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1. A kutatasok ebzményei és céljai

A mézeb méh @pis melliferal.) virusferbzései az utébbi
evekben Kkerliltek a tudomanyos érdelds kdzéppontjaba,
részben kartételik, részben pedig a gazdafaj {elégének
fokozodadsa miatt. Az els rovarvirust, a larvatorésodes
virusét (sacbrood virus, SBV) méhékbnutattédk ki, és azota
tovabbi 17 méhvirust fedeztek fel, de az egyes soku
molekuléris szerkezetére, taxonomiai besorolasgeactikai
valtozékonysagara, elterjedtségére és kortani tfedégére
vonatkoz6 tudomanyos ismereteink nagyon hianyosak.
Szamos tudomanyos kozlemény alatdmasztja a théméh
virusainak széleskorelterjedtségét. A virusok jelérst része
(pl. a heveny méhbénulas virusa, ABPV; a feketeabdlg$
virus, BQCV; az Y-méhvirus, YBV; a deformalt szawiyus,
DWV) inapparens feéizés formajaban jelen lehet a
méhcsaladokban, amely féxbttség bizonyos gyengités
hajlamosité tényék hatasara klinikai tunetekben is
megnyilvanulé betegséghez esetenként a meéhcsalfs te
0sszeomlasdhoz, kipusztulasahoz vezet. A hajlamosit
tényedk kozal kilonds jelerdiséggel bir az azsiai nagy
méhatka Yarroa destructor,kordbbanV. jacobsor), amely
egyrészt vektora tdbb ismert méhvirusnak, masrészt
taplalkozasa soran legyengiti fiasitast valamintkitejlett
egyedeket, és aktivalja a latens virugieittséget. Az atka
kartételén tul egyéb korokozok, parazitdk (Hbsema apis
jelenléte, mérgezések és a kornyezetszennyezéglasbsitd
tényedként hat a virusos méhbetegségek kialakulasaban.

A méhbetegségek vizsgalatdt megneheziti, hogy aeknéh
esetében az egyedi medfigyelés, diagnozis és leezedén
lehetséges, méhegészséglgyi problémak jelentkesé&tén a
méhcsaladot vagy az egész meéhészetet kell vizsg&ni
kezelésben részesiteni. A méhek esetében a hagyoman
diagnosztika szamos eszkdéze nem hasznéalhato: kaliszi



vizsgalatok lehéiségei igen behataroltak, a klinikai tlinetek
pedig szegényesek, ritkan korjglzértékiek. A ferzo
betegségek  korjelzését tovabb  neheziti, hogy az
immunglobulinok és az immun-memoadria hidnya miatt az
indirekt diagnosztikai moddszerek (szerologiai védatpk)
rovarok esetében nem alkalmazhatok.

A virologiai vizsgalatok teriletén tovabbi nehézségelent,
hogy nem allnak rendelkezésre a meéhvirusok szapgard
alkalmas szOvet- és sejttenyészetek. A  méhvirusok
szaporitasanak egyetlen maédja a kisérleti allatpl#E@hbabok
mesterséges féése. Ez a modszer tobb okbdl is csak
korlatozottan alkalmazhatd. Egyrészt évszakéiggnivel
fiasitast igényel, masrészt nagyon munkaigényesnddrészt,
biztosan virusmentes meéhcsaladok hianyaban vilakisoa,
genetikailag homogén virustorzsek kialakitdsara éks&
alkalmas.

A mézeb méh virusfelizéseinek diagnosztizalasara
napjainkban a legelterjedtebb modszer az
elektronmikroszképos (EM) vizsgalat, valamint augantigén
kimutatas. Az EM vizsgalatok alkalmasak ugyan aisok
kimutatasara, de tekintettel arra, hogy a méhvkusbbsége
morfologiailag nagyon hasonlit egymasra, virusagaaera ez

a modszer nem megfefel A virusantigének kimutataséara
agargél-immundiffuziés (AGID) és ELISA mdbdszereket
dolgoztak ki. Ezek az eljardsok virusspecifikus &kav
hasznalatara alapulnak, amelyelbaditasa a virusszaporitas
nehézségei miatt bonyolult, standardizalasuk negoidbato.

A molekularis bioldgiai technikak féjtlése és a nukleinsav
kimutatasra alapuld6 modern diagnosztikai modszefpek
polimeraz-lancreakcio, PCR) kifejlesztése l|ékéget ad a
méhvirusok molekularis szerkezeti vizsgalatara. ébbb
néhany évben szamos meéhvirus teljes (SBV, ABPV, BRC
vagy részleges (Kashmir virus) nukleotid szekvgatia
megallapitottak. A szekvenciak ismerete léBéget nyujt Uj
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diagnosztikai eljarasok kialakitdsara, a virusnokiv
kimutatasara kozvetlenil a méhmintakbdl, valamint a
kilénb6s torzsek szekvencidinak dsszehasonlitdsaval a virus
genetikai  valtozékonysaganak, rokonsagi viszonyaina
felderitésére.

Magyarorszagon a kiterjedt és intenziv meéhtartéenéle a
méhek virusainak &ordulasardl és elterjedtségénem alltak
rendelkezésre tudomanyos adatok, bar a klinikatginés EM
vizsgalatok aldtdmasztottak a korokozok jelenl&éhazai
méhészetekben (pl. SBV; idilt méhbénulas virus, \OBP

Jelen dolgozat egy klinikai tiinetekben megnyilvanaBPV
fertozottség kapcsan a korokozo hazaisf@idulasaval
kapcsolatos kutatdsok eredményeit ismerteti.

A kutatdsok célkitiizései:

— Magyarorszagi mehészétb méhpathogén virusok
kimutatasa, azok elszaporitdsa, EM és szeroldgiai
modszerekkel torténazonositasa.

— Reverz transzkripciés polimeraz-lancreakcio (RT-PCR
kidolgozasa egyes méhvirusok nukleinsavanak
kimutatasara.

— Felméb vizsgalatok tiinetmentes és klinikai tineteket
mutatd magyarorszagi méhészetekben a fenti virusok
hazai elterjedtségének felderitése céljabdl.

- Egyes virusizolatumok filogenetikai vizsgalata.

2. Anyag és modszer

2.1. Mintak

Egy budapesti méhész 1997. julius végén duzzadolpot
dysenterias méheket és szorvdnyos elhullast észlelt

méhészetében. A korokozdé kimutatasara és azordasitas
irAnyul6 vizsgalatokat 3 csalad tineteket mutatoheire
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végeztik. Az ezeldd a méhekBl izolalt heveny méhbénulas
virustorzset hasznaltuk az RT-PCR-en alapulo disgiiai
modszer kifejlesztése soran.

A virusok magyarorszagi elterjedtségének felmé@bol
az orszag ot régiojabdl, a vizsgalatokra 6nkéntesdialkozo
tizenkét mehész klinikai tineteket nem mutaté melacgait
vizsgaltuk. Két év alatt 114 méhminta vizsgalatéeslt sor.
Tovabbi nyolc méhészet klinikai tineteket (csaladhkelen
O0sszeomlasa, téli elnéptelenedés) mutaté méhdamia —
amennyiben a méheakrsikerult V. destructortgyijteni — az
atkakat vizsgaltuk virus nukleinsav jelenlétére.

A heveny méhbénulas virus kozép-eurOpai torzseinek
filogenetikai analizise sordn a hazai tdrzseken négy
lengyelorszagi (G. Topolska, Varsd), harom németagis(W.
Ritter, Freiburg) és egy ausztriai (N. Nowotny, BéABPV
torzset vontunk be a vizsgalatokba. A larvai@sidés és a
fekete anyabdlés virus kimutatasara kifejlesztett RT-PCR
tesztelését hazai, bizonyitottan pozitiv mintak nh#ban
lengyelorszagi (G. Topolska, Varsod) torzsekkel zéigle

2.2. Virusszaporitas és tisztitas

A vizsgélatra érkez 50-100 méh homogenizatumanak
baktérium-mentes kivonatat ugyanabbdl a mehéskzette
tinetmentes csaladbdl szarmaz6 8-10 napos babdidiaula

A babokat részben elektronmikroszkopos vizsgalatra
hasznaltuk, részben az oltast k&venegyedik napon
homogenizaltuk és a homogenizatumot cézium-kloratligns
(1,2-1,5 g/ml) ultracentrifugalassal tisztitottuk.

2.3. Elektronmikroszképos vizsgalatok és agargél
immundiffazio



Az ultravékony metszeteket és a gradiens ultraifegélassal
tisztitott, dializalt virusszuszpenziot JEM-JEOL 00
transzmissziés elektronmikroszképpal vizsgéaltuk.gradiens
ultracentrifugalassal tisztitott virusszuszpenzidigithsait
agargél kdzegben végzett immundiffiziés prébaban
reagaltattuk a gyakoribb meéhvirusokkal hiperimmatiz
nyulak savéival.

2.4. RNS izolalas és reverz traszkripcio

A méhminta- és bab-homogenizatumok fellliszoéjabdlis
RNS-t tisztitottunk és a tisztitott virus RN&-roligo(dT)
primer moddszer segitségével komplementer (cDNS)atsza
szintetizaltunk. A filogenetikai vizsgalatok soran reverz
transzkripciét é€s a polimeraz lancreakciot folyawsat
rendszerben, virus-specifikus primerek alkalmazésalett
végeztik.

2.5. Polimeraz lancreakcio és agar6zgél-elektraferé
Virus-specifikus nukleinsav szakaszok amplifikal@sdjabol
oligonukleotid primereket terveztink a heveny méhités, a
Kashmir virus, a larvatoriiodés virusa és a fekete anyab#lcs
virus  génbankban  (www.ncbi.nlm.nih.gov) elhelyezett
szekvenciai alapjdn. Az ABPV hazai elterjedtségének
felméréséhez a virus strukturalis fehérje régidjtavezett
primerpart alkalmaztunk. A kdzép-europai torzsésgienetikai
vizsgalatakor a teljes strukturdlis fehérje régiditerjed
amplifikaciokat 6 atfed primerpéarral végeztik. A nem-
strukturalis fehérje régié részleges amplifikalasévabbi 6
atfedd primerpart alkalmaztunk. A Kashmir virussal rokijn
virus azonositasara szolgald diszkriminativ RT-P€tiRan a
Kashmir virus nem strukturdlis régidjara tervezmitmerpart
hasznaltunk. A larvatorésddés virus és a fekete anyabélcs



virus kimutatasara hasznalt RT-PCR rendszerekbesi agm
kédolo régiora tervezett primerparokat alkalmaztunk
polimeraz lancreakciot MJ Research MiniCycler-reyeztik.
Az amplikonokat agarozgélben elektroforetizaltuk,V U
atvilagitassal vizsgéltuk és az adatokat Kodak tBiigscience
1D program segitségével taroltuk.

2.6. Nukleinsav szekvenalas és szekvencia analizis

Az ABPV hazai elterjedtségének felmérésére hasznalt
valamint a Kashmir virusra diszkriminativ primerek
specifikussaganak elléreése céljabdl az amplikonokat
elekroforetizaltunk, majd a géibkivagott és QIlAquick Gel
Extraction Kit segitségével kitisztitott PCR terratla MTA
Szegedi Biologiai Kutatdintézetében szekvenalt&ttum
filogenetikai vizsgalatok kapcsan végzett szekwesw@Kat
specifikus primerekkel végzett direkt szekvenalé RRC
kéveten ABI Prism 310 automata szekvenatorral végezuk.
nukleotid és aminosav szekvenciak illesztését atAf-as
Clustalw, BioEdit és Align Plus programokkal, aofenetikai
analizist pedig a PHYLIP programcsomag segitségével
veégeztiuk. A bootstrap értékeket a SEQBOOT programana
tavolsagi matrix analizist pedig a DNADIST/Neightimining

és Fitch programok segitségével allapitottuk meg.

3. Eredmények

3.1. Virusszaporitas és tisztitas

A mesterségesen fémodtt bAbok homogenizatumanak gradiens
ultracentrifugélasat kovéen két, 1,32-1,33 g/ml és 1,37-1,38

g/ml Gszofirisedi, opaleszkald, feltételezetten virustartalmu
zénat sikerdlt elktloniteni.



3.2. Agargél immundiffuzio és elektronmikroszkopos
vizsgalatok

A beteg méhek és az oltott babok kilonféle szeereih sejtek
citoplazmajdban az EM felvételeken 32 nm atijigr
ihozahedralis  szimmetrigju, burok nélkdli, részben
parakristalyos forméba rendelbtt virionokat lehetett latni. Az
oltott babok homogenizatumabdl készilt kivonatbaagyn
szamban talaltunk hasonlé morfologiaju virionoKatdbra).

b -'* o ! )
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1. &bra: Heveny méhbénulas virus partikulak EM k&a¢E A
Kaérbonctani és Igazsagiigyi Allatorvostani Tsz. égble
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A gradiens ultracentrifugalassal nyert zo6nak adargé
immundiffiziés vizsgalata soran az 1,37-1,38 g/ml
Uszodirisédi zOonadbdl készult virushigitasok a heveny
méhbénulas virusa ellen termelt hiperimmun-savéval
precipitacios reakciot mutattak. A klinikai tines¢kmutato,

vagy egészséges, de RT-PCR vizsgalatokkal pozikivna



bizonyult méhek homogenizdtuma nem eredményezbtité
precipitaciot az AGID probak soran.

3.3 RT-PCR kidolgozéasa az ABPV kimutatasara

A gradiens ultracentrifugalassal tisztitott virusszpenzio
nukleinsavanak RT-PCR vizsgalatat a strukturaliséfgket
koédolo genomszakaszra tervezett primerparral végezk A
képzdott termék méretét agardzgél-elektroforézis ségésel

kb. 400 bazispar nagysagunak talaltuk, amely melgfel
tervezett méretnek. A reakcio érzékenységének
meghatarozasakor a virusszuszpenzié legnagyobeszees
higitdsdban kégrott agardzgél-elektroforézissel azonosithato
termék. Klinikai tineteket mutatd meéhcsaladokbGrsmzo
mintak RT-PCR vizsgélata sordn az alkalmazott pekieel
kozvetlenil a méhmintakbdl is sikerult kimutatni ABPV
nukleinsav jelenlétét.

3.4. Az ABPV magyarorszagi elterjedtségének felmeré

Az orszag Ot régidjanak 12 méhészétélszarmazé 114
méhcsalad vizsgalata soran RT-PCR segitségével 8
tinetmentes méhészet (66.6%) 14 méhcsaladjaboR%)?2.
sikerllt kimutatni az ABPV nukleinsav jelenlététveesgalat
két éve alatt. Tobb méhészetben, ismételt vizsgélas
alatdmasztottak pozitiv €s negativ meéhcsaladok tegyl
jelenlétét. A klinikai tiineteket mutaté méhcsaladdgsgalata
soran az allomanyok 87,5%-abdl lehetett kimutatni a
virusnukleinsav jelenlétét (7 pozitiv a 8 vizsgékkhészetdl).

A Kklinikai tlneteket mutaté csaladok nagy részenél
destructorés N. apis fert6zottséget is megfigyeltink. Harom,
V. destructoiral sulyosan fefizott méhészet atkainak RT-PCR
vizsgalata sordn két mintdbdl sikerllt kimutatni ABPV
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nukleinsavat. Egyéb virusok (KBV, SBV, BQCYV) jelétdt a
mintakbol nem lehetett kimutatni.

3.5. Szekvencia meghatarozas és filogenetikai zsali
3.5.1. A diagnosztikai RT-PCR specifikussaganagmgizése

A felméns vizsgalatokban hasznalt RT-PCR specifikussaganak
ellerdrzése céljabdl a képdott termék szekvencigjat
meghataroztuk és szekvencia-0sszehasonlitdé viispala
végeztink a génbankban elhelyezett virusszekvekaliak

398 nukleotid (nt) hossziusagu szakasz a legnagyobb
hasonlésagot (93%) az ABPV teljes genom (AF150629)
strukturalis fehérjéit kddolo genomteriiletének 81&H04 nt
kozotti részével mutatta.

3.5.2. Kbzép-eurbpai heveny méhbénulas torzsegdiietikai
analizise

A heveny meéhbénulas virus genetikai valtozékonysaga
felderitése céljabdl tiz kdzép-eurdpai izolatumuldtralis
fehérjéket kodolé genomteriletének teljes szekweenci
meghatarozasat végeztiik el. Osszességében 30 &otdikyi
genomterllet szekvencigjat hataroztuk meg a vizsgal
torzsekben, amely a teljes genom 32,4%-a, és 91doaavat
kodol. A torzsek nukleinsava 94-95%-0s hasonlésaggdatott

a referencia torzs szekvencidjahoz viszonyitva, naig
aminosav-sorrendek  6sszehasonlitasa soran  97-98%-0s
hasonlésagot tapasztaltunk. A szekvencidkat filetikai
analizisnek vetettik ala, és a torzsek kozti ro&gos
filogenetikai fak segitségével abrazoltuk. Az izoldok harom
genotipusba kiloniltek el: az ausztriai és a nésEdgi
torzsek kozeli rokonsagot mutatnak, a magyarorsiigisek
szintén kozeli rokonsagban allnak egymassal ésleqgyyel
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torzs viszonylagos rokonsagot mutat velik, mig aikn&ét
lengyelorszagi izolatum elkulondl a vizsgalt tokise

A szerkezeti fehérjéket kédold terllet egy szakasagyobb
valtozékonysagot mutatott, valamint d&rra szakaszrol
korabban, mas kutatok nukleinsav-szekvenciakatezétk el a
nemzetkézi génbankban. Ezen terllet minél atfogobb
vizsgalata céljabol tovabbi kilenc magyarorszagi €gy
lengyelorszagi minta amplifikalasara és szekveaatagerlt
sor az emlitett genomszakaszon. Osszességéberolafuim
nukleinsav-szekvenciajat hasonlitottuk 6ssze a -&B21.
nukleotidok kozti tertleten. Az izoldtumok 89-96%-0
nukleinsav hasonléosagot mutattak a referencia homzs
viszonyitva, mig az aminosav-sorrendek 90-96%-ban
hasonlitottak. A filogenetikai analizis soran aalatumok két

fé csoportba kulonlltek el. Az egyiket a génbanklzdrsazo,
foként az Egyesult Kiralysagban izolalt térzsek ghdat a
masikat pedig a k6zép-eurdpai izolatumok képezik.utdbbi
agon belll a magyarorszagi izolatumok egy kdzépadban,
kozeli rokonsdgot mutatnak. Az ausztriai és nénsetni
izolatumok szintén elkilontlnek és két lengyelogszZolatum
mutat velik viszonylagos rokonsagot. Tovabbi két
lengyelorszagi izolatum viszont kilén csoportoali2. abra).
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2. abra: Heveny méhbénulas virus tdrzsek filogkaetbrzsfaja

3.5.3. A nem-strukturdlis fehérjéket kodoldé genaniletek
vizsgéalata

Az ABPV tovabbi genomteriiletei valtozékonysaganak
felderitése céljabdl az élsyitott leolvasasi keret helikaz és
proteindz génjeit magaba foglaldo régidjanak nukkiain
sorrendjét vizsgaltuk egy magyarorszagi (Hungaryed)egy
lengyelorszagi (Poland 1) torzson. A szekvenalt 8438
hosszUsagu genomszakaszon (1063-5400, a genom )46%-a
mind a hazai térzs, mind pedig a lengyelorszagist®3,1%
hasonlosagot mutatott a referencia toérzshtéz vidhamy A
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magyarorszagi €s a lengyelorszagi torzsek 97,3%-ban
hasonlitottak egymashoz.

3.6. A Kashmir virus Uj variansanak leirasa magygadagi
méhmintabol

Az egyik hazai izolatum agargél-immundiffizidés \gatata
soran ketis precipitacios zonat figyeltink meg, amely
felvetette kevert viruspopulacié jelenlétének gyanua
vizsgalati mintaban. A szerkezeti fehérjék régiajéervezett
primerekkel végzett RT-PCR reakciot ks meghataroztuk
a termék szekvencigjat, ami a legnagyobb hasordbsag
(79.0%) egy Kashmir virus részleges szekvenciahaatia. A
végzett diszkriminativ RT-PCR segitségével az Uvjians
elkilénithed a szeroldgiailag keresztreagald é€s a vizsgalati
mintaban is jelenleay ABPV torzs6l. Az amplifikalt
genomszakasz szekvencigja 83,6%-ban hasonlitothshrkir
virusra és 78,6%-ban az ABPV referencia torzsre.

3.7. A larvatombsodés virus és a fekete anyab®ladrus
nukleinsavanak kimutatasa RT-PCR segitsegével.

A nemzetkozi génbankban elhelyezett teljes genokvsreiak
alapjan specifikus primerparokat terveztiink az SBMBQCV
virusok egyes genomszakaszainak amplifikdlasara. A
primereket lengyelorszagi virustorzsekkel és khnikintakkal
vizsgaltuk. Az amplifikacio mindkét virus eseténesifikus
termékek képidését  eredményezte. Magyarorszagi
tinetmentes meéhészetek mintaibol nem lehetett av &8
BQCV virusok nukleinsavat kimutatni, klinikai tleé&et
mutato fiasitas pedig nem allt rendelkezéstinkre.

4. Vég$ megallapitasok, kovetkeztetések
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Klinikai tlneteket mutatd meéhcsaladok mintaibdl
kimutattuk, elszaporitottuk, elektronmikroszképos €
immundiffziés maodszerrel azonositottuk a heveny
méhbénulas virusat. Az ABPV az &lagyarorszagon
izolalt meéhvirus.
Reverz transzkripcidés polimerdz lancreakcion aléapul
gyors-diagnosztikai modszert dolgoztunk ki a heveny
méhbénulas, a Kashmir virus, a larvatésidés virusa
és a fekete anyabdles virus nukleinsavanak
kimutataséra klinikai mintakbal.
. A heveny méhbénulas virus magyarorszagi
elterjedtségének felmérése kapcsan a vizsgalt
tinetmentes méhészetek kétharmadaban kimutattuk az
ABPV jelenlétét, amely a korokoz6 szélegkor
elterjedtségére utal. A Kklinikai tuneteket mutato
allomanyokbdl nagyobb aranyban lehetett kimutatni a
virusnukleinsav jelenlétét, amely alatamasztja raisvi
kortani szerepére vonatkozé feltételezéseket.
RT-PCR vizsgéalatokkal kimutattuk az ABPV
nukleinsav jelenlétét &/. destructoratkaban, amely
megebsiti az azsiai nagy méhatkanak a virus
terjesztésében jatszott szerepét valdstitelméletet.
. A heveny méhbénulas virus filogenetikai analizise
soran megallapitottuk, hogy az ABPV torzsek ledalab
két, egymastdl elkulonél genotipusba sorolhatok. A
k6zép-eurépai agon belll legalabb harom csoportot
lehet elkuloniteni, amely csoportositas 6sszhangiian
az egyes torzsek foldrajzi eredetével. A vizsgalt
genomteriletek viszonylag kis foku valtozékonysagot
mutatnak.
. lzolaltunk és nukleinsav-szekvencia 0sszehasonlitd
vizsgalatokkal azonositottunk egy Gj, a Kashmir
virussal rokon virust magyarorszagi méhgkb
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