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Baktériumtörzs-gyűjtemény létre-
hozása a mézelő méhek (Apis mel-
lifera) nyúlós (amerikai) költésrot-
hadását okozó Paenibacillus larvae 
hazai reprezentatív izolátumaiból
Makrai László1*, Sági Krisztina1, Lőrincz Zsanett2,  
Nemes-Barnás Katalin2, Békési László3

ÖSSZefogLaLáS
Munkánk célja egy hazai reprezentatív Paenibacillus larvae törzsgyűjtemény lét-
rehozása volt, annak érdekében, hogy a hazai izolátumok tulajdonságainak jobb 
megismerése révén megfelelő megoldási javaslatokat tehessünk a betegség 
kártételének visszaszorítása érdekében. Magyarország különböző területeiről 
gyűjtött 297 mézmintából klasszikus bakteriológiai módszerekkel meghatároz-
tuk az egységnyi mézmintában lévő P. larvae spórák számát. Az izolátumok faj-
szintű azonosítása tömegspektroszkópiás módszerrel történt. A létrejött hazai 
reprezentatív baktérium-törzsgyűjtemény 82 P. larvae izolátumot tartalmaz, 
amelyek Magyarország 17 megyéjének 49 településéről származnak. 

SUMMaRY 
Background: American foulbrood caused by P. larvae has great economic 
impact among the bacterial honey bee diseases. The causative agent and the 
notifiable disease occur worldwide, also in Hungary. P. larvae is a Gram-posi-
tive spore-forming bacterium species. The resistance of its spore is very high, 
accordingly it can survive for decades. American foulbrood is a disease of the 
bee brood and the infection may spread fast in the colony and between colo-
nies. Currently there is no effective treatment of the disease. Prevention from 
the clinical form of the disease might be aimed by the reduction of the number 
of spores in the bee hive. Using antibiotic treatment for honey bee colonies is 
forbidden in Hungary. The colonies showing clinical signs have to be killed, and 
the apiary gets quarantined.
objectives: Our purpose was to create a representative bacterial culture col-
lection of P. larvae in Hungary, in order to study the features of the Hungarian 
isolates (e.g. phenotypic and genotypic characters, susceptibility against disin-
fectants and so on).
Materials and Methods: A total of 297 honey samples were collected from 
different parts of Hungary (19 counties, 143 settlements), and different cultural 
methods were used for the isolation of the causative agent. Based on the cul-
tural, morphological and biochemical features 82 isolates were cultured and 
stored in freezer at −80 °C till use. Identification of the isolates on species level 
was carried out using MALDI-TOF mass spectrometry, which identified all iso-
lates as P. larvae.
Results and Discussion: As a result of our work on the one part the partici-
pating apiaries gained information about the infection of their colonies with the 
causative agent of American foulbrood, and on the other part a representative 
bacterial culture collection was set up, which comprise 82 P. larvae isolates from 
different parts of Hungary (17 counties, 49 settlements). This bacterial culture 
collection serves a basis for further research. 
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A betegség hazánkban bejelentési kötelezettség alá tartozik. A kórkép tekin-
tetében érvényes, jelenleg is hatályos Állat-egészségügyi Szabályzat (1) elő-
írásai alapján hatósági korlátozó intézkedéseket (pl. zárlat) kell bevezetni, a 
beteg méhcsaládokat ki kell irtani, a méhészetben szigorított fertőtlenítést kell 
végezni. A fertőtlenítést forrásban lévő 3%-os szódaoldattal (Na2CO3) vagy for-
rásban lévő 2%-os nátronlúggal (NaOH) kell elvégezni. A különböző eszközökről 
a viasz- és propolisz-maradványokat le kell kaparni, majd gázperzselővel le kell 
perzselni. Ami a fent leírt eljárásokkal nem fertőtleníthető, azt el kell égetni.

A fertőzöttségre gyanús, életben maradt családokat az utolsó megbetege-
déstől számított 60 napig meg kell figyelni, méhészeti termékek, méz csak ipari 
célra használhatók fel. Az intézkedéseket követően a méhészet állami kártalaní-
tásban részesül.

Magyarországon 2014-ben több mint 20000 méhészetben mintegy 1112000 
méhcsaládot tartottak, az általuk megtermelt méz körülbelül 17000 tonna volt. 
Ugyanebben az évben 151 bejelentett nyúlós költésrothadás kitörés volt az 
országban, ami lényegesen különbözhet a tényleges kitörések számától. Ebben 
az évben 680 településen volt községi zárlat, több mint 4000 méhcsaládot irtot-
tak ki, ami 365,6 millió forintnyi állami kártalanítási kiadást jelentett az ország-
nak (16).

Számos nyúlós költésrothadással foglalkozó kutatócsoport választja a mézet 
vizsgálati mintának a P. larvae fertőzöttség elterjedtsége, ill. a spórák tanulmá-
nyozása céljából. A dolgozók az elpusztult lárvákat v. bábokat tartalmazó lépsej-
tek tisztogatása után a kaptár belsejét mechanikai úton teljes mértékben kon-
taminálják a spórákkal.

Méhcsaládok fertőzöttségének vizsgálatára számos laboratóriumi módszer 
áll rendelkezésre (7), amelyek közül újabban a molekuláris biológiai eljárásokat 
emelik ki méhekből, kaptársöpredékből és mézből (3). A spórák rendkívül ellenál-
lóak a környezeti hatásokkal szemben, a mézben évtizedekig megőrzik fertőző-
képességüket (8, 14, 18), és mivel a méhészetekben ehhez a méhészeti termék-
hez a legkönnyebb hozzáférni, ezért optimális vizsgálati anyagnak tekinthető. A 
pergetett mézminta alkalmas a méhészetben jelen lévő kórokozó mennyiségé-
nek monitorozására, mivel mind a pergetés, mind egyéb műveletek során a méz 
homogenizálódik, így az lehetőséget nyújt a kórokozó feldúsulásának mielőbbi 
észlelésére (5, 9, 15).

SAjÁT vIzSGÁLATOk

vizsgálatunk célja az volt, hogy a Magyarország különböző területein működő 
méhészetekből gyűjtött mézminták felhasználásával létrehozzunk ezen fertőző 
betegség kórokozójából egy hazai reprezentatív baktériumtörzs-gyűjteményt. 
Ez alapját képezi minden további vizsgálatnak, mint a baktérium sajátosságai-
nak alaposabb megismerése: a virulencia-változatok, a fenotípusos és genotí-
pusos tulajdonságok, a fajszintű azonosítás különféle módszereinek összeha-
sonlítása, a fertőtlenítőszerekkel szembeni érzékenységének meghatározása, ill. 
olyan módszer kidolgozása, aminek segítségével megelőzhető lenne a beteg-
ség klinikai formában való megjelenése. Ilyen vizsgálatok eddig nem történtek 
Magyarországon.

A nyúlós költésrothadás (histolysis infectiosa perniciosa larvarum) a mézelő méh 
(Apis mellifera) legjelentősebb bakteriális megbetegedése (17). kórokozója a P. 
larvae nevű baktérium (2). A Paenibacillus larvae az egész Földön, így a folyama-
tos védekezés ellenére Magyarországon is széles körben elterjedt, és gyakran 
okoz súlyos klinikai tünetekben megnyilvánuló betegséget (4, 6).
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ANyAG éS MóDSzEr

Mintagyűjtés
A magyarországi méhészetekkel egy hazai méhészeti szakfolyóiratban meg-
jelentetett hirdetéssel, ill. internetes méhészfórumokon keresztül vettük fel a 
kapcsolatot.

A minták gyűjtését 2014 decembere és 2015 májusa között végeztük. A min-
tavételt méhészetenként két különböző pergetésből származó két mézmintából 
kértük.

a MézMinták előkészítése
A mézminta előkészítése során a mézből 10 g mennyiséget steril desztillált víz-
ben feloldottunk. Centrifugálás után (30 perc, 5000 ×g) az üledékből véresa-
gar-táptalajra szélesztettünk, majd a visszamaradó üledéket 80 °C-os vízfürdő-
ben, 20 percig hőkezeltük, majd a mintából ismét véresagarra szélesztettünk. 
Ezután a hőkezelt üledéket tízszeres mennyiségűre hígítottuk és a mintából újra 
véresagar-táptalajra szélesztettünk.

A hőkezeletlen üledékből általában nagy mennyiségben nőttek ki olyan bak-
tériumok és gombák is, amelyekkel a méhek a hordás során találkoztak, és ez 
gyakran megnehezítette a tenyészetek kiértékelését. A hőkezelés célja az volt, 
hogy a vegetatív alakok elpusztuljanak és csak a spórák maradjanak életben. A 
80 °C-on hőkezelt üledékből csak az aerob spórás baktériumok nőttek ki, mint 
amilyen a P. larvae is, így többnyire könnyen vizsgálhatóak voltak a telepei a 
táptalajon. A tízszeres hígítású, hőkezelt üledék azokban az esetekben volt hasz-
nos, amikor a hígítás nélküli tenyészetekben olyan nagyszámú baktériumtelep 
nőtt, ami nem tette lehetővé a telepek pontos számának meghatározását. Ezek-
ben az esetekben a hígított szuszpenzióban lévő telepek alapján számoltuk ki a 
hőkezelt üledékben, ill. az eredeti mézminta 1 grammjában lévő P. larvae spórák 
számát.

a kórokozó izolálása
Az előkészített mézmintákat 10% steril defibrinált juhvérrel kiegészített véresagar- 
táptalajra (BIOLAB zrt., Budapest) szélesztettük. Minden mézmintából három 
tenyészet készült: a hőkezeletlen üledékből, a 80 °C-on hőkezelt üledékből és a 
tízszeres hígítású, hőkezelt üledékből. A mézminták kioltása után a táptalajokat 
aerob viszonyok között, 37 °C-on, 10% szén-dioxidot is tartalmazó termosztát-
ban inkubáltuk. A primer tenyészeteket 72 óra inkubációt követően bíráltuk el.

a PriMer tenyészetek bírálata
A mézminták feldolgozásának megkezdése előtt egy P. larvae típustörzset (ATCC 
9545) vizsgáltunk. A típustörzset különféle táptalajokra oltottuk ki: speciális  
P. larvae agarra (PLA), MyPGP agarra, BHIT agarra, j-agarra és véresagarra (14).  
A baktérium gátlóanyagokat nem tartalmazó véresagar-táptalajon mutatott a 
legjellegzetesebb növekedést, ezért ezt választottuk a mézminták vizsgála-
tához is. A mézmintákból kinőtt tenyészetek elbírálása során az ATCC 9545-ös 
típustörzs tulajdonságait vettük alapul: azokat a baktériumtelepeket tekintettük  
P. larvae telepeknek, amelyek tenyésztési és morfológiai tulajdonságai jelentős 
mértékben megegyeztek a típustörzsével. A típustörzs a szakirodalomban leír-
taknak megfelelően 2–4 mm méretű, szabályos, szürkés, matt-fényű, egyenetlen 
felületű telepeket képezett, a tenyészeteknek jellegzetes dohos szaga volt (2).

A telepmorfológia alapján P. larvae baktériumnak vélt izolátumok telepeit 
háromszor továbboltottuk, így színtenyészetet hoztunk létre, aminek megkezd-
tük részletes vizsgálatát.

Natív mikroszkópos vizsgálat során 1000× nagyítással a kenetben láthatóvá 
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váltak az 1,5–6 μm hosszúságú, karcsú, egyenes vagy enyhén hajlott, 
magányos vagy láncokba rendeződő, önálló mozgásra képes pálcák. Sötét-
látóteres mikroszkóppal jól megfigyelhetőek voltak a baktériumspórák. 
Gram-szerint festve a baktériumok pozitívnak bizonyultak. A vizsgálatok 
során kataláz-enzim és citokrómoxidáz-enzim termelését vizsgáltuk. A P. 
larvae kataláz-negatív és oxidáz-pozitív baktérium (10, 13).

A felsorolt elsődleges morfológiai, tenyésztési és biokémiai tulajdonsá-
gok alapján P. larvae baktériumnak ítélt izolátumokat −80 °C-on tároltuk.

A másodlagos biokémiai tesztek közül a kazeinbontó képességet vizsgál-
tuk: tejesagar táptalajt állítottunk elő, amihez elkészítettük a BIOLAB zrt. 
szerinti véresagaralapot, majd 15%-os UHT tejet adtunk hozzá és 90 mm 
átmérőjű Petri-csészékbe 15–15 ml-t öntöttünk belőle. A megszilárdulás 
után a baktériumot ráoltottuk a táptalajra, majd 72 óra inkubációt (37 °C, 
10% CO2) követően elbíráltuk a kazeinbontó képességet: pozitív esetben, 
ha a baktérium termelt kazeináz-enzimet, a telepek körül a táptalaj fel-
tisztult.

a tenyészetek azonosítása
Ha egy mézmintából P. larvae telepek nőttek ki, akkor regisztráltuk, hogy a hőke-
zeletlen üledékből, a hőkezelt üledékből és a tízszeres hígítású, hőkezelt üle-
dékből kioltott tenyészetben hány telepet találtunk. Egy telep kialakulásához 
minimum egy spóra szükséges, vagyis a telepek száma feltételezhetően meg-
közelítően egyezett a táptalajra kiszélesztett szuszpenzióban található spórák 
számával. A vizsgált mézmintában található spórák számát meghatároztuk, így 
az eredeti mézmintában található spóramennyiséget spóra/gramm méz formá-
ban tudtuk megadni.

A −80 °C-on tárolt, fontosabb tenyésztési, morfológiai és biokémiai tulajdon-
ságok alapján P. larvae baktériumnak ítélt tenyészetek azonosítása MALDI-TOF 
(Matrix-assisted laser desorption/ionization Time-of-Flight) (12) tömegspekt-
rometriás módszerrel történt.

ErEDMéNyEk

A vizsgálatunkkal kapcsolatos felhívásra 136 méhész jelentkezett, akiktől 142 
településről (1. ábra) 297 mézminta érkezett. A mézminták legnagyobb százaléka 
akácméz volt (kb. 30%), nagyarányú volt még a napraforgóméz (kb. 20%), a rep-
ceméz (kb. 15%), a vegyes virágméz (kb. 15%) és előfordult néhány gesztenye-
méz és selyemfűméz is.

A P. larvae  
Gram-pozitív, kataláz- 

negatív és oxidáz- 
pozitív baktérium

A P. larvae baktérium-
nak ítélt izolátumokat 

−80 °C-on tárolták

Meghatározták a vizs-
gált mézmintában  

található spórák számát

A mintagyűjtési felhí-
vásra 142 településről 

297 mézminta érkezett 
az ország valamennyi 

megyéjéből

1. áBRa. Az összegyűjtött 297 
mézminta földrajzi eredete: 
142 település (Google™ Earth 
7.1.2.2041 program segítségé-
vel ábrázolva)

figURe 1. The geographical 
origin of the collected 297 
honey samples: 142 settle-
ments (illustrated with  
Google™ Earth 7.1.2.2041 
program)
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táBLáZat. A beküldött mézminták száma megyénkénti megoszlásban

taBLe The number of honey samples according to counties

A felhívásra minden megyéből érkeztek mézminták, a Táblázat foglalja össze 
ezek megyénkénti eloszlását.

Megye Mézminták száma

Baranya megye 27 

Bács-kiskun megye 28 

Békés megye 9 

Borsod-Abaúj-zemplén megye 18 

Budapest 4 

Csongrád megye 8 

Fejér megye 11 

Győr-Moson-Sopron megye 6 

Hajdú-Bihar megye 13 

Heves megye 2 

jász-Nagykun-Szolnok megye 10 

komárom-Esztergom megye 1 

Nógrád megye 40 

Pest megye 10 

Somogy megye 18 

Szabolcs-Szatmár-Bereg megye 30 

Tolna megye 8 

vas megye 27 

veszprém megye 6 

zala megye 21 

Összesen 297 

A primer tenyészetek (2. ábra) bírálatakor 82 baktériumtörzs a telepmorfológia, 
az elsődleges és másodlagos tenyésztési, morfológiai és biokémiai tulajdonsá-
gok vizsgálata során egységesen viselkedett, amely megfelelt a P. larvae szak-
irodalomban leírt tulajdonságainak, vagyis hogy a baktérium egy Gram-pozitív, 
spóraképző, önálló mozgásra képes pálca, amely aerob és anaerob körülmények 
között is képes növekedni, kataláz-negatív, oxidáz-pozitív és kazeináz-enzimet 
is termel (3. ábra).

A tenyészetek fajszintű azonosítása során használt MALDI-TOF vizsgálatok 
eredményei alapján az összes izolátumot a P. larvae fajba tudtuk besorolni. 
Célkitűzésünknek megfelelően létrehoztunk egy, az ország 49 településéről (4. 
ábra) származó, 82 baktériumtörzsből álló hazai reprezentatív törzsgyűjteményt, 
amely megalapozza további kutatásainkat.

A mézmintákban lévő spórák mennyisége alapján a 82 P. larvae tartalmú 
mintát négy csoportba soroltuk be szakirodalmi adatok alapján: negatív cso-
portba kerültek azok a minták, amelyek 10 grammjából nem tudtunk P. lar-
vae-t kimutatni, kis fertőzöttségű csoportba kerültek a grammonként 25-nél 
kevesebb spórát tartalmazó minták, közepesen fertőzött csoportba kerül-
tek a grammonként 25–50 spórát tartalmazó minták, és erősen fertőzött-
nek tekintettük a grammonként 51-nél több spórát tartalmazó mintákat (5).  
vizsgálataink alapján a mézminták alkalmasak a méhészetek fertőzöttségi 
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szintjének jellemzésére.A kis fertőzöttségű méhészetekben a kórokozó kis 
számban, de bizonyítottan jelen van, a közepesen fertőzött méhészetekben 
a kórokozó száma emelkedett, vagyis feldúsulása detektálható, az erősen fer-
tőzött méhészetekben pedig a nagy spóraszám miatt a betegség bármikor 
megjelenhet klinikai formában is (5).

Erősen fertőzött volt 17 minta (51 spóra/gramm méz felett), közepesen 
fertőzött volt 5 minta (25–50 spóra/gramm méz), kevéssé fertőzött volt 60 
minta (25 spóra/gramm méz alatt), 215 minta 10 grammjából pedig nem 
tudtuk a kórokozót kimutatni (16). A kórokozó jelenlétét azokban a méhésze-
tekben sem zárhatjuk ki, ahol a 10 g vizsgált mézben spórát nem tudtunk 
kimutatni. Nagyobb mennyiségű méz vizsgálatával, valószínűleg emelke-
dett volna a pozitív minták száma, sőt egyes feltételezések szerint a kór-
okozó, ha nagyon kis számban is, de minden méhészetben jelen lehet.

A spórák mennyisége 
alapján elkülönítettek 

negatív, kis, közepes és 
erős fertőzöttségű  

mézmintákat 

3. áBRa. Kazeináz termelés vizsgálata: a P. larvae tele-
pek körül 72 óra inkubáció után a 15% tejet tartalmazó 
táptalaj feltisztult

figURe 3. Examination of caseinase production: after 
72 hours incubation, 15% milk containing agarplate be-
comes clear around P. larvae colonies 

2. áBRa. Mézmintából fejlődött P. larvae telepek nagy 
számban véresagar felületén (primer tenyészet, 72 óra 
inkubációt követően, 37 °C, 10% CO2)

figURe 2. Primary culture of P. larvae from a honey 
sample on blood agar after 72 hours incubation at 37 °C 
in a 10% CO2 atmospher

4. áBRa. Az általunk létre-
hozott P. larvae törzsgyűj-
temény 82 izolátumának 
földrajzi eredete (49 telepü-
lés) (Google™ Earth 7.1.2.2041 
program segítségével ábrá-
zolva)

figURe 4. The geographical 
origin of 82 isolates of the 
hungarian P. larvae culture 
collection (49 settlements) (il-
lustrated with Google™ Earth 
7.1.2.2041 program)
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A P. larvae az egész Földön, így hazánkban is széles körben elterjedt. 
komoly gazdasági károkat okoz a méhészetekben egyrészt a kiirtott 
méhcsaládok nagy száma miatt, másrészt pedig azért, mert a zárlatok 
megnehezítik a gazdaságos méztermelést, a korlátozott vándoroltatás és 
csökkent mézeladás miatt (16).

A vizsgálatunk során kapott eredményeink, a baktérium tenyésztési, 
morfológiai és biokémiai tulajdonságai, valamint Magyarországon való 
jelenléte, elterjedtsége megfelel a szakirodalomban leírtaknak (4, 5, 11).

A hazai hivatalosan bejelentett járványkitörések, a kiirtott méhcsaládok 
száma, a kifizetett állami kártalanítás mértéke alapján nyilvánvaló, hogy a 
mézelő méhek nyúlós költésrothadása nagy gazdasági kártétellel járó fer-
tőző betegség, aminek a kezelésében, szabályozásában és diagnosztikája 
tekintetében paradigmaváltásra van szükség.

Ehhez elengedhetetlenek a további, a kórokozó magyarországi törzsei-
nek jobb megismerésére irányuló hazai kutatások, aminek alapját képez-
heti az általunk felállított reprezentatív hazai baktériumtörzs-gyűjtemény.

A nyúlós költésrothadás kórokozója feltehetően több méhészetben jelen 
van, mint eddig gondoltuk és mivel a bántalom ellen nem létezik jelenleg 
hatásos gyógymód, az egyetlen kézenfekvő lehetőség a betegség megelő-
zése a kórokozó csíraszámának alacsony szinten tartásával. vizsgálataink-
ból kiderült, hogy a mézben jelen lévő spórák kimutatása, azok mennyisé-
gének folyamatos monitorozása alkalmas módszer a spórák feldúsulásának 
észlelésére, ami szükségessé teheti a klinikai tünetekkel járó megbetege-
dés megelőzéséhez elengedhetetlen lépések megtételét ("raj állapotba 
helyezés"). A méheket új, fertőtlenített, kiégetett kaptárba, új keretek és 
műlépek közé kell átrázni, aminek hátránya a fiasítás elvesztése, de nagy 
előnye a kórokozó csíraszámának jelentős csökkenése a méhcsaládban, 
egyúttal a varroosis elleni eredményes védekezés segítése. Feltételezzük, 
hogy felhívásunkra elsősorban azok a méhészek jelentkeztek, akik a nyúlós 
költésrothadás elleni védekezést fontosnak tartják, és a jó gazda gondos-
ságával minden tőlük telhetőt megtesznek a betegség megelőzése érde-
kében, ennek ellenére a beküldött mézminták közel 30%-ában mutattuk ki 
a P. larvae spórákat 10 grammnyi mézből.

Fontos hangsúlyozni, hogy az, hogy a beküldött egyetlen mézmintából 
körülbelül 10 grammot vizsgálva az esetek egy részében nem tudtuk kimu-
tatni a kórokozót, nem jelenti azt, hogy az a méhészetben nincs jelen.

vizsgálatunk során a méhészekkel konzultálva megtudtuk, hogy azoknál 
a méhészeteknél, amelyeknek a beküldött mézmintáiban nagy mennyi-
ségben (51 spóra/gramm méz fölött) találtunk P. larvae spórákat, vagy a 
közelmúltban vagy a vizsgálatot követően megjelent a betegség klinikai 
tünetekben, tehát tényleges összefüggést találtunk a mézben jelen lévő 
spórák száma és a betegség kitörése között. A bántalommal kapcsolatos 
2014-es adatok alapján egyértelmű, hogy Magyarországon a nyúlós köl-
tésrothadás elleni védekezés kérdése nem megoldott, ezért a jövőben, 
különösen járványgócok közelében, érdemes lenne kihasználni a vizsgála-
tunkban használt spórakimutatási módszerek nyújtotta lehetőséget.

Az általunk létrehozott baktérium-törzsgyűjtemény megteremti a lehe-
tőséget a P. larvae átfogóbb megismerésére, ami a nyúlós költésrothadás 
leküzdésében kulcsfontosságú lehet (16).
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