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Munkank célja egy hazai reprezentativ Paenibacillus larvae torzsgyldjtemény |ét-
rehozasa volt, annak érdekében, hogy a hazai izolatumok tulajdonséagainak jobb
megismerése révén megfelel6é megoldasi javaslatokat tehessink a betegség
kartételének visszaszoritasa érdekében. Magyarorszag kilonbozd terileteirdl
gyljtott 297 mézmintabdl klasszikus bakterioldgiai mddszerekkel meghataroz-
tuk az egységnyi mézmintaban |évd P. larvae spdrak szamat. Az izolatumok faj-
szintd azonositasa tomegspektroszkdpias maodszerrel tortént. A [étrejott hazai
reprezentativ baktérium-torzsgyljtemény 82 P. larvae izolatumot tartalmaz,
amelyek Magyarorszag 17 megyéjének 49 telepulésérdl szarmaznak.

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 nyUlés koltésrothadas (histolysis infectiosa perniciosa larvarum) a mézelé méh
(Apis mellifera) legjelentésebb bakteridlis megbetegedése (17). Kérokozbdja a P.
larvae nev( baktérium (2). A Paenibacillus larvae az egész Folddn, igy a folyama-
tos védekezés ellenére Magyarorszagon is széles korben elterjedt, és gyakran
okoz sUlyos klinikai tinetekben megnyilvdnulé betegséget (4, 6).

A betegség hazankban bejelentési kotelezettség ala tartozik. A korkép tekin-
tetében érvényes, jelenleg is hatalyos Allat-egészségiligyi Szabalyzat (1) eld-
irdsai alapjan hatdsagi korlatozé intézkedéseket (pl. zarlat) kell bevezetni, a
beteg méhcsaladokat ki kell irtani, a méhészetben szigoritott fertStlenitést kell
végezni. A fertétlenitést forrasban 1év8 3%-os szddaoldattal (Na,CO,) vagy for-
rasban 1év8 2%-o0s natronliggal (NaOH) kell elvégezni. A kiilénb6z8 eszkdzokrdl
a viasz- és propolisz-maradvanyokat le kell kaparni, majd gazperzselbvel le kell
perzselni. Ami a fent leirt eljarasokkal nem fert8tlenithetd, azt el kell égetni.

A fertézottségre gyands, életben maradt csalddokat az utolsd megbetege-
déstdl szamitott 60 napig meg kell figyelni, méhészeti termékek, méz csak ipari
célra hasznalhatdk fel. Az intézkedéseket kdvetben a méhészet allami kartalani-
tasban részesdul.

Magyarorszagon 2014-ben tébb mint 20000 méhészetben mintegy 1112000
méhcsalddot tartottak, az altaluk megtermelt méz kérulbelll 17000 tonna volt.
Ugyanebben az évben 151 bejelentett nyulds koltésrothadas kitérés volt az
orszagban, ami lényegesen kilonbozhet a tényleges kitdrések szamatél. Ebben
az évben 680 telepllésen volt kdzségi zarlat, tobb mint 4000 méhcsaladot irtot-
tak ki, ami 365,6 millid forintnyi allami kartalanitasi kiadast jelentett az orszag-
nak (16).

Szamos nyUlds koltésrothadéassal foglalkozd kutatocsoport valasztja a mézet
vizsgalati mintanak a P. larvae fert8zottség elterjedtsége, ill. a sporak tanulma-
nyozasa céljabdl. A dolgozdk az elpusztult l1arvakat v. babokat tartalmazd 1épsej-
tek tisztogatdsa utan a kaptar belsejét mechanikai Gton teljes mértékben kon-
taminaljak a sporakkal.

Méhcsaladok fertézottségének vizsgalatara szamos laboratériumi maodszer
all rendelkezésre (7), amelyek kozil Gjabban a molekularis biolégiai eljarasokat
emelik ki méhekbdl, kaptarsdpredékbdl és mézbdl (3). A sporak rendkiviil ellenal-
l6ak a kornyezeti hatdsokkal szemben, a mézben évtizedekig megdrzik fert6z6-
képességuket (8, 14, 18), és mivel a méhészetekben ehhez a méhészeti termék-
hez a legkdnnyebb hozzaférni, ezért optimalis vizsgalati anyagnak tekinthetd. A
pergetett mézminta alkalmas a méhészetben jelen 1év3 kdrokozé mennyiségé-
nek monitorozasara, mivel mind a pergetés, mind egyéb mdveletek sordan a méz
homogenizalddik, igy az lehetdséget nyUjt a kdrokozd feldlsulasanak mielébbi
észlelésére (5, 9, 15).

Vizsgalatunk célja az volt, hogy a Magyarorszag kulonbozd terlletein m{ikodd
méhészetekbdl gyljtott mézmintak felhasznalasaval 1étrehozzunk ezen fertdzdé
betegség koérokozdjabdl egy hazai reprezentativ baktériumtorzs-gyljteményt.
Ez alapjat képezi minden tovabbi vizsgalatnak, mint a baktérium sajatossagai-
nak alaposabb megismerése: a virulencia-valtozatok, a fenotipusos és genoti-
pusos tulajdonsagok, a fajszint( azonositas kulonféle mddszereinek 6sszeha-
sonlitasa, a fertStlenitdszerekkel szembeni érzékenységének meghatarozasa, ill.
olyan méddszer kidolgozasa, aminek segitségével megeldzhetd lenne a beteg-
ség klinikai forméaban valé megjelenése. llyen vizsgalatok eddig nem torténtek
Magyarorszagon.
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A magyarorszagi méhészetekkel egy hazai méhészeti szakfolydiratban meg-
jelentetett hirdetéssel, ill. internetes méhészforumokon keresztll vettik fel a
kapcsolatot.

A mintak gyUjtését 2014 decembere és 2015 majusa kdzott végeztik. A min-
tavételt méhészetenként két kilonboz8 pergetésbdl szarmazo két mézmintabdl
kértuk.

A mézminta el6készitése soran a mézbdl 10 g mennyiséget steril desztillalt viz-
ben feloldottunk. Centrifugalas utan (30 perc, 5000 xg) az lledékbdl véresa-
gar-taptalajra szélesztettlink, majd a visszamaradd Uledéket 80 °C-os vizflrdd-
ben, 20 percig hdkezeltik, majd a mintabdl ismét véresagarra szélesztettlnk.
Ezutan a hdkezelt Uledéket tizszeres mennyiséglre higitottuk és a mintabdl Gjra
véresagar-taptalajra szélesztettink.

A hlkezeletlen Uledékbdl altalaban nagy mennyiségben néttek ki olyan bak-
tériumok és gombak is, amelyekkel a méhek a hordas soran taladlkoztak, és ez
gyakran megnehezitette a tenyészetek kiértékelését. A hdkezelés célja az volt,
hogy a vegetativ alakok elpusztuljanak és csak a sporak maradjanak életben. A
80 °C-on hd8kezelt Uledékbdl csak az aerob spdras baktériumok ndttek ki, mint
amilyen a P. larvae is, igy tobbnyire kdnnyen vizsgalhatdak voltak a telepei a
taptalajon. A tizszeres higitasd, hékezelt Uledék azokban az esetekben volt hasz-
nos, amikor a higitads nélklli tenyészetekben olyan nagyszamu baktériumtelep
nétt, ami nem tette lehetdvé a telepek pontos szamanak meghatarozasat. Ezek-
ben az esetekben a higitott szuszpenzidéban |évs telepek alapjan szamoltuk ki a
h&kezelt Uledékben, ill. az eredeti mézminta 1 grammjaban 1év3 P. larvae spdrak
szamat.

Az elBkészitett mézmintakat 10% steril defibrinalt juhvérrel kiegészitett véresagar-
taptalajra (BIOLAB Zrt., Budapest) szélesztettik. Minden mézmintabdél harom
tenyészet készilt: a hékezeletlen Uledékbdl, a 80 °C-on hlkezelt Uledékbdl és a
tizszeres higitasu, hékezelt Uledékbdl. A mézmintak kioltdsa utan a taptalajokat
aerob viszonyok kozott, 37 °C-on, 10% szén-dioxidot is tartalmazé termosztat-
ban inkubaltuk. A primer tenyészeteket 72 6ra inkubaciot kovetden biraltuk el.

A mézminték feldolgozdsanak megkezdése el8tt egy P. larvae tipustdrzset (ATCC
9545) vizsgaltunk. A tipustorzset kilonféle taptalajokra oltottuk ki: specidlis
p. larvae agarra (PLA), MYPGP agarra, BHIT agarra, J-agarra és véresagarra (14).
A baktérium gatldbanyagokat nem tartalmazé véresagar-taptalajon mutatott a
legjellegzetesebb ndvekedést, ezért ezt valasztottuk a mézmintak vizsgala-
tdhoz is. A mézmintakbdl kindtt tenyészetek elbirdlasa sordn az ATCC 9545-0s
tipustorzs tulajdonsagait vettik alapul: azokat a baktériumtelepeket tekintettlik
P. larvae telepeknek, amelyek tenyésztési és morfoldgiai tulajdonsagai jelentds
mértékben megegyeztek a tipustorzsével. A tipustdrzs a szakirodalomban leir-
taknak megfelelGen 2-4 mm méret(, szabalyos, szurkés, matt-fényd, egyenetlen
felllet( telepeket képezett, a tenyészeteknek jellegzetes dohos szaga volt (2).

A telepmorfolégia alapjan P. larvae baktériumnak vélt izolatumok telepeit
haromszor tovabboltottuk, igy szintenyészetet hoztunk létre, aminek megkezd-
tUk részletes vizsgalatat.

Nativ mikroszképos vizsgalat soran 1000x nagyitassal a kenetben lathatdva



1. ABRA. Az sszegydjtétt 297
mézminta féldrajzi eredete:
142 teleplilés (Google™ Earth
7.1.2.2041 program segitségé-
vel dbrézolva)

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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valtak az 1,5-6 pm hosszUsagl, karcsl, egyenes vagy enyhén hajlott,
maganyos vagy lancokba rendezddd, 6nalld mozgasra képes palcak. Sotét-
latoteres mikroszkdéppal joI megfigyelhet8ek voltak a baktériumsporak.
Gram-szerint festve a baktériumok pozitivhnak bizonyultak. A vizsgalatok
soran kataldz-enzim és citokrOmoxidaz-enzim termelését vizsgaltuk. A P.
larvae kataldz-negativ és oxiddz-pozitiv baktérium (10, 13).

A felsorolt elsédleges morfoldgiai, tenyésztési és biokémiai tulajdonsa-
gok alapjan P. larvae baktériumnak itélt izoldtumokat -80 °C-on taroltuk.

A masodlagos biokémiai tesztek kdzUl a kazeinbontd képességet vizsgal-
tuk: tejesagar taptalajt allitottunk eld, amihez elkészitettik a BIOLAB Zrt.
szerinti véresagaralapot, majd 15%-0s UHT tejet adtunk hozza és 90 mm
atmérdjl Petri-csészékbe 15-15 ml-t 6ntottink belble. A megszilardulas
utan a baktériumot rdoltottuk a taptalajra, majd 72 éra inkubaciot (37 °C,
10% COz) kovetden elbiraltuk a kazeinbontd képességet: pozitiv esetben,
ha a baktérium termelt kazeindz-enzimet, a telepek korul a taptalaj fel-
tisztult.

Ha egy mézmintabdl P. larvae telepek ndttek ki, akkor regisztraltuk, hogy a hdke-
zeletlen Uledékbdl, a hdkezelt Uledékbdl és a tizszeres higitasy, hdkezelt Ule-
dékbdl kioltott tenyészetben hany telepet taldltunk. Egy telep kialakuldsahoz
minimum egy spora szikséges, vagyis a telepek szama feltételezhetéen meg-
kozelitben egyezett a taptalajra kiszélesztett szuszpenzidéban talalhatd spdrak
szamaval. A vizsgalt mézmintaban taldlhatd spdérak szamat meghataroztuk, igy
az eredeti mézmintaban taldlhatd spéramennyiséget spdéra/gramm méz forma-
ban tudtuk megadni.

A -80 °C-on tarolt, fontosabb tenyésztési, morfolégiai és biokémiai tulajdon-
sagok alapjan P. larvae baktériumnak itélt tenyészetek azonositdsa MALDI-TOF
(Matrix-assisted laser desorption/ionization Time-of-Flight) (12) tdomegspekt-
rometrids modszerrel tortént.

A vizsgalatunkkal kapcsolatos felhivasra 136 méhész jelentkezett, akiktdl 142
telepUlésrél (1. dbra) 297 mézminta érkezett. A mézmintak legnagyobb szazaléka
akdcmeéz volt (kb. 30%), nagyaranyl volt még a napraforgéméz (kb. 20%), a rep-
ceméz (kb. 15%), a vegyes viragméz (kb. 15%) és el&fordult néhany gesztenye-
méz és selyemfliméz is.
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A felhivasra minden megyébdl érkeztek mézmintak, a Tabldzat foglalja 6ssze
ezek megyénkénti eloszlasat.

TABLAZAT. A bekiildétt mézmintdk széma megyénkénti megoszidsban

TABLE The number of honey samples according to counties

Baranya megye

Bacs-Kiskun megye

Békés megye
Borsod-AbaUlj-Zemplén megye
Budapest

Csongrad megye

Fejér megye
Gydr-Moson-Sopron megye
HajdG-Bihar megye

Heves megye
Jasz-Nagykun-Szolnok megye
Komarom-Esztergom megye
Négrad megye

Pest megye

Somogy megye
Szabolcs-Szatmar-Bereg megye
Tolna megye

Vas megye

Veszprém megye

Zala megye

Osszesen

297

A primer tenyészetek (2. dbra) birdlatakor 82 baktériumtorzs a telepmorfoldgia,
az elsddleges és masodlagos tenyésztési, morfoldgiai és biokémiai tulajdonsa-
gok vizsgalata soran egységesen viselkedett, amely megfelelt a P. larvae szak-
irodalomban leirt tulajdonsagainak, vagyis hogy a baktérium egy Gram-pozitiv,
sporaképzd, 6nalld mozgasra képes palca, amely aerob és anaerob kérilmények
kozott is képes ndvekedni, kataldaz-negativ, oxidaz-pozitiv és kazeinaz-enzimet
is termel (3. dbra).

A tenyészetek fajszintl azonositasa soran hasznalt MALDI-TOF vizsgalatok
eredményei alapjan az 6sszes izolatumot a P. larvae fajba tudtuk besorolni.
Célkitlizésinknek megfelel8en |étrehoztunk egy, az orszag 49 telepulésérdl (4.
dbra) szarmazd, 82 baktériumtorzsbdl alld6 hazai reprezentativ torzsgyljteményt,
amely megalapozza tovabbi kutatasainkat.

A mézmintakban 1évd spdrak mennyisége alapjan a 82 P. larvae tartalmu
mintat négy csoportba soroltuk be szakirodalmi adatok alapjan: negativ cso-
portba kerlltek azok a mintak, amelyek 10 grammjabdél nem tudtunk P. lar-
vae-t kimutatni, kis fert6zottségl csoportba kerlltek a grammonként 25-nél
kevesebb spdrat tartalmazd mintak, kdzepesen fert6zott csoportba keril-
tek a grammonként 25-50 spérat tartalmazd mintak, és erésen fertdzott-
nek tekintettik a grammonként 51-nél tébb spdrat tartalmazd mintakat (5).
Vizsgalataink alapjan a mézmintak alkalmasak a méhészetek fertdzottségi
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2. ABRA. Mézmintdbél fejlédétt P. larvae telepek nagy
szdmban véresagar feliiletén (primer tenyészet, 72 6ra
inkubdciét kévetben, 37 °C, 10% CO,)

FIGURE 2. Primary culture of P. larvae from a honey
sample on blood agar after 72 hours incubation at 37 °C

3. ABRA. Kazeindz termelés vizsgdlata: a P. larvae tele-
pek kéril 72 éra inkubdcié utdn a 15% tejet tartalmazé
taptalaj feltisztult

FIGURE 3. Examination of caseinase production: after
72 hours incubation, 15% milk containing agarplate be-

in a 10% CO, atmospher

4. ABRA. Az dltalunk Iétre-
hozott P. larvae térzsgy(j-
temény 82 izoldtumdnak
féldrajzi eredete (49 telepli-
|és) (Google™ Earth 7.1.2.2041
program segitségével abra-
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)

comes clear around P. larvae colonies
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szintjének jellemzésére.A kis fert6zottségl méhészetekben a kdrokozd kis
szamban, de bizonyitottan jelen van, a kdozepesen fert6zott méhészetekben
a korokozd szama emelkedett, vagyis feldlUsuldsa detektalhatd, az ersen fer-
t5z6tt méhészetekben pedig a nagy spodraszam miatt a betegség barmikor
megjelenhet klinikai formaban is (5).

Erésen fertézott volt 17 minta (51 spdra/gramm méz felett), kdozepesen
fertézott volt 5 minta (25-50 spdéra/gramm méz), kevéssé fertzott volt 60
minta (25 spdéra/gramm méz alatt), 215 minta 10 grammjabél pedig nem
tudtuk a kérokozdt kimutatni (16). A kérokozd jelenlétét azokban a méhésze-
tekben sem zarhatjuk ki, ahol a 10 g vizsgalt mézben spérat nem tudtunk
kimutatni. Nagyobb mennyiségl méz vizsgalataval, valészinlileg emelke-
dett volna a pozitiv mintak szama, sét egyes feltételezések szerint a kor-
okozb, ha nagyon kis szdmban is, de minden méhészetben jelen lehet.
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A P. larvae az egész Foldon, igy hazankban is széles kdorben elterjedt.
Komoly gazdasagi karokat okoz a méhészetekben egyrészt a kiirtott
méhcsaldadok nagy szama miatt, masrészt pedig azért, mert a zarlatok
megnehezitik a gazdasdgos méztermelést, a korlatozott vandoroltatas és
csokkent mézeladas miatt (16).

A vizsgéalatunk soran kapott eredményeink, a baktérium tenyésztési,
morfolégiai és biokémiai tulajdonsagai, valamint Magyarorszagon vald
jelenléte, elterjedtsége megfelel a szakirodalomban leirtaknak (4, 5, 11).

A hazai hivatalosan bejelentett jarvanykitorések, a kiirtott méhcsalddok
szama, a kifizetett allami kartalanitas mértéke alapjan nyilvanvald, hogy a
mézel6 méhek nyllds koltésrothadasa nagy gazdasagi kartétellel jard fer-
t6z6 betegség, aminek a kezelésében, szabalyozasaban és diagnosztikaja
tekintetében paradigmavaltasra van szikség.

Ehhez elengedhetetlenek a tovabbi, a kérokozé magyarorszagi torzsei-
nek jobb megismerésére iranyuld hazai kutatasok, aminek alapjat képez-
heti az altalunk felallitott reprezentativ hazai baktériumtorzs-gydjtemény.

A nyllds kdltésrothadas kdrokozdja feltehetben tobb méhészetben jelen
van, mint eddig gondoltuk és mivel a bantalom ellen nem létezik jelenleg
hatasos gyébgymod, az egyetlen kézenfekvd lehetéség a betegség megeld-
zése a kdrokozd csiraszamanak alacsony szinten tartasaval. Vizsgalataink-
bdl kiderUlt, hogy a mézben jelen 1évd spbrak kimutatasa, azok mennyisé-
gének folyamatos monitorozasa alkalmas médszer a sporak feldlsulasanak
észlelésére, ami szlkségessé teheti a klinikai tinetekkel jaré megbetege-
dés megel8zéséhez elengedhetetien |épések megtételét ("raj &llapotba
helyezés"). A méheket Uj, fertStlenitett, kiégetett kaptarba, Gj keretek és
milépek ko6zé kell atrazni, aminek hatranya a fiasitas elvesztése, de nagy
elénye a korokozd csiraszamanak jelentds csdkkenése a méhcsaladban,
egyuttal a varroosis elleni eredményes védekezés segitése. Feltételezzlk,
hogy felhivasunkra elsdsorban azok a méhészek jelentkeztek, akik a nyulds
koltésrothadas elleni védekezést fontosnak tartjak, és a j6 gazda gondos-
sagaval minden tdluk telhetdt megtesznek a betegség megelbzése érde-
kében, ennek ellenére a beklldott mézmintak kozel 30%-aban mutattuk ki
a P. larvae spdrakat 10 grammnyi mézbdl.

Fontos hangsllyozni, hogy az, hogy a beklldott egyetlen mézmintabdl
korUlbelll 10 grammot vizsgalva az esetek egy részében nem tudtuk kimu-
tatni a kdérokozot, nem jelenti azt, hogy az a méhészetben nincs jelen.

Vizsgalatunk soran a méhészekkel konzultalva megtudtuk, hogy azoknal
a méhészeteknél, amelyeknek a beklldott mézmintaiban nagy mennyi-
ségben (51 spéra/gramm méz folott) taldltunk P. larvae spdérakat, vagy a
kbzelmultban vagy a vizsgalatot kdvetden megjelent a betegség klinikai
tlinetekben, tehat tényleges 6sszefliggést talaltunk a mézben jelen 1évd
spbrak szama és a betegség kitorése kb6zott. A bantalommal kapcsolatos
2014-es adatok alapjan egyértelm(, hogy Magyarorszagon a nyulds kol-
tésrothadas elleni védekezés kérdése nem megoldott, ezért a jovében,
kilonbsen jarvanygbcok kozelében, érdemes lenne kihasznalni a vizsgala-
tunkban hasznalt sporakimutatasi modszerek nyljtotta lehetéséget.

Az altalunk létrehozott baktérium-torzsgyljtemény megteremti a lehe-
téséget a P. larvae atfogdbb megismerésére, ami a nyllds koltésrothadas
leklUzdésében kulcsfontossdgl lehet (16).
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