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BEVEZETES, CELKITUZESEK

A mézel6 méh (Apis mellifera) pollindtor (megporzd) szerepénél fogva jelentds szerepet
tolt be a bioszférdban. Okoldgiai szempontbdl szerepe azért lényeges, mert segit a
vadon €él6 novényfajok diverzitdsidnak fenntartisdban, a mezdgazdasigban pedig a
kultirnovények beporzdsdval hozzdjarul a termés mennyiségének novekedéséhez.
Emellett az éltala termelt méz, viasz, propolisz, méhpempd és méhméreg fontos

szerepet tolt be tobb ipardgban.

A méhcsalddok életét és termelését szamos kornyezeti tényezd befolydsolja. Ezek koziil
kiilonosen nagy a jelentdsége az egyes fertézé betegségek koérokozodinak. A mézeld
méhet szdmos 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 val6 védekezés mddszereinek hatékony alkalmazasa.

Vizsgalataim célja volt, hogy diagnosztikai modszereket dolgozzak ki a mézel6 méh
virusfertdzéseinek kimutatdsara, ezeket felhaszndlva vizsgaljam a kiilonb6z6 kérokozok
magyarorszagi elterjedtségét és az egyes méhvirusok bioldgiai, elsésorban genetikai
tulajdonsagait és a magyarorszagi méhészetekben el6fordulé méhvirusok rokonsagi
(filogenetikai) viszonyait. Tovabbi cél volt ezen kivil a méh-egészségiigyi
problémakkal kiizd0 hazai méhészetek viroldgiai vizsgdlata és az esetleges
virusfertdzottségek kimutatdsa, elsdsorban molekuléris diagnosztikai médszerekkel. A
PhD munka sordn ennek megfeleléen, RT-PCR technikan alapulé mddszert kivantunk
kidolgozni a hazai méhcsalddokban el6forduld virusok azonositdsdra. Ezekkel az RT-
PCR vizsgélatokra alapozott felmérésekkel tanulmanyozni akartuk a méhcsaldadok
virusfertdzottségét Magyarorszag egész teriiletén, €s meg akartuk vizsgdlni egyes

kivalasztott méhvirusok genetikai valtozékonysagat.

A viroldgiai vizsgalatok mellett a kutatomunkam madsik 0 célja a mézeld méh Nosema-
betegségét okozo egysejtli parazita vizsgalata. Egy spanyolorszagi 2006-0s monitoring
vizsgdlat kimutatta, hogy az eurdpai méhekben jelentdés ardnyban van jelen, az
eredetileg Azsidban honos Nosema ceranae, mig a kordbban jelenlevé Nosema apis
csak kis mértékben fordul eld. A kutatomunka sordn vizsgdlni kivantuk, hogy

Magyarorszagon melyik Nosema faj van jelen. A két Nosema faj elkiilonitésére



ugyancsak PCR mddszeren alapuld diszkriminativ diagnosztikai eljarast kivantunk
kidolgozni, mivel munkdnk kezdetekor (2005 nyardn) még nem allt rendelkezésre ilyen

modszer.

ANYAG ES MODSZER

A Magyarorszagon elofordulé virusfert6zések monitoring vizsgalata

Vizsgalataink sordn 7 méhvirus (heveny méhbénulés virus (ABPV), a fekete anyabdlcso
virus (BQCV), az idiilt méhbénulds virus (CBPV), a deformalt szarny virus (DWV), a
koltéstomlosodés virus (SBV) és a Kashmir méhvirus (KBV) és az izraeli heveny
méhbénulds virus (IAPV)) jelenlétének kimutatdsara irdnyuld vizsgdlatokat végeztiink
két periddusban: 1999-2004 kozotti idészakban 52, és a 2007-es év sordn gyljtott 72
méhészet méhmintdinak segitségével. A mintakb6l homogenizdlds utan virdlis RNS-t
vontunk ki QIAamp viral RNA mini kit (Qiagen, Diisseldorf, Németorszag)
segitségével. Az A4ltalunk vizsgdlt 7 méhvirus mindegyikére kiilon primerpart
hasznaltunk. Az 1999-t61 2004-ig terjedd id0szakban torténd felmérés sordn az ABPV,
BQCV, CBPV, DWV, SBV és a KBV kimutatasdra a kutatocsoportunk altal tervezett
primer parokat haszndltuk. A tervezés alapjaul szolgdl6 szekvencidk a National Center
for Biotechnology Information génbankjanak honlapjan (NCBI,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html) megtaldlhaté teljes genomokbdl

szarmaztak. A 2007-es év soran a CBPV kimutatasra egy olyan primer part hasznéltuk,
melyet a génbankban taldlhat6 részleges CBPV szekvencia alapjan terveztek. Az IAPV
kimutatdsara két, a kutatécsoportunk altal tervezett primer part is hasznaltunk. Az RT-
PCR reakcidhoz a QIAgen OneStep RT-PCR Kitet (Qiagen, Diisseldorf, Németorszag)
hasznaltuk. Az RT-PCR reakciét kdvetden, a terméket 2%-os Tris-acetat-EDTA agaréz
gélben (0,5ug/ml ethidium-bromid jelenlétében) elektroforetizdltuk (OmniPur,
Darmstadt, Németorszag). Az egyes reakciok, ill. termékek ellendrzéséhez az aldbbi
kontrollokat haszndltuk. Negativ kontrollként RNS mentes reakcidelegy szolgdlt. A
pozitiv kontrollt az ABPV, BQCV, CBPV, DWV és SBV esetén egy — a kordbbi
kisérletekben pozitivnak mindsitett, szekvencia-analizissel genetikailag is igazolt —
biztosan pozitiv szuszpenzidt tartalmazé elegy képezte. Az IAPV esetén egy Izraelbdl
szarmaz0, plazmidba klénozott IAPV szekvenciat hasznaltunk, melyet Prof. 1. Sela (The
Hebrew University of Jerusalem, Faculty of Agricultural, Food and Environmental

Quality Sciences, Rehovot 76100, Israel) bocsatott a rendelkezésiinkre.



A Fekete anyabolcsé virus (BQCV) genotipusok genetikai vizsgalata és
filogenetikai 6sszehasonlitasa

Elvégeztiik BQCV genotipusok genetikai vizsgdlatat, és filogenetikai 6sszehasonlitasat.
A mintdk harom eurdpai orszdgbol szarmaztak: Magyarorszagrol, Lengyelorszagbdl és
Ausztridbol. A mintafeldolgozds, és a virdlis RNS kinyerése a fent leirtak alapjan
tortént. Két oligonukleotid primerpart terveztiink a génbankban elhelyezett teljes BQCV
genom alapjan (akcesszids szdm: AF183905). Az egyik primer par a szerkezeti
fehérjéket kodolo génszakasz egy teriiletére, a masik primer par a nem szerkezeti
fehérjéket (feltételezhetden a helikdz enzimet) kddol6é génszakasz egy teriiletére tapadt.
Tovabbi primerparokat is terveztiink, hogy néhany kivalasztott genotipus csaknem teljes
szekvencidjat meghatarozzuk. Az RT-PCR-t és a termékek gél-elektroforézisét a fent
leirtak alapjan végeztik. A szekvenciameghatdrozds céljabol sokszorositott PCR
termékeket 0,8%-os Standard Low,,, Agarose Gélben (Bio-Rad, Richmond, CA, USA)
elektroforetizaltuk, majd kivagtuk a gélbol. Az igy kapott géldarabokbdl QIAquick Gel
Extraction Kit segitségével (QIAgen, Germany) kivontuk a megsokszorozott DNS
termékeket, melyek nukleotidsorrendjét a Mezdgazdasagi €s Biotechnoldgiai
Kutatékézpontban (G6dolld) és a Magyar Tudomédnyos Akadémia Szegedi Bioldgiai
Kutatéintézetben ABI Prism 310 automata szekvendlé rendszer segitségével
meghatdroztattunk. Az 1igy kapott nukleotid szekvencidkat BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool, NCBI) programmal azonositottuk, majd a BioEdit 4.7.8
Software €s 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) programcsomag segitségével hajtottuk végre. A bootstrap
értékeket 1000 1éptékkel a SEQBOOT programmal allapitottuk meg, a tdvolsagi métrix
analizist pedig a DNADIST/Neighbor-Joining és Fitch programok segitségével
végeztik. A filogenetikai fakat a TreeView (Win32, version 1.6.6.) program
segitségével rajzoltuk meg. A genom csaknem teljes hosszdban megszekvenalt néhany
BQCYV genotipus kiillonbozd génteriileteinek a hasonldsdgaban taldlhat6 kiilonbségeket
a SimPlot (version 3.5.1.,) program segitségével szemléltettiik a 2-paraméteres
(Kimura) tavolsdg modelljét haszndlva. A BQCV amplikonok szekvencidit elhelyeztiik

a nemzetkozi génbankban, akcesszios szamuk: EF517501 - EF517522.



A Nosema ceranae elsé6 magyarorszagi kimutatasa és el6fordulasi gyakorisaganak
vizsgalata

A vizsgélat sordn 2006-ban és 2007-ben 38 méhmintat gyljtottiink kiillonbozd
magyarorszagi méhészetekbdl. A homogenizdlt méheket el0szor lysis pufferba
(20mg/ml lysosime, 20mM Tris-HC1 [pH 8], 2ZmM EDTA, 1,2% Triton) helyeztiik.
majd a DNS-t QIAamp viral DNA Mini kit (Qiagen, Diisseldorf, Németorszag)
segitségével izolaltuk. Oligonukleotid primerparokat terveztiink a Nosema genomjanak
LSUrRNS kédol6 génszakaszara olyan mdédon, hogy a primerek mind a Nosema apis,
mind a Nosema ceranae genomjéra tapadjanak. A primerek tervezésének alapjdul a
génbankban taldlhaté N. apis és N. ceranae szekvencidkat haszndltuk (iktatdsi szamok:
DQO078785 and U97150). Az PCR reakciét kovetden, a termékek gél-elektroforézisét a
fent leirtak lapajan végeztik. A két Nosema faj elkiilonitésére gyors, restrikcids
enzimmel torténd emésztéses eljardst (Restriction Fragment Length Polymorphism,
RFLP) alkalmaztunk. Az Msll restrikciés endonukledz a N. ceranae genomjardl késziilt
amplikont elviagja a CACTAIGTATG szekvencianal egy 175 és egy 262bp hosszii DNS
szakaszra. A N. apis amplikonjat nem véagja el mivel az adott DNS szakaszon a genom
szekvencidja eltér (CACTAGTATA), igy a keletkezett PCR termék megmarad eredeti
hosszisdgdban. A PCR termékek szekvencidjat meghatdroztuk annak érdekében, hogy
kizarjuk az esetleges miitermékek jelenlétét, és ellendrizhessiik, hogy az éltalunk talalt

szakaszok valdban a keresett két Nosema faj genomjarél masolodtak-e.

EREDMENYEK, MEGBESZELES

A Magyarorszagon elofordulé virusfert6zések monitoring vizsgalata

A felmérés sordn az 1999-2004 terjedd iddszakban négy, Magyarorszdgon el6forduld
méhvirus jelenlétét sikeriilt kimutatni, és elterjedtségiiket feltérképezni. Ez a négy virus
az ABPV, BQCV, DWYV, és az SBV. A vizsgélat kimutatta, hogy a magyarorszagi
méhészetekben a legelterjedtebb virus a DWV (a méhészetek 72%-ban jelen volt), a
madsodik a BQCV (méhészetek 54%-ban volt jelen), a harmadik az ABPV (37%-ban
volt jelen), és igen kis ardnyban volt jelen az SBV, a vizsgdlt méhészetek 2%-aban (1.
tablazat). A 2007-ben vizsgdlt 72 méhmintdban a legnagyobb ardnyban az ABPV
fordult eld, jelenléte 70,8 %-o0s volt. A masodik az SBV volt 62%-al, a harmadik a DWV
48,6%-al, a negyedik a BQCV 40%-al. Ebben a vizsgélatsorozatban mar ki tudtuk

mutatni a CBPV-t is a csaldadok 5,5%-aban. Ezeket az adatokat Osszehasonlitva a



kordbbi felmérés eredményeivel azt lathatjuk, hogy jelentésen megvaltozott a legtobb

virus el6fordulasi ardnya. Az adatokat a 1. tdbl4zat tartalmazza.

1. tablazat: A virusok el6forduldsi aranya az 1999-2004 kozott illetve 2007-ben.

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

Vizsgaltuk azt is, hogy egy csaldd egyszerre hany virussal volt fert6zott. Az els6
felmérés sordn a vizsgdlt csalddok 37%-dban csak egy virus volt jelen a vizsgalat
idopontjdban. A csalddok 46%-dban két virus, és 11%-dban hirom virus egyideji
jelenléte volt kimutathat6. A 2007-es év soran nem taldltunk virusfert6zést a
méhészetek 6,9%-dban. Csak egy virust taldltunk a megvizsgilt mintdk 16,6%-aban,
kettot a mintak 30,5%-aban. Harom virus szimultan fertozése volt kimutathaté a mintak
34,7%-aban, négy virus a mintdk 9,7%-aban, és 5 virus a mintdk 1,4%-aban. Az 1. dbra
foglalja ©ssze a szimultdn virusfertdzések ardnydnak valtozdsat az 1999-2004
1ddszakhoz viszonyitva.

A virusok elterjedtségében jelentOs valtozdsokat tapasztalhatunk az emlitett idoszakban.
Két virus jelenléte jelentdsen csokkent: a DWV és a BQCV kisebb ardnyban voltak
jelen a 2007-es évben, mint a kordbbi vizsgédlatok sordn. Ugyanakkor két virus jelenléte
erdsen emelkedett: az egyik az ABPV, melynek jelenléte majdnem a dupldjira
emelkedett (37%-r61 70,8%-ra), a masik pedig az SBV melynek jelenléte igen
nagymértékben, a harmincszorosara emelkedett (2%-r6l 62%-ra). Ez utébbi virus
jelenlétének emelkedése magyardzat lehet arra, hogy a méhészek igen nagyardnyu
fiasitds-csokkenésrél szdmoltak be 2007 kozepén. A koltéstomlosodés a fiasitds
betegsége, mely a ldrva baboz6d4si zavaraihoz, majd a larva pusztuldsihoz vezethet. Az
ABPYV jelenlétének novekedése pedig részben magyardzata lehet a 2007-es év sordn
tapasztalt nagy ardnyd népességcsokkenésnek a méhcsalddokon beliill. Az amerikai
méhpusztuldsért felelosnek tartott izraeli heveny méhbénulds virust vizsgilataink sordn

nem lehetett hazai méhcsaladokban kimutatni.



Szimultan fert6zések el6fordulasi aranya
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1. abra: A szimultan virusfert6zések aranya az 1999-2004 idészakban dsszehasonlitva a

2007-es év eredményeivel.

Megemelkedett azoknak a csalddoknak az ardnya, amelyek egyszerre tobb virussal is
fertozottek voltak (1. dbra). Kordbban Osszességében a fertdzések 57%-a volt szimultan
fertozés, a 2007-es év felmérése alapjdn pedig mar a fertdzések 76%-dban volt
egyszerre tobb virus is jelen az adott csalddban. Tovdbba, mig kordbban az volt a
jellemzd, hogy legfeljebb harom virus volt jelen egy idében, addig 2007-ben mar olyan
csalddokat is taldltunk, amelyben mind az 6t Magyarorszdgon eddig kimutatott
méhvirus jelen volt. Osszességében a méhcsaladok virusfertézottsége megemelkedett,
ami a csalddot legyengitheti, és ezaltal érzékenyebbé teszi az egyéb fertdzésekkel
szemben is, ami oda vezethet, hogy a méhcsalddok kevésbé tudjdk tolerdlni a
jellemzden jelen levo dzsiai nagy méhatka fertézéseket €s a Nosema jelenlétét.

A kapott eredményeket Ossze lehetett vetni mds eurdpai monitoring vizsgalatok
eredményeivel, mivel Franciaorszagban ¢&s Ausztridban is végeztek hasonld
vizsgalatokat. Altaldnossagban elmondhaté, hogy 1999-2004 kozotti id6szakban
Magyarorszdgon alacsonyabb ardnyban voltak jelen a virusok, mint a szomszédos
Ausztridban, vagy Franciaorszagban. Tovabbd a szimultan fertdzéseket tekintve is
elmondhat6, hogy egyszerre tobb virus fertdzott egy csalddot a masik két orszagban. Az
1999-2004 kozotti felmérés még az Eurdpai Unidhoz valé csatlakozds eldtt tortént.

Abban az iddszakban ritkdbban fordultak eld a méhvirusok a magyarorszagi



méhészetekben, mint mas Eurépai Unids orszdgokban. Kisebb volt a szimultin
fertdzések ardnya is. Lehetséges, hogy a virusok megemelkedett jelenlétének hatterében
az Eurdpai Unids csatlakozds 4ll, és a késdbbiek soran Magyarorszagra is az Eurdpai
Unios értékek lesznek jellemzdek.

A Fekete anyabolcsé virus (BQCV) genotipusok genetikai vizsgalata és

filogenetikai 6sszehasonlitasa

A vizsgdlat soran 5 ausztriai, 10 magyarorszagi €s 7 lengyelorszagi mintan végeztiink
PCR vizsgdlatot a virus két kiillonbozé genomteriiletén (a helikdz enzimet kédold
teriileten €s a szerkezeti fehérjéket kodolé teriileten). A hasonlésagi ardnyokat a 2. és 3.

tablazat tartalmazza.

2. tablazat: A hasonldsagi ardnyok (%) a vizsgalt kozép-eurdpai genotipusok és a dél-

afrikai referencia szekvencia kozott a helikdz enzimet kodolo teriileten.

Ausztriai Magyarorszagi | Lengyelorszagi Del(_rl:?)lkal
genotipusok genotipusok genotipusok genotipus
Nukleinsav
95-99
Aus%tnal 94-99 82-95 82-83
genotipusok
98-100
95-99
Magyaforszag1 97-100 81-96 82-84
genotipusok
97-100
82-100
Lengye}orszagl 93-98 92-98 83-90
genotipusok
91-100
Del—Afnk,al 94 93-95 93-99
(ref.) genotipus
Aminosav




3. tablazat: A hasonlésagi aranyok (%) a vizsgalt kozép-eurdpai genotipusok és a dél-

afrikai referencia szekvencia kozott a szerkezeti fehérjéket kodolo teriileten.

Ausztriai Magyarorszagi | Lengelorszagi Del(_r[:?)lkal
genotipusok genotipusok genotipusok genotipus
Nukleinsav
96-100
Ausztriai
‘ 96-99 89-96 92-93
genotipusok
99-100
96-99
Magyaforszagl 98-100 89-96 91-93
genotipusok
97-100
89-99
Lengye}orszagl 98-100 97-100 91-94
genotipusok
98-100
Del—Afnk,al 99-100 98-100 99-100
(ref.) genotipus
Aminosav

Filogenetikai vizsgalatot végeztiink a genom két kiilonbozd teriileteir6l szdrmazoé
szekvencidk alapjan. A torzsfa, mely a helikiz enzimet kodold teriilet alapjin
készitettiink a 2. dbra a bal oldalan l4that6 a torzsfa, mely a szerkezeti fehérjéket kédold
teriilet szekvencidi alapjan késziilt, a jobb oldalon helyezkedik el.

A torzsfa alapjan, amely a helikdz enzimet k6dol6 génszakasz egy teriiletére épiil, azt
lehet latni, hogy a kozép-eurdpai genotipusok nem csoportosulnak kifejezetten foldrajzi
eredetiik alapjan, csupan hdrom lengyelorszagi genotipus kiiloniil el egy csoportba a
tobbi kozép-eurdpai virustdl (a Poland4, Poland5 és a Poland6).

A szerkezeti fehérjéket kodold génszakasz alapjan készitett torzsfa kissé mdas képet
mutat. A lengyelorszdgi virusok itt is elkiiloniilt csoportot alkotnak az ausztriai-
magyarorszagi csoporthoz képest, de az ausztriai €s a magyarorszagi genotipusok sem
keverednek olyan nagy mértékben egymadssal, mint a helikdz régi6é alapjan készitett
filogenetikai fdn. Tovabba ezen a torzsfdn a Poland5 és a Poland6 jelzésii virusok —
melyek a mdsik torzsfdn a Poland4-el kiilonallé csoportot alkottak — a Poland4-tdl

elkiiloniilve a tobbi lengyel virussal alkotnak kozos csoportot.
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2. abra: A fekete anyabolcs6 virus genotipusok vizsgalata eredményeképpen készitett
filogenetikai torzsfak. A baloldali torzsfat a helikaz enzimet (ORF1) kédol6 génszakasz
szekvencidi alapjan készitettiilk. A jobboldali torzsfat a szerkezeti fehérjéket (ORF2)
kédolo génszakasz szekvencidi alapjan készitettiik. A szdmok a bootsrap értékeket
jelentik %-ban. (Csak a 70%-nél nagyobb értékeket tlntettiik fel. A fekete vonal a

genetikai tdvolsdgot jelképezi.)

A BQCV genotipusok ezen elkiiloniilésére magyardzat lehet, hogy Lengyelorszag
irdnydba kisebb a méhanydk kereskedelme, a foldrajzi tdvolsidg nagyobb, illetve
Lengyelorszagtél egy természetes oOkoldgiai gat (a Karpat-hegység) vélasztja el
Magyarorszagot és Ausztridt. Ugyanakkor a magyarorszagi és az ausztriai BQCV
genotipusok kozti nagyobb hasonldsdg magyarazhat6 a két orszag kozti kisebb foldrajzi
tdvolsdggal, a két orszdg méhpopuldcidinak (és ezdltal az ezeket fert6z6 BQCV-
virusoknak) keveredésével. A nagy foku elkiiloniilést mely a dél-afrikai genotipus és az
eurdpai virusok kozott tapasztalhaté az extrém tdvolsdg magyardzhatja. Mindazonaltal
egy lengyelorszagi genotipus teljesen kiilondlld csoportot alkot dnmagaban, amely
genetikailag igen tavol esik mind a kézép-eurdpai virusoktdl, mind pedig a dél-afrikai

genotipustol.



Annak érdekében, hogy megbecsiiljiik a filogenetikai vizsgédlatok valddisagét, és hogy
fényt deritsiink a harom lengyelorszdgi genotipusnak a két torzsfan vald kiilonbozo
elhelyezkedésére, egy teljesebb vizsgalatot végeztiink a BQCV néhdny genotipusdnak
esetében a genom csaknem teljes hosszdn. A genetikai rekombindcié magyardzatul
szolgdlhat arra, hogy a harom lengyelorszagi virus miért mutat kiillonb6zd
csoportosuldst a genom két kiilonbozd teriiletét (ORF1 illetve ORF2) vizsgilva. A
feltételezés tisztdzdsa érdekében a Poland4, Poland5 és Poland6 genotipusok
szekvencidit meghatdroztuk csaknem a genom teljes hosszdn &atfedd primerparokat
haszndlva. A szekvendlt teriilet lefedi az 5’UTR részleges szekvencidjat, az ORF1, a két
nyitott leolvasdsi keret kozti intergenikus teriilet, az ORF2 és a 3’ oldali végso
szekvencia részleges teriiletét. Megszekvendltunk egy magyarorszagi genotipust
(Hungary10) is, annak érdekében, hogy egy kozép-eurdpai jellemzd szekvencidhoz is
tudjuk hasonlitani a lengyelorszdgi genotipusokat. A szekvencidkat dsszehasonlitottuk,

€s a hasonldsagi ardnyokat a SimPlot program segitségével szemléltetjiik a 3. abrén.
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3. abra: BQCV genotipusok hasonlésiagi mintazata. A dél-afrikai referencia genotipus,

a Poland5, Poland6 és Hungary10 a Poland4 genotipushoz viszonyitva.

A BQCYV szekvencidk osszehasonlitdsakor jellemzd mintdzatot taldlhatunk a kiillonb6zo
genomteriiletek valtozékonysagdban. Két genomteriiletet taldltunk — mindegyik
hosszabb volt, mint 100 nukleotid — amelyek minden vizsgdlt genotipusndl teljesen

azonosak voltak. Mind a két teriilet egy nem kddol6 szakaszra esik, kozel a nyitott



leolvasési keretek kezdetéhez. Ezek a teriiletek gyakran génexpresszidt szabdlyzo,
promoter tulajdonsagu teriiletek. Ennek a teriiletnek a miikodési feladata magyarazhatja
a nagyfoku hasonlésagot.

Ugy tiinik, hogy az ORF1 5’ végéhez kizel elsé harmada a vizsgilt BQCV genomok
legvéltozékonyabb teriilete. Az ORF1 a nem szerkezeti fehérjéket kodolja, de ennek a
teriiletnek a pontos szerepe még nem tisztizott. A gerinceseket fert6zd virusokndl
altaldban a nem szerkezeti fehérjéket kodolé génszakaszok a felelosek a kiilonféle
genotipusok pathogenitdsdban virulencidjaban tapasztalhat6 kiillonbségekért. Az ORF1-
et tekintve a vizsgdlt harom lengyelorszdgi genotipus inkdbb hasonlit a dél-afrikai
genotipusra, mint a magyarorszagi virusra az ORF1 3’ véghez kozeli teriiletén.

Az ORF2 dltaldnossdgban kisebb valtozékonysdgot mutatott, mint az ORFI.
Ugyanakkor ezen a teriileten azok a virusok, amelyek kozelebbi kapcsolatban vannak
egymassal (pl. a lengyelorszdgi genotipusok) nagyobb valtozékonysagot mutatnak, mint
az ORF1 masodik kétharmada. Mivel a muticié okozta egyedi kiilonbségek ezen a
teriileten kifejezettebbek, ezért ez a teriilet alkalmasabb filogenetikai vizsgalatra.

Mivel az ugyanarrdl a teriiletrdl szarmazé virusok (Poland4, Poland5 és Poland6)
hasonlésdga a genomon hirtelen megvéltozott, a kiillonféle genotipusok kozti genetikai
rekombindci6 el6forduldsa lehetséges. Mivel a jelen tanulményban a vizsgalt virusok
kozott nem bizonyithatd a rekombindcid, tovabbi vizsgélatok sziikségesek ennek

felderitésére esetleg mas genotipusok bevondsaval.

A Nosema ceranae elsé6 magyarorszagi kimutatasa és eléfordulasi gyakorisaganak
vizsgalata

A Nosema egysejtii parazita 4ltal okozott betegség nagy kéarokat okozhat a
méhcsalddokban. A fertdzés gyakran hasmenéssel jar, a csalad elnéptelenedéséhez és
nagy szamu egyedpusztuldshoz vezethet. Eurépdban a Nosema apis-t tartottdk a
Nosema-betegség korokozojanak. Magyarorszagon a betegség tiinetei elsdsorban télen
€s tavasszal jelentkeztek, nydron és Osszel csak ritkdn szdmoltak be a méhészek a
Nosema-fertdzés jellemzo tiineteirdl. Az utébbi években egyre tobb jelentés érkezett a
betegség tiineteirdl késé nydron és kora Osszel is, eredetileg erds csaladokndl, és meleg
1ddjdrasi viszonyok mellett is.

A Nosema fajok LSUrRNS koédol6 teriiletére tervezett PCR soran koriilbeliil 430-440 bp
hosszisagu termékeket kaptunk. Az RFLP vizsgédlat sordn az Msll enzim a Nosema

ceranae esetén egy 175 bp hosszisagu és egy 262 bp hosszusdgi DNS szakaszra vigta



a PCR termékiinket. A Nosema apis esetén pedig az enzim nem végta el az amplifikalt

DNS szakaszt.

Jelen vizsgélatban azt taldltuk, hogy a magyarorszagi méhészetekben 2006-ban és 2007-
ben gylijtott 38 mintdbol 37-ben Nosema ceranae volt €s csupdn egy mintdban talaltunk

Nosema apis-t.

A keletkezett PCR termékek koziil négynek meghataroztuk a nukleotid-sorrendjét, és
Osszehasonlitottuk a génbanki adatokkal. Harom olyan PCR terméket vélasztottunk,
amely az enzimes emésztés sordn két DNS szakaszra vagodott, illetve megszekvenaltuk
azt az egy mintdt, melynek a DNS-e az emésztés sordn nem vdagodott el. A kapott
szekvenciaadatok alapjan a hdrom minta amely az emésztés sordn két DNS szakaszra
vagodott 100% egyezést mutatott a génbankban taldlhaté Nosema ceranae
szekvencidval, az az egy minta pedig, amelyik PCR sordn keletkezett amplikonja nem
vagodott el az emésztés sordn, 100% egyezést mutatott a génbanki Nosema apis
szekvencidval.

Vizsgélataink sordn azt taldltuk, hogy 2007-ben Magyarorszagon a Nosema ceranae
elterjedtebb, mint a Nosema apis. Higes €s munkatdrsai Spanyolorszdgban 2006-ban
hasonlé eredményre jutottak. Azt taldltdk, hogy a vizsgdlt 12 mintabdl 11-ben N.
ceranae volt, és csak egy mintdban volt N. apis. A betegség évszaktdl fiiggetlen
megjelenése arra enged kovetkeztetni, hogy csak nemrégiben terjedt el Eur6pdban a N.
ceranae, mivel ez a kérokozé eredetileg az Azsia trépusi és szubtrépusi teriiletein honos
Apis cerana parazitija volt, valdsziniileg a melegebb klima a kedvezObb szdmdra.
Lehetséges, hogy Magyarorszdgon a globdlis felmelegedés miatt emelkedd
atlaghomérséklet és a megvaltozé iddéjarasi viszonyok kedvezd koriilményeket
teremtettek a megtelepedéséhez és elszaporoddsahoz, ez okozta a hirtelen elterjedését,
€s a Nosema-betegség kordbban szokatlan, aszezondlis, egész évben megfigyelhetd
jelenlétét. Az Eurépdban idegen kérokozénak az elterjedése alatdmasztja azt is, hogy a
fert6zott bioldgiai termékek kontinensek kozotti kereskedelme okozhatja egy tdjidegen,
jelen esetben tropusi parazita megjelenését €s elterjedését Eurdpaban, és ennek eldre
nem lathat6é kovetkezményei lehetnek.

Az 4ltalunk kidolgozott PCR-RFLP mddszer, alkalmasnak bizonyult a két Nosema faj
elkiilonitésére szekvendlds nélkiil is, megfeleld6 mind a diagnosztikdban val6

alkalmazdasra, mind pedig tovéabbi kutatdsok segitségéiil szolgalhat.



UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Polimerdz lancreakcidra alapozott gyorsdiagnosztikai eljardsokat dolgoztunk ki
a mézeld méh szdmos virusfertézésének kimutatdsdra, melyek koziil tobb
(ABPV, BQCV, DWV, IAPV) sajat tervezés-fejlesztés eredménye.

2. A fenti mddszereket felhaszndlva két periddusban Magyarorszdgon elséként
végeztiink felméréseket az Ot leggyakoribb méh-virus elterjedtségének
felmérésére, és a két periddusban tapasztalt eltérések alapjan jarvanytani
kovetkeztetéseket  vontunk le a  méh-virusok  fertdzéskinetikdjdnak
vonatkozdsdban.

3. Meghatdaroztuk  tobb  BQCV  genotipus teljes kodolé  régidinak
nukleotidsorrendjét, ezek alapjan filogenetikai Osszehasonlité vizsgélatokat
végeztiink kozép-eurdpai BQCV virusok felhaszndldsaval.

4. Megallapitottuk, hogy a BQCV esetében (szemben a gerincesek virusaival) joval
nagyobb a genetikai variabilitdis a nem strukturdlis proteinekat kdédold
génszakaszo-kon, mint a struktirproteinek génjein.

5. PCR alapi diagnosztikai moddszert dolgoztunk ki a mézel6 méh Nosema-
fertdzésének kimutatdsara, ami az analitikai RFLP analizis révén lehetdséget ad
a két Nosema faj (N. apis €s N. cerenae) elkiilonitésére.

6. Megallapitottuk, hogy Magyarorszigon a Nosema-fertdzések tilnyomo

tobbségét a N. cerenae okozza.
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