Allatorvostudomanyi Egyetem

Jarvanytani és Mikrobiologiai Tanszek

A mézelé méhek spiroplasma fertézésének

felméro vizsgalata Magyarorszagon

Készitette: VVass Istvan Daniel

Témavezetd: Dr. Forgach Petra

egyetemi docens

Budapest

2020.



TARTALOMJEGYZEK

1. ROVIDITESEK JEGYZEKE.......coiisiecieieeeeeeeeee e, 3
2. BEVEZETES, CELKITUZES ....oioiiioteteteteteeeeeeeeeeeeeeeseeeseeeeeseneeeseeeeesesen s 4
3. IRODALMI ATTEKINTES. ..ottt en e, 6
4. ANYAG ES MODSZER ......cooiiieeeeeeeeeeeee et es et es s en s 11
5. EREDMENYEK ..ottt tsn st 18
6. EREDMENYEK MEGBESZELESE, KOVETKEZTETESEK .................. 21
7. OSSZEFOGLALAS ...t 24
8. ANGOL CIM ES ROVID OSSZEFOGLALAS .......cocoeveeeeeereeeeeeeenn, 25
9. IRODALOMIEGYZEK ..ottt en st 26
10. KOSZONETNYILVANITAS ...ttt 29



bp
DNS
TSE

EDTA

Kbp

OMME
NEBIH ADI

PBS

PCR
SMCA
SRO

1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

bazispar
dezoxiribonukleinsav

transmissible spongiform encephalopathies = fert6z6
szivacsos agyveldbantalmak

ethylen-diamin tetra-acetate = etiléndiamin tetraacetat
kilobazispar
Orszagos Magyar Méheészeti Egyesdlet

Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal Allategészségiigyi
Diagnosztikai Igazgatésag

phosphate buffered saline = foszfattal pufferolt fiziologias
sooldat

polymerase chain reaction = polimeraz lancreakcid
suckling mouse cataract agent

sex ratio organism



2. BEVEZETES, CELKITUZES

Szakdolgozatom téméaja a mézel6 méhet (Apis mellifera L.) megbetegité Spiroplasma
melliferum és Spiroplasma apis hazai el6fordulasanak vizsgalata. E16bbit az USA-ban mutattak
ki elészor (Clark, 1977.) utobbit Franciaorszagban (Mouches es mtsai. 1984), kz6s bennik,
hogy amennyiben fert6zést okoznak egy méhcsaladban, akkor tavasz kdrnyékén, a kaptar
bejarataban 6sszegyild, ropképtelen, lassii mozgasu, illetve elhullott méhekben fordulnak el

legtdbbszor.

Hazankban a méhészek évrol évre tapasztalnak tavasz végén, nyar elején ,,maszkalast”, amit
legtbben az egyik legfontosabb nektartermelé novény, a repce viragzasaval, illetve a repce
permetezésével hoznak Osszefliggésbe, és enyhe, pusztulast nem okozod ndvényvéddszer-
mérgezésre gyanakodnak. Ugyanakkor szdmos esetben nem tortént permetezés a ropkorzetben,
ezért munkahipotézisként felmer(lt az, hogy esetleg nem mérgezés, hanem valamilyen mas ok,
esetleg fertdzd jellegi megbetegedés van a ropképtelenség ¢s a kismértékli pusztulas
hatterében. Mas orszagok felmér6 vizsgalatai is azt mutatték, hogy eléfordul ilyen jelenség, és
a prevalencia tavasszal, majus kornyékén tet6zik. Tobb esetben igazoltdk valamelyik
spiroplasma faj (vagy mindkettd) jelenlétét az ilyen ropképtelen méhekben. A spiroplasma
fert6zés angol elnevezése is ebbdl a szezondlis el6fordulasbol ered: majusi betegség (May

disease).

Magyarorszagon korabban igazoltak ugyan a méhek spiroplasmosisanak el6fordulasat, de a
vizsgalati modszer (vérvétel maszkaldé méhekbdl, és a haemolympha faziskontraszt
mikroszkoppal torténd ellendrzése a baktériumok jelenlétének kimutatdsara) meglehetosen
munka- és id6igényes volt, ezért tomeges vizsgalat elvégzésére nem volt alkalmas, igy eddig
meég nem tortent felmérés nagyobb szdmd mintdn a betegség hazai el6fordulasaval

kapcsolatban.

Ezért célul tliztiikk ki polimeraz lancreakcidra (polymerase chain reaction, PCR) alapozott
molekularis bioldgiai modszer kidolgozasat, hogy ezzel a viszonylag gyors és a korabbi
modszernél kevésbé munkaigenyes modszerrel nagyszami mintan probaljuk megallapitani a
fertdzés eldforduldsat azokban az esetekben, amikor a méhész tomeges rOpképtelenségre
panaszkodott. A vizsgalatokat egész évben végeztiik ilyen jellegli probléma jelentkezése esetén,

hogy a szezonalitast illetden is adatokat kapjunk. A vizsgalat az Orszagos Magyar Mehészeti
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Egyesilet (OMME) szervezésében a megyei méhegészségligyi szaktanacsadok altal a Nébih
ADI Méh-és Halegészségiigyi Laboratoriumaba bekiildétt mintak felhasznalasaval tortént,

miutan ott a Varroa atka és nosema fertézés vizsgalata a mintakon megtortént.

A felmérés mostani, elsd fazisaban csak korlatozott szamu minta vizsgalatat tztiik ki célul, és
elsddleges célunk az volt, hogy a kordbban még nem hasznalt PCR vizsgalatot optimalizaljuk,
¢s bevezessiik a mézeld méhek fertdzd betegségeinek (virusfertdzések, nyulos koltésrothadas,
nosemosis stb.) kimutatasara korabban kidolgozott rutinszer(i laboratoriumi diagnosztikai
vizsgalatok kozé, melyeket rendszeresen végeznek az Allatorvostudomanyi Egyetem

Jarvanytani és Mikrobioldgiai Tanszékének viroldgiai laboratériumaban.



3. IRODALMI ATTEKINTES

A spiroplasmakrol altalanossagban

A spiroplasma fajok a Mollicutes osztalyba tartozd mikroorganizmusok. Kozeli rokonsagban
allnak a mycobacteriumokkal. Eddigi vizsgélatok alapjdn Amerikatél Kinaig eléfordulo
novény- és rovarpatogének, de emlésokben betegséget okozo fajok is vannak koztiik. Burkuk
nincs, alakjuk spiralis (melyr6l elnevezésiiket kaptak), hosszukas, 0,2-10 um nagysaguak, nincs
merev sejtfaluk. Gram szerint nem festédnek, csilloval, flagellummal nem rendelkeznek (1.
abra). Dugohuzo szerii mozgast végezve képesek hossztengelylik mentén mozogni. Genomjuk
hozzavetbélegesen 1400 kbp méretii. Tenyésztésiik nehézkes, specialis taptalajokon is heteket

vesz igénybe (Liao és Chen, 1982).

1. abra: A képen jol lathatd a spiroplasmak jellegzetes morfologiaja

Spiroplasmak a névényvilagban

A spiroplasmék f6 rezervoar fajai a viragokat gyakran latogato rovarok, és maguk a viragok. A
baktériumok a rovarok bélcsovében és vérnyirkaban szabadon illetve intracellularisan is

megtalalhat6ak, a rovarok feltehetéen bélsarukkal terjesztik a korokozot.

A spiroplasmak felfedezése Davis és Worley nevéhez kothetd, akik a kukorica satnyasagnak
(corn stunt disease) nevezett betegséggel kapcsolatos kutatasaik soran felfedeztek egy addig
ismeretlen mikroorganizmust (Davis és Worley, 1972), amit csak joval késébb irtak le

Spiroplasma kunkelii néven (Whitcomb és mtsai, 1986). Az els6ként leirt spiroplasma fajt



(Spiroplasma citri) ugyanis a citrom terméketlensége (citrus subborn) néven ismert betegségbdl

mutattak ki és 1973-ban irtdk le (Saglio és mtsai, 1973).

Spiroplasmak az allatvilagban

Clark 1964-es vizsgalatai soran - mely rickettsiak kimutatasara iranyult - kullancsokban
felfedezett egy sziirhetd, embrionalt tyuktojasban szaporithatd, ismeretlen korokozot, mellyel
szopos egereket fertdzve azokban sziirkehalyogot idézett eld, igy SMCA-nak nevezte el
(Suckling Mouse Cataract Agent), bar az idegrendszeri tlinetek, satnyasag is a betegség
jellemzbje volt. Feln6tt egereket fertézve, azok szinte kivétel nélkil tinetmentesen atvészelték
a fert6zést. Clark ekkor még azt hitte, hogy egy virussal van dolga, és csak joval késébb, a
1980-es évek elejen tudtak meg eleget a korokozérol, melyet igy mar be tudtak sorolni a
spiroplasmék kozé és Spiroplasma mirum-nak neveztek el (Tully és mtsai, 1982). Késébbi
kutatdsok parhuzamot véltek felfedezni a S. mirum fert6zottség és a fert6zé szivacsos
agyvel6bantalom kialakulasa k6zott szarvasokban, juhokban és kecskékben (Bastian és mtsai,
2007).

Mas vizsgalatok az ecetmuslicak (Drosophila nebulosa, D. willistoni, D. melanogaster) ivar-
aranyat (SR, sex ratio) befolyasold6 mikroorganizmust detektaltak, azonban nem tudtak
taxondmiailag besorolni, igy csak ,,sex-ratio organism” (SRO)-nak nevezték el (Poulson és
Sakaguchi, 1961). Késébb szdmos kutatds foglalkozott ezekkel a mikroorganizmusokkal és
kideritették, hogy spiroplasméak okozzak az ivararany-eltolddast oly modon, hogy a him
egyedeket elpusztitjak (Tsushima és mtsai., 2015). Mindmaig szdmos ndvénybdl, vérszivo
kétszarnyubol (szinyogbol, bogolybdl), kullancsbol is irtak le spiroplasma fajokat (Ballinger
és mtsai., 2018, Jaenike és mtsai., 2010, Koch és Schmid-Hempel, 2011).

A mézel6 méhek spiroplasmairol

A spiroplasmosis egy maig kevesbé feltérképezett betegség. Davis és Worley ugyanis
véletlenszeri felfedezése kapcsan csak morfoldgiajat irtak le, és azota is csak Kis szamu kutatas
foglalkozott a spiroplasmak okozta betegségekkel. A mézl6 méhekben ferté6zést okozd
spiroplasma fajoknak (S. apis, S. melliferum), mint potencialis méh-patogéneknek a fontossaga

az ezredforduld utan kezdett felértékelddni, ahogy a megporz6 rovarok mennyisége, foleg a



Ve

(Kluser és Peduzzi, 2007).



Kezdetben a mycoplasmak tenyésztéséhez hasznalt taptalajokon tenyésztették a
spiroplasmékat, de ez tobb szempontbdl is nehézkes volt. A betegségre gyanus méhekbol
eldszor livegkapillarissal vérnyirkot kellett kinyerni (2. &bra), majd ezt specialis taptalajba
oltani. A telepek lassi novekedése miatt ez a mddszer nem volt elég hatékony a
diagnosztikdban. Hasonlé mintavételi eljarassal direkt mikroszképos vizsgalatot is
hasznalhatunk az azonositasra; az él6 spiroplasmak a méhekbdl vett haemolymphaban
jellegzetes alakjukrdl és mozgasukrol konnyen felismerhet6k, viszont ehhez a vizsgalathoz
specialis faziskontraszt vagy sotétlatoteres mikroszkop sziikséges. Ugyanakkor a spiroplasmak
fajai kozott nem tudunk ilyen mddszerrel kulénbseéget tenni, ehhez specialis immunsavok és

agglutinacios proba sziikséges.

2. dbra: Haemolympha gytijtése mézel6 méh dolgozobol

A PCR technoldgia alkalmazasaval lehet6ség nyilt pontos fajmeghatdrozasra specifikus
szennyezett mintakban is (Yokomi és mtsai., 2008, Meeus és mtsai. 2012). A két f6
méhpatogén spiroplasma fajt vizsgalva feltérképezték a méhek immunvalaszat a fert6z6dés
utan, illetve megvizsgaltak az elhullasuk utén a testiikben végbement valtozasokat. Ezek
alapjan egyértelmiivé valt, hogy olyan méhbetegségrdl van szd, amely veszélyt jelenthet

barmely koloniéra (Yang, 2017).



Spiroplasma vizsgalatok Magyarorszagon

A hazai spiroplasméakkal kapcsolatos vizsgalatok dr. Csaba Gyorgy nevéhez fiiz6dnek, aki
hozzavetdlegesen 1993 6ta folytatott vizsgalatokat a betegség kimutatasaval kapcsolatban. Az
6 vizsgalatai soran is korvonalazodtak a hazi méh spiroplasmosisanak jellemz6 vonasai. Ezek
a foleg tavasz végi és nyar eleji megbetegedések, legjellemzébben majus kornyékén, a
repceviragzassal parhuzamosan, illetve a beteg méhekre jellemzé tiinetek, melyek kozil a
leggyakrabban emlitettek, hogy a méhek a kaptar bejaratanak a kozelében ,,maszkalnak”,
remegnek, csomokba gyiilnek, a kaptar kbzelében tomegesen elhullanak. Ezeket a vizsgalatokat
a fentebb leirt vérnyirokvétellel, majd annak mikroszkdpos vizsgalataval végezték el, illetve
mycoplasmak tenyésztésére szolgalo taplevesbe oltva tenyeésztették is. Vizsgalataik kapcsan
gyakran talaltak spiroplasmakat a levett mintakban. (Csaba, 2008)
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4. ANYAG ES MODSZER

Méhmintak

A mintak az OMME szervezésében a Nébih ADI Méh-és Halegészségiigyi Laboratoriumabol
vagy kozvetlenll a méhészektol jutottak el hozzank. A gyiijtés masfél év alatt (2019. méajusatol
2020. szeptemberéig) tortént. A méhmintak beérkezésének idébeli eloszlasat az

Allatorvostudomanyi Egyetem Jarvanytani és Mikrobioldgiai Tanszékének viroldgiai

laboratériumaba az év honapjai szerint az 1. tablazat foglalja 6ssze.

1. tdblazat: A vizsgélat masfél éve alatt beérkez0 mintak szama havonkénti bontasban:

2019 2020 Osszesen
Januér 0
Februar 28 28
Marcius 0
Aprilis 8 8
Majus 6 11 17
Junius 11 4 15
Julius 8 12 20
Augusztus 0 2 2
Szeptember 7 19 26
Oktober 20 20
November 11 11
December 2 2
Osszesen 65 84 149

Mintak Magyarorszag egész teriiletérdl, 3 hijan minden megyébdl érkeztek. Osszesen 52
méhészetb6l 149 mintat kaptunk, a mintakiildd méhészetek foldrajzi helyezédését a 3. abra

mutatja.

A mintagytiijtést a méhész végezte a kaptarak elott maszkalé méhekbdl. Méhcsaladonként 60-
100 db agonizald, frissen elpusztult vagy csak enyhe tiineteket (mozgési rendellenességet)
mutaté kifejlett méhet kildtek vizsgalatra. A mintakat papirboritékba csomagolva, postai Gton
vagy (a Nébih ADI Méh-és Halegészségiigyi Laboratoriumabél érkezé mintik esetében)

kildonc segitségével jutattak el hozzank (4. abra).
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3. abra: A mintat kiild6 méhészetek foldrajzi elhelyezkedése Magyarorszag vaktérképén.

4, 4bra: A laboratoriumi vizsgalatra érkezé méhminték

Mintafeldolgozas
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Laboratériumba érkezésik utan a mintékat feldolgozasukig, illetve a mintak elokészitését
kovetden a homogenizatumokat is -20°C-on taroltuk a nukleinsav tisztitasig. A
mintael6készités soran steril kvarchomok segitségével steril dérzsmozsarban 50 db a beérkezett
mintabol véletlenszertien kivalasztott, kifejlett méhet homogenizéltuk és 10 ml PBS-ben
(phosphate buffered saline, foszfatsokkal pufferolt fizioldgias konyhasé-oldat) szuszpendaltuk.
A homogenizdtumokat 10 percig 1500xg gyorsulassal centrifugaltuk, igy a durvébb
szovettormelékek lellepedtek, majd a fellldszot 12.000xg gyorsuldssal ismételten
centrifugaltuk 15 percig, amivel a kis méretli szennyez6 anyagoktol (baktériumok, aprobb
szovettormelékek) is megtisztult a minta. A centrifugatum viztiszta feltiluszojat hasznaltuk
nukleinsav tisztitasra. A minték egyedi szamozast kaptak, melyeket a mintatarol6 cséveken
feltlintettink.

Nukleinsavtisztitas

A mintafeldolgozas végén képz6dott viztiszta feliilaszobol 140 ul-t 560 pl lizis pufferbe
mértink (20mg/ml lysosime, 20mM Tris-HCI [pH 8], 2mM EDTA, 1,2% Triton), majd

minimum 10 percig szobah6n inkubaltuk.

Ezutan 560 pl etanolt adtunk a mintdhoz, amit vortex segitségével 6sszekevertiink. A kovetkez6
lépésben filteres csdbe mértiink 630 pl-nyi keveréket, amit 6000xg gyorsulassal 1 percig
centrifugaltunk. Az filteres csdvet megtartva, az alsé csovet cserélve ezt megismételtik ujbol

630 pl-nyi minta bemérésével.

Amikor ezzel készen voltunk a filteres csovet 0j gyiijtécsdbe helyeztiik és ramértiink 500 pl
AW1 mosopuffert, majd ezt is 6000xg gyorsulassal centrifugaltuk 1 percig. Ugyanezt a Iépést
megismételtiik, ezattal AW2 mosopuffert mérve a filteres csébe, de ezt mar 20.000xg
gyorsulassal centrifugalva 3 percen at. Végiil a gylijtécsovet eldobva a minta szamaval ellatott
eppendorf csébe helyeztiik a filteres csovet és 60 ul AVE eludlo puffert mértiink kézvetlendl a
filterre és Ujbol 6000xg gyorsulassal centrifugéltuk. Igy az eljaras végére 60 ul-nyi tisztitott

nukleinsavat tartalmazé oldatot kaptunk, melyet felhasznalasig -80°C-on taroltunk.

A tisztitott DNS-t QlAamp viral DNA Mini kit (Qiagen, Németorszag) segitségével izolaltuk,

kovetve a gyartd utasitasait.
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Polimeraz lancreakcié (PCR)

A PCR vizsgalatokat az Allatorvostudomanyi Egyetem Jarvanytani és Mikrobioldgiai

Tanszékének virologiai laboratoriuméban végeztik.

Felhasznalt primerek

Az altalunk vizsgalt 2 spiropasma faj kimutatdsdra ugyanazt az univerzalis spiroplasma
primerpart hasznaltuk, amely mindkét faj (S. apis, S. melliferum) 16S rDNS-ének egy 976 bp
hosszUsagu szakaszat amplifikalja. A szlikséges primereket a Sigma-Aldrich-tol (Merck
cégcsoport) szereztlk be. A felhasznalt primerek nukleotidsorrendjét és egyéb jellemzoit a 2.
tablazat foglalja Gssze.

2. tablazat: Az amplifikaciora felhasznalt primerek jellemzdi

Tapadasi A termék

Primer neve Primer szekvencia (5’-3°) hely hossza (bp)

BS1-976forward 5’-AAGTCGAACGGGGTGCTT-3’
BS1-976reverse | 5’-TGCACCACCTGTCTCAATGT-3'

16S rDNS 976

Nukleinsav amplifikacio

A vizsgélatot egylépéses amplifikacios modszerrel végeztiik, melynek elénye a szennyezddés

veszélyének minimalisra csokkentése, illetve a gyorsabb kivitelezhetdség.

A PCR-hoz felhasznalt reakciokeverék 5 ul 10xreakci6 puffert, 5 pl dezoxinukleozid trifoszfat
mixet (ANTP), 0,3 pul polimerzaz enzimet (Taq DNS polimerazt), 3 ul MgClz-t (Fermentas,
Vilnius, Lithuania), 50 pmol genomikus és komplementer primert, 2 pl templat DNS-t és a
reakcioelegyet 50 pl-re kiegészité mennyiségli desztillalt vizet tartalmazott. Az amplifikaciot
MJ Research Mini Cycler késziilékben végeztiik (MJ Research Inc., Watertown, Massachusetts,
USA) (5. abra).

14



Fhdal

5. abra: Az amplifikaciora hasznalt Mini Cycler készulék feltdltése mintakkal.

Az amplifikacios program Iépései a kovetkezok voltak:

e - A polimeraz ciklusok eldtt hosszabb ideig, 5 percig (min) 95°C-ra hevitik a

reakcioelegyet, ezaltal a templat DNS ¢és a primerek kettds szalai is szeparalodnak a

hidrogénhidak felbomlasa révén.

e - Ezutan 45 ciklusban ismétlédnek a kovetkezd szakaszok:

@)

- A hémérsékletet 57°C-ra csokkentve a primerek képesek kapcsolodni a templat
szalakhoz. Ez az ugynevezett annealing, mely 40 masodpercig (s) tart.

- Ezutan a DNS polimerdz enzim létrehozza az (j DNS szalat 72°C-on 1 perc
(min) alatt (lancépités, extension).

- Végul 95°C-on 40s alatt a képzddott nukleinsav szalak denaturaldodnak,
elvalnak egymastol (denaturation).

- A folyamatot egy 7 percig tartd 72°C-os folyamat zarja, mely soran a
lancszintézis lezarul.

- Tovabbi felhasznalasig a keésziilék 4°C-on tarolja a termékeket.

A PCR termékek azonositasa

Az azonositas gél-elektroforézissel tortént. Az RT-PCR reakciot kovetéen, a terméket 2%-0S

Tris-acetat-EDTA agaroz gelben 0,5 pg/ml ethidium-bromid jelenlétében elektroforetizaltuk

OmniPur horizontalis gélelektroforézis készllékben (Darmstadt, Németorszag) futtattuk (6.
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abra), az aldbbiak szerint: 5 pl terméket 1 pl 6xLoading Buffer-rel (Fermentas, Vilnius,
Livania) elkevertiink és a gél zsebébe mértiink, majd 8 V/gélcm fesziiltség mellett 40 percig
futtattuk. Science ID szoftvert hasznalva. A termékek méretét 100 bp DNS létra segitségével
hatdrozzuk meg (GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder, Fermentas, Vilnus, Litvania). Az egyes
reakciok, ill. termékek ellendrzéséhez az alabbi kontrollokat hasznéltuk. Negativ kontrollként
DNS mentes reakcidelegy szolgéalt. A pozitiv kontrollt a korabbi kisérletekben pozitivnak

mindsitett mintabol szarmazdé DNS képezte.

6. abra: Az elektroforézisre hasznalt horizontalis gélelektroforezis keszulék.

A termékeket ultraibolya (UV) fényben 312 nm-en tettiik lathatova és poziciojukat Kodak DS
Electrophoresis Documentation and Analysis System készulek segitségével lefénykepeztik (7.

abra).
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7. dbra: A géldokumentacio elkészitésére hasznalt Kodak Digital készuilék.
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5. EREDMENYEK

Az elektroforézis soran kapott spiroplasma specifikus termékek

Az izolalt bakterialis DNS-eknek megfeleld primerekkel végzett PCR termékei (amplikonok) a
spiroplasma genom alapjan szamithat6 amplikonnak megfeleléen 976 bp méretli terméket
adtak. A végzett vizsgalatok kozll egy gélelektroforézis utan készilt, pozitiv és negativ
eredmenyt add mintakat egyarant tartalmazoé gél képét a 8. abra mutatja be.

8. abra: Gélelektroforézis soran kapott spiroplasma specifikus termékek (+). A vizsgalt
mintak tobbsége adott egy kb. 650 bp méretii aspecifikus terméket is (*). Ennek esetleges

eredetére a ,,Megbesz¢lés” fejezetben térek ki.

A fert6zottség a vizsgalt mintak szazalékdban

A vizsgalt 149 mintabol 32 volt fertézott (21,5%), mig 117 mintdban nem mutattunk ki
spiroplasma nukleinsavat (9. abra).
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Fertézottségi arany

m Fert6zott

m Nem
fert6zott

9. dbra: A spiroplasma pozitiv mintak aranya az 6sszes mintan beldil

Az igazolt spiroplasmosis esetek idébeli eloszlasa

A vizsgalat masfél éve soran talalt pozitiv mintak megoszlasat havi bontasban a 2. tablazat

mutatja be.

2. tablazat: Az igazolt spiroplasmosis esetek id6beli eloszlasa

(?5(3)21%3_ gg)'zn(};i Pozitiv Negativ

Januér 0

Februér 28 1 21

Marcius 0

Aprilis 8 8

Majus 17 56 L

Junius 15 4+3 1

Jalius 20 2+7 o
Augusztus 2 2
Szeptember 26 2+1 >+18

Oktdber 20 20
November 11 1 10
December 2 2
Osszesen 149 32 115

Mint az a fenti adatsorbol latszik, a pozitiv mintdk z6me, 32 pozitiv mintabol 27 (84,4%) harom

honap (méajus-janius-jalius) alatt gytilt 6ssze (11. abra).
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Fertozottség havi bontasban

mV.-VIl.

= VIIL-IV.

11. abra: Az abrén jol lathato, hogy a pozitiv mintak zome (84,4%-a) harom hdnapra (méjus,

janius, jalius) koncentralodik.

Az igazolt spiroplasmosis esetek foldrajzi eloszlasa

A pozitiv mintakat kiildé méhészetek tobbé-kevesbé egyenletesen oszlottak meg Magyarorszag
tertletén, bar a déli-délnyugati régiokon jellemzObb volt, mint az északkeleti teriileteken. (10.
abra)

10. &bra: A vaktérképen piros pontok jel6lik azokat a méhészeteket, ahol a vizsgalat masfél
¢éve alatt legalabb egy mintabol kimutattunk spiroplasma fert6zottséget; a kék pontok a

negativ méhészetek foldrajzi helyezddését mutatjak.
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6. EREDMENYEK MEGBESZELESE, KOVETKEZTETESEK

A bekildétt mintak PCR eredmenyei alapjan kimondhatd, hogy a magyar méhcsaladokban
széleskoriien eléfordul a spiroplasmosis. Mivel a vizsgalt mintaszam még meglehetésen
alacsony, messzemeno statisztikai kovetkeztetéseket nem lehet levonni, és feltételezhetd, hogy
a kapott eredmény nem tuikrozi a valds képet. A jovében tobb mintat kell vizsgélni ahhoz, hogy
teljesebb képet kapjunk a spiroplasmosis eléfordulasarol, elterjedtségérdl és méhegészségiigyi

jelentéségérol.

Az altalunk hasznalt PCR eljaras alkalmasnak bizonyult arra, hogy nagyobb szdmu mintéat
viszonylag rovid id6 alatt és kevés munkaerd-raforditassal vizsgalatnak vessunk ala. Bar a
vizsgalt méhmintak amplifikdcidja soran mindig képzodott egy a specifikus (976 bp
hosszusagu) terméknél lényegesen rovidebb aspecifikus termék is (mérete kb. 650 bp), ez
minden esetben lényegesen halvanyabb volt a specifikus terméknél. Elkulonitését az is
megkdnnyitette, hogy a pozitiv kontroll minden esetben csak a specifikus termék méretének
megfeleld csikot adta. Az aspecifikus csik nagy valoszintiséggel azért alakul ki, mert az &ltalunk
alkalmazott primerpér a spiroplasmaknal joval kisebb mértékben ugyan, de a mézel6 méh

genomjanak valamelyik régidjat is felerdsiti.

Ezt az is bizonyitja, hogy minden méhmintaban jelen volt, vagyis a spiroplasma-specifikus
csikot nem ado, spiroplasma negativ méhek homogenizatumabdl is kimutathaté volt. Mivel a
PCR vizsgalatok soran alkalmazott pozitiv kontroll baktériumtenyészetbdl szarmazott, igy
méh-genomelemeket nem tartalmazott, nem is adhatta ezt az aspecifikus reakciot.
Egyértelmlien csak az aspecifikus termék nukleotidsorrendjének meghatirozisa segitene
eldonteni ezt a kérdést, de egy esetben sem kaptunk olyan erds aspecifikus csikot, hogy ezt a

viszonylag nagyobb mennyiségli DNSt igényl6 vizsgalatot elvégeztethettiik volna.

A mintat kiildé6 méhészetek foldrajzi helyezddése valtozatos, az orszag teriiletén szétszorva
talalhatok, ezért a vizsgalat a spiroplasmosis hazai elterjedtségét illetéen nagyjabol
reprezentativnak tekinthetd, annak ellenére, hogy harom megyébdl (Jasz-Nagykun-Szolnok,
Csongrad és Vas megye) nem kaptunk vizsgalatra mehmintakat. A vizsgalatok egyértelmiien
bizonyitjak, hogy a spiroplasmosis esetleges jelenlétével barmelyik méhészetben szamolni

lehet Magyarorszagon.
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A mintavételezés idépontja viszont meghatarozovolt a pozitiv minték esetében. A mintagytjtési
id6szakban (2019.05-2020.09.) voltak honapok, melyek kétszer szerepeltek (majus, janius,
jalius, augusztus, szeptember), mig a maradek hdnapok csak egyszer. Az azonban latszik, hogy
a tavaszi-nyari idészakban nagyobb aranyban voltak pozitiv mintdk, mint a tobbi évszakban.
Ez 6sszhangban van kilfoldi tanulmanyokkal (Schwarz és mtsai 2014), melyek szerint tavasz
vegen, nyar elején dusul fel a koérokozd leginkabb a viragokon és a méhekben, majd a nyar
befejeztével a prevalencia meredeken zuhan. Ugyanakkor a cstcsidészakon (majus-junius)
kiviil is kimutattunk pozitivitast, ami azt bizonyitja, hogy a baktériumfertézés a
méhallomanyokban a csucsidészakon kiviil (6sszel és télen) is fennmarad, ¢és a kovetkez6 év

tavaszan Ujra a klinikai tinetek halmoz6désahoz vezethet.

A vizsgalataink alapjaul szolgalé méhmintak egy jelentds része a Nébih ADI Méh-és
Halegészségugyi Laboratériumabol, az ott lezajlott varroa- és nosema-vizsgalatok utan, két-
haromhetes késéssel kerllt 4t hozzank vizsgalatra. Mivel mi a mintakat a laboratériumunkba
érkezés datuma szerint tartjuk nyilvan, azok zomének gyijtése vélhetdleg korabbi idopontra
tehet6, ezért a spiroplasmosis ,.csucsidoszaka” vélhetdleg majus-janius, noha mi a
laboratoriumunkba juliusban érkez6 mintak k6zott is nagyarany pozitivitast eszleltiink. Ezeket
a mintdkat a méhészek vélhetdleg majus végén, junius elején gyiijtottek és kiildtek vizsgalatra

a Nébih ADI Méh-és Halegészségiigyi Laboratoriumaba.

Tesztrendszeriinkkel a méhekben eléforduld két fajt (Spiroplasma apis és Spiroplasma
melliferum) egyarant ki tudtuk mutatni, de ezek elkllonitése az altalunk hasznalt médszerrel
nem lehetséges. Amennyiben erre a késébbiekben igény meriil fel, akkor a fajszinti azonositas
is megoldhato. A spiroplasmosis tiinetei ugyanakkor mindkét faj estében hasonloak: a méhek a
kaptarak el6tt csomoba gytilnek, repiilni nem tudnak, korbe-kdrbe maszkalnak, a potrohuk
duzzadt, mozgasuk lomha, bizonytalan, olykor remegnek, majd egy héten beldl elhullanak. A
csaladok egy héten belul a kijaré méhek 1/3 részét is elveszithetik, de a nyar kbzepére altaldban
meggyégyulnak. Kildn jellegzetessége ugyanis a spiroplasmosisnak, hogy jelentkezése
sokszor (igy Magyarorszagon is) vélhet6leg szezonalis, a repceviragzashoz kothetd. Az még
nem ismert, hogy ez a jelenség véletlen egybeesés-e vagy a repcének fert6zéskozvetitd, vagy
fert6zést felerdsité hatasa van-e. A nemzetkOzi irodalom adatai szerint a spiroplasmak
els@sorban novényekben és novényeken élelmet gyiijté rovarokban (levéltetvekben, méhekben)
fordulnak elé, igy nem zarhato ki az sem, hogy kolcsondsen szerepet jatszhatnak egymas
spiroplasma-fert6zéseinek terjesztésében. Hogy a jovében minél teljesebb képet kapjunk a

spiroplasmosis terjedési dinamikajarol, szamitasba kell venni a mintavételezés évében az adott
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régié méhlegeldin a fébb névények (mint a repce, napraforgd és akac) viragzasat, esetleg a
benniik keletkez6 karokat (fagykar) a homérsékleti és csapadékviszonyokat legalabb
érintélegesen. Mivel a spiroplasmosis legjobb tudomasunk szerint az atteleld fert6zott
méhcsaladokban ¢él tal és tavasszal a kitelepitések soran fert6zik be a méhlegelén talalhatod
novenyeket, feltevésiink szerint a megfeleld adatok birtokaban akar elére is jelezhetjikk a
betegségbdl eredé méhpusztulds mértéket, de ehhez tovabbi vizsgélatokra, és nagyobb szamd

mintan végzett vizsgalat eredmeényeinek statisztikai elemzésére van sziikség.
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7. OSSZEFOGLALAS

A mézel6 méhek (Apis mellifera L.) spiroplasmosisat a Spiroplasma apis és S. melliferum
baktériumfajok idézik el6. A fertézés hatdsara a méhek a kaptarak el6tt csomdba gytilnek,
repulni nem tudnak, korbe-kdrbe maszkalnak, a potrohuk duzzadt, mozgasuk lomha,

bizonytalan, olykor remegnek, majd egy héten belil elhullanak.

A spiroplasmosis eléfordulasat Magyarorszagon mar korabban is igazoltak, de atfogd
vizsgalatoat eddig nem végeztek, mivel a spiroplasmék kimutatisara korabban alkalmazott
modszerek 1d6 és munkaigényesek voltak, és orszadgos kiterjedésii mintavételezésre sem volt

lehetdség.

Munkank soran rutinszertien alkalmazhatd, gyorsan ¢€s viszonylag olcson kivitelezhetd,
polimeraz lancreakciora alapozott, altalanos, spiroplasma kimutatasra alkalmas eljarast
vezettiink be a rutinszerti laboratériumi munkaba, mellyel orszagos kiterjedésii, a Magyar
Orszagos Méhészeti Egyestilet szervezesében zajld vizsgalatsorozat keretében egy méasfél éves

periodusban mértik fel a mézeld méhben eléfordulo két spiroplasma faj hazai elterjedtégét.

crer

ropképtelen méhekbdl bekiildott mintdk 21,5%-a bizonyult fertdzottnek. A fertdzottség
kifejezett szezonalitast mutatott, a spiroplasma pozitiv mintak 84,4%-at harom honap leforgasa
alatt, tavasszal és nyar elején gytijtotték a méhészek, és csupan 15,6%-uk szarmazott az év tébbi
kilenc honapjabol. A vizsgalatra beérkezett mintak (149 db) és a mintakiildé6 méhészetek szama
(52 méhészet) meglehetésen alacsony volt, igy tovabbi statisztikai értékelésre még nem

elegendd, de a felmérést mindenképpen folytatni tervezziik.
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8. ANGOL CIM ES ROVID OSSZEFOGLALAS

Survey on the occurrence of honey bee spiroplasmas in Hungary

The causative agents of honey bee spiroplasmosis are Spiroplasma apis and Spiroplasma
mellifreum. The infected bees form clusters, they are unable to fly and tend to crawl in circles,
their abdominal region swells up, their movement slows down, is uncoordinated, and they often

tremble. If these symptoms appear, the bees most likely die within a week.

The occurrence of honey bee spiroplasmosis in Hungary have been confirmed previously, but
comprehensive examinations have not been done, because the methods used for detecting
spiroplasmas were labour and time intensive, hence these diagnostic methods could not be used

for nationwide surveys

In our studies we used polymerase chain reaction because this method is relatively cheap to
implement and provides quick results compared to the classical bacterium detecting methods.
We introduced this procedure into our routine laboratory practice to detect honey bee
spiroplasmas generally and started to work on our nationwide survey. The Hungarian National
Beekepers’ Association launched a survey in a period of 18 months. Using the collected
samples we investigated the occurrence of honey bee spiroplasmas in Hungarian honey bee

colonies.

We found that spiroplasma infections are relatively frequent in every region of Hungary. 21,5%
of the samples from bees showing the symptoms mentioned above proved to be infected with
spiroplasmas. Further analysis of the data indicated that the infection occours seasonally. 84,4%
of the positive samples were collected in the spring and early summer by the beekeepers in the
period of merely three months. Only 15,6% of positive samples were collected in the remaining
nine months. The total number of samples (149) and apiaries (52) is not sufficient to draw any

further statistical conclusions, but we plan to broaden our surveys in the future.
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Ko6szondm tovabba Bakonyi Gy6zonek a laboratoriumi vizsgalatok elvégzésében nyujtott
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