheti, és ezaltal érzékenyebbé teszi az egyéb
fertdzésekkel szemben is, ami oda vezethet, hogy a méhcsaladok kevésbé tudjak toleralni a

jellemzden jelen levd azsiai nagy méhatka fertdzéseket és a Nosema jelenlétét.

A kapott eredményeket Ossze Iehetett vetni mas eurdpai monitoring vizsgalatok
eredményeivel, mivel Franciaorszdgban ¢és Ausztriaban is végeztek hasonld vizsgalatokat.
Ezaltal realis képet kaphattunk arrol, hogy Magyarorszagon milyen a virusok elterjedtsége a
tobbi eurdpai orszdghoz képest. Alapvetden hasonld virusok voltak jelen nalunk is, mint a
masik két orszagban. Kivételt képez a Kashmir méhvirus (Kashmir Bee Virus, KBV), mely
Franciaorszagban megtalalhato, illetve az elsd felmérés sordn még nem sikeriilt kimutatni a
CBPV-t hazankban, mig a masik két orszagban jelen volt. Altalanossagban elmondhat6, hogy
1999-2004 kozotti idészakban Magyarorszagon alacsonyabb aranyban voltak jelen a virusok,
mint a szomszédos Ausztridban, vagy Franciaorszagban. Tovabba a szimultan fert6zéseket
tekintve is elmondhatd, hogy egyszerre tobb virus fertézott egy csaladot a masik két

orszagban.

Az, hogy a virusok el6forduldsa rovid idén beliil valtozhat, 6sszhangban van a mads
allatfajoknal tapasztaltakkal. Eldéfordul, hogy egy bizonyos virus jelenléte hirtelen
megemelkedik egy gazdafaj populacidban, és ez jarvanyok kialakuldsdhoz vezet. Kérdés a
jelen vizsgalat esetében azonban, hogy a virusok eléforduldsaban tapasztalt valtozas vajon
csak idészakosan jelentkezett, vagy ez a jelenlegi helyzet tartosan fenn fog maradni. Tovabba
az 1999-2004 kozotti felmérés még az Eurdpai Unidhoz vald csatlakozas eldtt tortént. Abban
az idészakban ritkabban fordultak eld a méhvirusok a magyarorszagi méhészetekben, mint
mas Eurdpai Unids orszagokban. Kisebb volt a szimultan fertézések aranya is (Forgach et al.,
2007). Lehetséges, hogy a virusok megemelkedett jelenlétének hatterében az Europai Unids

csatlakozas all, és a késObbiek soran Magyarorszagra is az Europai Unids értékek lesznek
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jellemzdek. Az Eurdpai Unios csatlakozas el6tt ugyanis kisebb volt a méhcesaladok, méhanyak
importja, mert egyrészt sokkal dragabb volt, masrészt pedig a szigorubb volt a kereskedelem
allategészségiigyi szabalyozasa. A csatlakozds utdn azonban megemelkedett és részben
ellendrizhetetlenné valt a méhcsaladok, méhanyak és a méhészeti termékek forgalma a
régebbi Unids tagallamok és Magyarorszag kozott ami a fert6zések szamanak emelkedéséhez
vezetett. Példaul a korabbi felmérés sordn nem sikerilt az idiilt méhbénulas virust kimutatni a
hazai méhcsaladokban, bar lehetséges, hogy csak nagyon kis aranyban volt jelen az
orszagban, ¢s ezért nem sikeriilt a jelenlétét igazolni. A 2007-es év soran azonban a jelenléte
mar 5,5%-os volt. Ez a virus abban az idészakban, amikor az 1999-2004-es vizsgalat folyt a
tobbi eurdpai orszagban kimutathato volt. Kérdés, hogy a Franciaorszagban mar kimutatott
izraeli heveny méhbénulds virus (Blanchard et al., 2008), melyet Osszefiiggésbe hoztak a
2007-ben tapasztalhato amerikai méhpusztulassal (Cox-Foster et al., 2007), vajon megjelenik-

¢ a kozel jovOben a hazai méhészetekben.

3.3.2. Fekete anyabdlcs6 virus (BQCYV) genotipusok genetikai vizsgalata és filogenetikai
osszehasonlitasa

A fekete anyabdlcs6 virus a mézeld méh széles korben elterjedt korokozoja. Bar a fert6zések
gyakran tiinetmentesek maradnak, az esetek egy részében az anya fejlodési alakjainak
pusztulasat tapasztaljak a méhészek. Ez kiilondsen anyaneveld tenyészetekben okoz nagy
gazdasagi karokat. Az anyafiasitds pusztuldsa mellett a BQCV fertdz¢s a kifejezett tiineteket
nem mutato egyedek életfolyamataira is kedvezdtlen hatassal lehet. A tiinetek kialakulasa és
sulyossdguk mértéke tobb tényezd egylittes hatdsanak kovetkezménye, de alapvetd a
gazdaszervezet, a kornyezeti tényezok és a korokozd genetikai tulajdonsagainak szerepe. A
gazdaszervezet ellenalloképességének illetve fogékonysaganak genetikai faktorai (faj, fajta,
tenyészvonal) mellett a kornyezeti tényezok (iddjaras, csalad népessége, taplalék, esetleges
mérgezd anyagok szubletalis jelenléte) és a tarsfertdzések (nosemosis, egyéb virusok, Varroa
destructor fertdzottség) is befolyasoljak a BQCV altal okozott karositdé hatasok
kovetkezményét. A virus részérdl pedig pl. a szaporoddképesség, a virulencia, a sejt- és
szovetkarositd hatas genetikailag szabalyozott tulajdonsagok, ezért fontosnak tartottuk a

gyljteménytinkben levd BQCV virusok genetikai vizsgalatat.

Régota ismert, hogy a gerinceseket fertdzd virusok kiilonféle genotipusai kiilonféle

virulenciaval rendelkezhetnek. Ez azonban a mézeld méheket fert6z0 virusok esetében még
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nem bizonyitott. A fekete anyabdlesd virus esetében sem allnak rendelkezésre tudomanyos
adatok arrél, hogy vannak-e a kdrokozdénak virulencia valtozatai; mivel viszont az egyes
orszagokban a fertézés gyakorisdga, megitélése és kartétele eltéréseket mutat, feltételezhetd,
hogy a vilagszerte elterjedt BQCYV virulencia szempontjabol nem egységes.

Kordbbi tanulmanyokban mar vizsgaltdk két méhvirus a koltéstomlésodés virus
(Grabensteiner ef al., 2001), és a heveny méhbénulds virus (Bakonyi et al., 2002b)
filogenetikai valtozékonysagat. A heveny méhbénulds virus ugyanabba a virusnemzettségbe
tartozik, mint a fekete anyabdlcsé virus (Dicistroviridae, Cripavirus). Bar a két virus
nukleotid szekvenciaja csak 45%-ban hasonlit egymasra, de genomszervezOdésiik igen
hasonld. Az SBV és az ABPV esetén is megfigyelhet6, hogy a filogenetikai csoportosulasok
(clusterek) kovetik a virus foldrajzi lokalizaciojat, de csak kismértéka elkiiloniilés figyelhetd
meg koztikk. A kozép-europai ABPV teljes genom szekvenciak sszehasonlitasa a referencia
torzzsel lényeges eltérést nem eredményezett a virus kiilonb6z6 genotipusai kozott (Bakonyi
et al., 2003), és az SBV szekvencidk vizsgélatakor sem volt nagymértékii kiilonbség sem a
szerkezeti fehérjéket kodold teriileten, sem pedig a nem szerkezeti fehérjéket kodold teriileten

(Grabensteiner et al., 2001).

Jelen tanulmanyban megvizsgaltuk 22 kozép-europai BQCV genotipus ¢és a dél-afrikai
referencia genotipus kozti hasonldsagot. A filogenetikai fak a virusok kiilonféle
csoportosulasait mutatjak. A torzsfa alapjan, amely a helikaz enzimet kddolo génszakasz egy
teriletére épiil, azt lehet latni, hogy a kozép-eurdpai genotipusok nem csoportosulnak
kifejezetten foldrajzi eredetiik alapjan, csupan harom lengyelorszagi genotipus kiiloniil el egy
csoportba a tobbi kdzép-europai virustol (4. abra). A BQCV genotipusok ezen elkiiloniilésére
magyarazat lehet, hogy Lengyelorszag iranyaba kisebb a méhanyak kereskedelme, a foldrajzi
tavolsag nagyobb, illetve Lengyelorszagtol egy természetes dkologiai gat (a Karpat-hegység)
valasztja el Magyarorszagot ¢s Ausztriat. Ugyanakkor a magyarorszagi €s az ausztriai BQCV
genotipusok kozti nagyobb hasonldésag magyarazhaté a két orszag kozti kisebb foldrajzi
tavolsaggal, a két orszag méhpopulacidinak (€s ezaltal az ezeket fert6z6 BQCV-virusoknak)
keveredésével. A nagy foku elkiiloniilést mely a dél-afrikai genotipus €s az eurdpai virusok
kozott tapasztalhatd az extrém tavolsdg magyarazhatja. Mindazonaltal egy lengyelorszagi
genotipus teljesen kiilonalld csoportot alkot 6nmagaban, amely genetikailag igen tavol esik

mind a kozép-eurdpai virusoktdl, mind pedig a dél-afrikai genotipustdl.

A szerkezeti fehérjéket kodold génszakasz alapjan készitett torzsfa kissé mas képet mutat (4.

abra). A lengyelorszagi virusok itt is elkiilontilt csoportot alkotnak az ausztriai-magyarorszagi
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csoporthoz képest, de az ausztriai és a magyarorszagi genotipusok sem keverednek olyan

nagy mértékben egymassal, mint a helikdz régid alapjan készitett filogenetikai fan.

Annak érdekében, hogy megbecsiiljiik a filogenetikai vizsgalatok valodisagat, és hogy fényt
deritsink a harom lengyelorszagi genotipusnak a két torzsfan valdé kiilonbozd
elhelyezkedésére, egy teljesebb vizsgalatot végeztink a BQCV néhany genotipusanak
esetében a genom csaknem teljes hosszan. A genetikai rekombinacié magyarazatul
szolgalhatott volna arra, hogy a harom lengyelorszagi virus miért mutat kiilonb6zé
csoportosulast a genom két kiilonb6zo tertiletét (ORF1 illetve ORF2) vizsgalva. A szdj ¢€s
koromfajas virusanal a kiilonféle szerotipusok kdzotti rekombindciot mar leirtak, mint gyakori
jelenséget (Heath ef al., 2006). Hasonldan a Picornaviridae csalad mas nemzetségeibe tartozo
virusoknal is talaltak genetikai rekombinacidt. A Dicistroviridae viruscsalad igen nagyfoku
hasonldsagot mutat a Picornaviridae csaladdal, és ezért mind a ketten a Picornavirales rendbe
tartoznak. Eppen ezért nem volna meglepd, ha a BQCV genotipusok kozt is lehetséges volna

a genetikai rekombinacio.

A BQCV szekvenciak osszehasonlitasakor jellemzd mintazatot talalhatunk a kiilonb6z6
genomteriiletek valtozékonysagaban. Két genomteriiletet talaltunk — mindegyik hosszabb volt,
mint 100 nukleotid — amelyek minden vizsgalt genotipusnal teljesen azonosak voltak. Mind a
két tertilet egy nem kddold szakaszra esik, kozel a nyitott leolvasasi keretek kezdetéhez. Ezek
a teriiletek gyakran génexpressziot szabalyzd, promoter tulajdonsagu teriiletek. Ennek a
terliletnek a miikodési feladata magyarazhatja a nagyfoku hasonldsagot, bar mas

Dicistrovoridae csaladba tartozé virusnal ilyen 100%-0s egyezést nem talalhatunk.

Ugy tlnik, hogy az ORF1 5° végéhez kozel elsé harmada a vizsgalt BQCV genomok
legvaltozékonyabb teriilete. Az ORF1 a nem szerkezeti fehérjéket kodolja, bar a pontos
szerepe még nem tisztazott (Leat et al., 2000). Az enzimeket (helikaz, proteaz, RdRp) kddold
tertilet az ORF1 3’ véghez kozeli teriiletein talalhatd. A gerinceseket fertdzd virusoknal
altalaban a nem szerkezeti fehérjéket kodold génszakaszok a felelosek a kiilonféle
genotipusok pathogenitasaban virulencidjaban tapasztalhaté kiilonbségekért. Az ORFI1-et
tekintve, hogy a vizsgalt harom lengyelorszagi genotipus inkabb hasonlit a dél-afrikai
genotipusra, mint a magyarorszagi virusra az ORF 3’ véghez kozeli teriiletén. A génbankban
talalhato francia genotipusok koziil kettd kozeli kapesolatot mutatott ezekkel a lengyelorszagi
virusokkal. Tovabbi nyugat-eurépai BQCV virusok vizsgalata t6bb informaciot
szolgaltathatna ezeknek a lengyelorszagi virusoknak a lehetséges eredetérdol. Az ORF2

altalanossagban kisebb valtozékonysagot mutatott, mint az ORF1 (9. és 10. tablazat).
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Ugyanakkor ezen a teriileten azok a virusok, amelyek kozelebbi kapcsolatban vannak
egymassal (pl. a lengyelorszagi genotipusok) nagyobb valtozékonysagot mutatnak, mint az
ORF1 masodik kétharmada. Mivel a mutacié okozta egyedi kiilonbségek ezen a teriileten

kifejezettebbek, ezért ez a tertilet alkalmasabb filogenetikai vizsgalatra.

Mivel az ugyanarrdl a teriiletrél szarmazoé virusok (Poland4, Poland5 és Poland6) hasonlosaga
a genomon hirtelen megvaltozott, a kiilonféle genotipusok kozti genetikai rekombinacid
el6fordulasa lehetséges. Mivel a jelen tanulmanyban a vizsgalt virusok kozott nem
bizonyithat6 a rekombindcid, tovabbi vizsgalatok sziikségesek ennek felderitésére esetleg mas
genotipusok bevonasaval. A Poland4 a kozép-eurdpai virusok kozott egyedi helyet foglal el,
ezért tovabbi vizsgalatok sziikségesek ennek a virusnak a kértani szerepének felderitésére, €s
tovabbi hozza kozeli kapcesolatban allo virusok azonositasara. Az RT-PCR alapu diagnosztikai
vizsgalatok az intergenikus teriileten tapadd primerek alkalmazdsa esetén igérkeznek a
legmegbizhatdbbnak, mivel ez a terlilet igen nagyfoka hasonldsagot mutat, fiiggetlentil attol,

hogy mely foldrajzi teriiletrdl szarmazik a virus.

3.3.3. A Nosema ceranae els6 magyarorszagi kimutatasa és a Nosema apis-hoz
viszonyitott el6fordulasi gyakorisaganak vizsgalata

A Nosema egysejtli parazita altal okozott betegség nagy karokat okozhat a méhcsaladokban.
A fertéz€s a csalad elnéptelenedéséhez €s nagy szamu egyedpusztulashoz vezethet (Fries et
al., 1984). A betegség hatasanak mértékét befolydsolhatja egyéb, masodlagos fert6zések
jelenléte. Szamos esetben a méhcsalad elnéptelenedésének, a magas mortalitasnak, tobb
kulonféle korokozd egyiittes jelenléte, és szinergista kolcsonhatasa, illetve a stresszokozd
kornyezeti hatas a kofaktora (Rogers and Williams, 2007). Ebb6l a megfigyelésbdl kiindulva
feltételezhetd, hogy a Nosema jelenléte megnovelheti a virusok okozta fertézések kartékony
hatasat a méhcsaladon belill. Eurépaban a Nosema apis-t tartottdk a Nosema-betegség
kérokozojanak (Ellis and Munn, 2005). Magyarorszagon a betegség tiinetei els6sorban télen
¢s tavasszal jelentkeztek, nyaron és Osszel csak ritkan szamoltak be a méhészek a Nosema-
fertdzes jellemzo tiineteirdl. A betegségnek ez a szezonalis volta azzal is magyarazhatd, hogy
a téli idészak utan a méhcsaladok érzékenyebbek, mert kevesebb fehérje és vitamin all
ilyenkor rendelkezésiikre, nem megfelel6ek a higiéniai koriilmények, €s gyengitd koriilmény
a télvégi, tavasz eleji hidegebb id6 is. Az utdbbi években egyre tobb jelentés érkezett a
betegség tiineteirdl késd nyaron és kora dsszel is, eredetileg erds csaladoknal, és meleg

id6jarasi viszonyok mellett is (Klee ef al., 2007). Jelen vizsgalatban azt talaltuk, hogy a
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magyarorszagi méhészetekben 2006-ban és 2007-ben gyijtott 38 mintabol 37-ben Nosema
ceranae volt és csupan egy mintaban taldltunk Nosema apis-t. Higes és munkatarsai
Spanyolorszagban 2006-ban hasonld eredményre jutottak. Azt talaltdk, hogy a vizsgalt 12
mintabdl 11-ben N. ceranae volt, és csak egy mintaban volt N. apis. Kérdéses, hogy a M.
ceranae mostanaban terjedt el gyorsan Eurdpaban, és alkalmazkodott az Apis mellifera
csaladokhoz, vagy korabban is jelen volt mar, csak a két faj elkiilonitése az alaktani
hasonldsag, a gyors és megbizhatd elkiilonitési mddszerek hidnya miatt nem volt lehetséges,
¢s ezért nem tudtunk a jelenlétérdl. Az altalunk kidolgozott PCR-RFLP modszer, alkalmasnak
bizonyult a két Nosema faj elkiilonitésére szekvenalas nélkil is, megfeleld6 mind a
diagnosztikaban valé alkalmazasra, mind pedig tovabbi kutatdsok segitségéiil szolgalhat. A
betegség évszaktol fiiggetlen megjelenése arra engednek kovetkeztetni, hogy csak nemrégiben
terjedt el Eurdpaban a N. ceranae, mivel ez a korokozo eredetileg az Azsia tropusi és
szubtropusi teriiletein honos Apis cerana parazitdja volt, valdsziniileg a melegebb klima a
kedvezObb szamdara. Lehetséges, hogy Magyarorszagon a globalis felmelegedés miatt
emelkedd atlaghdmérséklet és a megvaltozod iddjarasi viszonyok kedvezd koriilményeket
teremtettek a megtelepedéséhez és elszaporoddsdhoz, ez okozta a hirtelen elterjedését, és a

Nosema-betegség korabban szokatlan, aszezonalis, egész évben megfigyelhetd jelenlétét.

A N. ceranae Europaban valo elterjedése szamos kérdést vet fel. Kérdéses, hogy az j
kérokozonak az eurdpai Apis mellifera allomanyokban milyen a populaciodinamikaja és az
¢letciklusa. Kérdéses tovabba, hogy a két Nosema faj ko6zott milyen kolcsonhatas all fenn,
illetve, hogy milyen kortani hatassal van az eurdpai méhcsaladokra. Kérdés az is, hogy milyen
hatasa van annak, hogy egy adott betegség korabban csak az év egy szakaszaban volt jelen, de
jelenleg ugy tlnik, hogy a szezonalitds megszlnik, €s a nosemosis egész ¢vben fennalld
betegséggé alakul at. Lehetséges, hogy a 2006-ban, 2007-ben Magyarorszdgon tapasztalhatd
nagy aranyl népességcsokkenés a méhcsaladokban (legalabbis részben) a N. ceranae
megjelenésének tudhatd be, de az is lehetséges, hogy az Europaban ujnak szamitd parazita
altal okozott fert6zés még ha tiinetekben nem is nyilvanul meg, a méhcsalddokat gyengiti, ami
teljesitménycsokkenéshez, nagy szamu egyedpusztulashoz, a csalad leromlasahoz vezethet. A
Magyarorszagon uj faj megjelenésének masik kovetkezménye, hogy a betegség sulyosabb
formaban jelentkezhet. Megfigyelhetd, ha egy kérokozd egy addig szamara idegen fajban
(jelen esetben az Apis mellifera-ban) megjelenik, akkor az adott fajban sulyosabb karokat
okoz. Abban az esetben, ha egy koérokozo régebb oOta jelen van a gazdafajban, a gazda

ellenalloképessége a korokozo ellen megnovekszik. Az A. mellifera esetében a N. ceranae 1j
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kérokozonak szamit, ami ezaltal stlyosabb karokat okozhat a magyarorszagi
méhcsalddokban, mit korabban a N. apis. Az Eurdpaban idegen korokozonak az elterjedése
alatamasztja azt is, hogy a fertdzott bioldgiai termékek kontinensek kozotti kereskedelme
okozhatja egy té4jidegen, jelen esetben tropusi parazita megjelenését ¢és elterjedését
Européban, és ennek eldre nem lathatd kovetkezményei lehetnek. Kordbban a Nosema-
betegség kezelésére a Fumagillint hasznaltak, €s ez teljesen hatékony a N. ceranae ellen is. A
készitmény hasznalatat azonban az Europai Unio 2004-ben megtiltotta. A vizsgalati
idészakban a Fumagillin hasznalata tiltott volt. Kérdéses, hogy tjraengedélyezése csokkenti-e

a jovOben az Nosema altal okozott gondokat.
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4. Uj eredmények

1. Polimeraz lancreakciora alapozott gyorsdiagnosztikai eljarasokat dolgoztunk ki a
mézeldé méh szamos virusfertézésének kimutatdsara, melyek kozil tobb (ABPV,
BQCV, DWYV, IAPV) sajat tervezés-fejlesztés eredménye.

2. A fenti modszereket felhasznalva két periodusban Magyarorszagon elsdként
végeztiink felméréseket az 6t leggyakoribb méh-virus elterjedtségének felmérésére, €s
a két periddusban tapasztalt eltérések alapjan jarvanytani kovetkeztetéseket vontunk le
a méh-virusok fert6zéskinetikajanak vonatkozasaban.

3. Meghataroztuk tobb BQCV genotipus teljes kodolod régioinak nukleotidsorrendjét,
ezek alapjan filogenetikai Osszehasonlitdo vizsgalatokat végeztiink kozép-eurdpai
BQCYV virusok felhasznalasaval.

4. Megallapitottuk, hogy a BQCV esetében (szemben a gerincesek virusaival) joval
nagyobb a genetikai variabilitas a nem strukturalis proteinekat kédolo génszakaszo-
kon, mint a strukturproteinek génjein.

5. PCR alapu diagnosztikai modszert dolgoztunk ki a mézelé méh Nosema-fertdzésének
kimutatasara, ami az analitikai RFLP analizis révén lehetdséget ad a két Nosema faj
(N. apis és N. cerenae) elkiilonitésére.

6. Megallapitottuk, hogy Magyarorszagon a Nosema-fertdzések tilnyomo tobbségét a V.

cerenae okozza.
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5. Osszefoglalas

A mézeld méh (Apis mellifera) jelentOs szerepet tolt be a bioszféraban és a mezdgazdasagban.
A kultirnévények beporzasaval hozzajarul a termés mennyiségének névekedéséhez, valamint
az altaluk termelt termékek tobb iparagban fontos szerepet toltenek be. A mézeld méh jelentds
szerepet tOlt be a vadon él6 novényfajok diverzitasanak fenntartdsaban is. A méhcsaladok
¢letét €s teljesitményliket szamos tényezd befolyasolja, melyek koziil igen nagy jelentdséglick
az egyes fertdzd betegségek korokozoi, ezért a méhek egészségvédelmében fontos szerepet
jatszik a fert6z6 betegségek felismerése, és a koérokozok vizsgalata. Az értekezésben
Osszefoglalt munka célja a magyarorszagi mézeld méh csaladokat fertézo virusok jelenlétének
¢s elterjedtségének kimutatasa, a fekete anyabolcsd virus filogenetikai vizsgalata, illetve egy

egysejtll parazita altal okozott betegség, a Nosema-betegség korokozodjanak a vizsgalata volt.

Munkank soran monitoring vizsgalatokat végeztink a mézeld méheket fertéz6 6 virus
(ABPV, BQCV, CBPV, DWYV, SBV ¢és IAPV) jelenlétének és elterjedtségének kimutatasa
érdekében két periddusban: 1999-2004 kozott 52, €s 2007-ben 72 méhészetbdl gylijtott minta
segitségével. A két vizsgilat eredményeit Osszehasonlitva informdaciot kaptunk, hogy az
Eurdopai Unids csatlakozds utdn mennyiben valtozott a magyarorszagi mézeldé méhek
virusfertdzottsége. A vizsgalatok azt mutattdk, hogy 2004 elétt alacsonyabb volt az 6t
kimutathaté virus (ABPV, BQCV, CBPV, DWV és SBV) jelenléte Magyarorszdgon mas
nyugat-europai orszagokhoz képest. A 2007-es felmérés eredményeképp azt talaltuk, hogy a
csatlakozas utan némely virus eléforduldsi aranya és a szimultan virusfertézések aranya is
megemelkedett a korabbi allapotokhoz viszonyitva. Az amerikai nagy aranyt méhpusztulasért

felelos izraeli heveny méhbénulas virust pedig nem sikeriilt kimutatni.

Elvégeztiik a fekete anyabolcsd virus kozép-europai genotipusainak filogenetikai vizsgalatat.
A BQCV genom két kiilonbozd teriiletének (ORF1 és ORF2) részleges szekvenciai
segitségével 22 magyarorszagi, ausztriai ¢és lengyelorszagi virus filogenetikai torzsfajat
készitettiik el. A két torzsfa eltérd képet mutatott. Az ORF2 génszakasza alapjan készitett
torzsfan a virus genotipusainak a filogenetikai csoportosulasai kovetik a foldrajzi
elhelyezkedéseket. Az ORF1 génszakasz alapjan készitett térzsfan nem lehet ilyen f6ldrajzi
eredet szerinti csoportosulast megfigyelni. A két torzsfan harom lengyelorszagi virus eltérd
modon helyezkedett el. Annak érdekében, hogy fényt deritsiink ennek okara, egy komplettebb

vizsgalatot végeztink a BQCV néhany genotipusanak a genom csaknem teljes hosszan.
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Ennek eredményeképp azt talaltuk, hogy az ORF1 els6 harmada igen valtozékony szakasznak
bizonyul, bar ennek a teriiletnek a szerepe még tisztazatlan. Az ORF1 masodik kétharmada a
kozeli rokonsagban allo virusoknal viszont igen konzervativ volt. Az ORF2 kevésbé volt
valtozékony, mint az ORF1 elsé harmada, de mivel a mutacié okozta egyedi kiilonbségek
ezen a terilleten kifejezettebbek, ezért elmondhatjuk, hogy ez a teriilet alkalmasabb
filogenetikai vizsgalatra. Talaltunk mindkét ORF elott egy-egy teriiletet, amely 100%-o0s
homologiat mutatott. Lehetséges, hogy ezek a teriiletek génexpresszidt szabalyozd promoter
tulajdonsaggal rendelkeznek. A kérdéses harom lengyelorszagi virusnak a hasonldsaga a
genomon hirtelen megvaltozik, ezért elmondhatjuk, hogy valoszinlileg genetikai
rekombinacié tortént, de a jelen tanulmanyban a vizsgalt virusok kozott nem talaltuk meg,

hogy konkrétan mely genotipussal tortént a rekombinacio.

A mézeld6 méh Nosema-betegsége vilagszerte elterjedt. Az eurdpai és magyarorszagi
méhészetekben korabban a Nosema apis okozta ezt a betegséget, mely jelentds karokat képes
okozni a méhészetekben. Azonban az elmult évek soran szamos jelentés érkezett, hogy a
betegség tlinetei nyaron €s Osszel is megfigyelhetoek, holott a N. apis csak télen és kora
tavasszal okoz tiineteket. Felmeriilt a kérdés, hogy nem egy Eurdpaban eddig 0j faj, az
Azsiaban honos és az eredetileg azsiai méheket (Apis cerana) fertézé Nosema ceranae
terjedt-e el az eurdpai méhészetekben. 2006-ban Spanyolorszagban sikeriilt kimutatni a N.
ceranae jelenlétét az europai méhcesaladokban. Mivel a két Nosema faj elkiilonitése alak
alapjan igen nehéz, kidolgoztunk egy molekularis bioldgiai mddszert, mellyel gyorsan és
megbizhatoan ki lehet mutatni a Nosema korokozot, €s a két fajt el lehet egymastol kiiloniteni.
Az orszag egész teriiletérdl 38 méhmintat vizsgaltunk meg, minden megyébdl legalabb egyet,
ezaltal a vizsgalat az orszag egész teriiletére kiterjedt. A PCR-RFLP mddszer segitségével
sikeriilt Magyarorszagon eldszor kimutatnunk az eddig idegen Nosema ceranae-t, és
megallapitottuk, hogy a 38 méhmintdban N. ceranae fert6zés volt jelen, mig egy mintdban
volt csak jelen a korabban jellemzd N. apis. Ez azt jelenti, hogy Magyarorszagon a N. ceranae

van tobbségében jelen a N. apishoz viszonyitva.
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6. Summary

Honey bees (4Apis mellifera L.) play an important role in nature and agriculture. They are the
most important pollinators of different plants among the field crops. Besides that bee products
were used from ancient times until today, for therapeutic purposes, and consumption. Since
the awareness to the importance of bees as producers of food, as well as pollinators and
producers of industrial row material have been increased, different bee diseases are regarded
with more attention, and scientific research of bee pathogens has been continued with
increased effort and interest. The aim of this study was to carry out a survey on the occurence
of the most important bee-pathogenic viruses in Hungary, a phylogenetic analyses of Black
Queen Cell Virus genotypes, and to diagnose and identify Nosema apis and Nosema ceranae

in Hungarian Apis mellifera colonies.

This survey aimed to reveal occurence and prevalence of six bee-pathogenic viruses (ABPV,
BQCV, CBPV, DWV, SBV and IAPV) in Hungary. The investigated samples were collected
in 2007 from 72 Hungarian apiaries located in different regions of the country. Our
researchgroup managed to make a similar survey before joining the EU between 1999 and
2004. In this study we compared the results of the monitoring survey in 1999-2004 to that
2007. After joining the European Union changed the prevalence of the bee infecting viruses in
Hungarian apiaries. The results of the earlier survey showed that the prevalence of the five
viruses (ABPV, BQCV, CBPV, DWV, SBV) in Hungarian apiaries was generally lower than
that found in surveys performed in France and Austria. In the survey in 2007 we found that
after joining the EU the prevalence of some viruses increased. In 2007 there were more
simultaneous infections in Hungarian apiaries compared to that in 1999-2004. We have not
found the Israeli Acute Bee Paralysis Virus in Hungary, which virus is strongly correlated

with the presence of colony collapse disorder in the United States.

Phylogenetic analyses of 22 black queen cell virus (BQCV) genotypes collected from
honeybee colonies in Poland, Austria and Hungary was performed on a partial ORFI1 and
partial ORF2. The two phylogenetic tree showed different pictures. The phylogeny based on
the ORF2 region showed clustering of the genotypes corresponding to their geographic origin.
This clustering on the ORF1 cannot be observed. Three Polish samples showed different
distribution on the two tree. In order to investigate this discrepancy in more detail, the nearly
complete genome sequences of some BQCV strains were determined. Comparison of the

different genome regions revealed that ORF1 was found more variable on the first 1700 nt
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compared to ORF2. The 3’ proximal ORF1 was more conserve than ORF2 regarding the
closely related genotypes. However, ORF2 seems to be a more suitable target region for
phylogenetic analysis of BQCV, because the mutation-derived individual sequence changes
are more characteristic in this area. The 5'-UTR and the intergenic regions of the BQCV
genome are highly conserved with longer homologous sections. These areas usually play
central roles in the transcription-initiation and the expression regulation of the subsequent
genes. The sudden changes in the similarity levels of the three Polish BQCV strains in

different genomic regions are indicative of preceding recombination events.

The nosema disease of the European honeybee is present worldwide in bee colonies. Nosema
apis was considered as the causative agent of the disease in European and Hungarian apiaries,
which may have many negative effect on the colony, and may cause heavy economic losses in
apicultures. Nosema apis usually infects bees during the spring in Europe. A new tendency is
for parasitic disease to occur at a wider range of season, resulting in infected bees from spring
until the beginning of autumn. This has led to the suspicion that a new species Nosema
ceranae, that infest originally the Asian honeybee (Apis cerana) is infecting bees in Hungary
and other European countries. N. ceranae was first detected in European honeybee in Spain in
2006. Because it is difficult to distinguish N. ceranae and N. apis morphologically, a rapid
and accurate assay has been developed to differentiate N. apis and N. ceranae based on PCR-
RFLP. The assay was tested on 38 Nosema-infested bee samples, which were collected from
geographically distant Hungarian bee colonies representing all regions of the country. Only
one sample contained N. apis, and the other 37 N. ceranae, which indicates the dominance of
N. ceranae in Hungarian apiaries. This is the first report on the presence of Nosema ceranae

in Hungary.
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