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Roviditések jegyzéke

6PGD = 6-foszfoglikonat-dehidrogenaz

ALT = alanin-aminotranszferaz

AST = aszpartét-aminotranszferaz

CAT = katalaz

CCD = koldniadsszeomlas korkép

CYP450 = citokrom P450

DNS = dezoxiribonukleinsav

DWV = deformalt szarny virus

G6PD = gliikdz-6-foszfat dehidrogenaz

GPx = glutation peroxidaz

GSH = glutation

GSSG = glutation-diszulfid

LCso = letalis koncentracio 50

LDso = letalis dozis 50

LDL = alacsony denzitasu lipoprotein

MDA = malondialdehid

NAD* = nikotinamid-adenin-dinukleotid
NADP* = nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
RH = relativ paratartalom

ROS = reaktiv oxigengyokok/oxigénszarmazékok
SOD = szuperoxid-dizmutaz

TBARS = tiobarbitursav reaktiv anyagoknak
TG = triglicerid

TL = dsszes lipid

VLDL = nagyon alacsony denzitasu lipoprotein

XO = xantinoxidaz



Bevezetés és irodalmi attekintés

A beporzok jelentdsége az Okoszisztémaban €s az agrariumban

Napjaink egyik legégetbb probléméaja a beporzo rovarok eltiinése, legyen sz akar a
fajok diverzitasanak, akar azok egyedszamanak drasztikus csokkenésér6l. Ez a komplex
probléma olyan stlyos, 6kologiai szempontbol veszélyes tényezOkre vezethetd vissza, mint
példaul a globalis felmelegedésbdl kovetkezo éghajlatvaltozas és az ezzel jard él6helyvesztés,
a modern gazdalkodast kisér6 rizikotényezOk, mint a gyomirtok és nehézfémek talzott mértéki

alkalmazasa, valamint az egyre terjedd pusztito betegségek [1].

Okoszisztéma szolgaltatasoknak nevezziik azokat az emberi jolétet eldsegitd tényezoket,
melyek organizmusok kdlcsonhatasaként jonnek létre és a legtdbb esetben nem, vagy csak
hatalmas koltségek aran lennének pétolhatok. Ide tartozik tobbek kdzott a rovarok, vagy mas
allatfajok révén torténé beporzas is [2]. Az aktudlis becslések alapjan elmondhato, hogy az
Europaban termesztett ndvenyek 84%-a fligg kdzvetlenul a rovarbeporzoktol, s ezen belil is
kiemelt figyelmet érdemelnek a mézel6 méhek (Apis mellifera) [3]. Mas kutatdsok szintén
azonos eredményekre jutottak, tovabb szinesitve a képet azzal, hogy a 108 vizsgalt terménybdl
csupan 7 nem mutatott termelésbeli névekedést rovarbeporzdk jelenlétében, Iévén, hogy ezek a

novények Kizardlag passziv- es szélmegporzas utjan szaporodnak [4].

A fenti adatokbdl tisztan lathato, hogy a megfelel6 termelési mutatok elérése érdekében
elengedhetetlen az agrarium szdmara a beporzok megléte. A meglévo tendencidk azt mutatjak,
hogy bar a beporzokat igényld termények szadma folyamatosan ndvekedett az elmult
évtizedekben, a mézel6 méhek beporzok kozott betdltott szerepe drasztikusan csokkent.
Példaként, az Egyesiilt Kiralysagban a mézelé méhek altal ellatott beporzo tevékenység mértéke
az 1984-ben megallapitott 70%-o0s csucsrdl 2007-ben 34%-ra csokkent [5]. Ez némileg
magyardzhaté6 a méhallomany egyedszamanak és diverzitdsanak csokkenésével, am fontos

figyelembe venni a csaladok gyengulését és egészséguk romlasat is [6].



A mézeld méh (Apis mellifera) életmédjanak rovid ismertetése

A mézel6 méh, mas néven nyugati vagy eurdpai mézeld6 méh (Apis mellifera)
rendszertani besorolasa alapjan a rovarok osztalyan belul a hartyasszarnyltak rendjének tagja,
annak részeként pedig a méhfélék csaladjaba sorolhat6. A vilag méhfajai kdzil a leggyakrabban
eléforduld, valamint az agrarium szempontjabol a legjelentdsebb szereppel biré fajnak
tekinthet [7]. Eletmodjat mas méhfajokhoz hasonldan euszocialitas, vagyis a szocialitas
legmagasabb szintli szervez6dése jellemzi, melynek soran a koldniat nagyrészt reprodukciéra
nem képes ndstények vagy masnéven dolgozok, illetve az elsdésorban szaporodasi funkciokat
betoltd, a dolgozokhoz képest elenyészd szamban jelen 1év0 himek, azaz herék alkotjak. A
méhcsalad €lén egyetlen termékeny néstény all, melyet méhanyanak neveziink. A kol6nia
felépitését tekintve a mézelé méhek csaladjaiban is megtalalhatoak szamos egyéb rokon fajhoz
hasonld karakterisztikus jegyek, mint a dolgozok altal kozésen gondozott utodok, melyekre a
méhek esetében fiasitasként hivatkozunk, a felndttek csoportjan beiil az egymast atfedd

generaciok és a kiilonbozo feladatok specialis megosztasa az egyes kasztok kozott [8].

Mas hartyasszarnyu fajokhoz hasonléan az egyedfejlodés teljes atalakulassal megy
vegbe, négy jol elkiilonithetd szakasszal, melyek a pete, alca (larva), bab és a kifejlett egyed. A
petéket a méhanya helyezi el a Iép méhsejtjeiben, melyet a gondozo feladattal ellatott dolgozok
apolnak, majd a kialakult alcat etetik és kdzel egy hét mulva befedik. Ekkor torténik meg a
babozddas, majd ismeét egy hét mllva az egyedek kifejlett méhként hagyjak el a sejtet. Mig
egyes lépsejtekben a fiasitas kap helyet, masokban pollent és mézet tarolnak, melyet szintén
dolgozdk tartanak rendben és fednek le [9]. A dolgozok élettartama jelentésen eltér az év soran.
Mig a tavasszal és nyaron kelt egyedek csupan par, intenziv munkaval eltoltétt hetet élnek meg,
az 6sszel vilagra jottek tobb honapon keresztul a koloniaban maradnak a tél soran. A herék nem
telelnek at, a kolénia szempontjabol csak tavasszal és nyaron van rajuk szilkség. A méhanya
ezzel szemben harom-négy éven at is aktiv maradhat, miel6tt a dolgozdok levaltanak. Ebbél is
jol latszik, hogy bar a koloniat alkotd egyedek egy év alatt tobbszor is cserélédnek, a csalad

éveken at fennmarad, igy a méhekre szuperorganizmusként tekinthetiink [10].

A kolonia szaporodasa a rajzas nevii folyamat révén zajlik, melynek Iényege, hogy
tavasszal, nektarban és pollenben gazdag idében, az id6s anya, és a dolgozok nagyjabol

kétharmada, akar 10.000 méh, elhagyja a csaladot. A rajzast megelézden a csalad tobb tucat



fiatal anyat is kinevelhet, melyek koziil az elsé sikeresen kikelt és beparzott egyed veszi &t a
kaptart elhagyott méhanya helyét [11]. A méhanya meghataroz6 szerepet tolt be a
szaporodasban, mivel morfoldgiailag és viselkedésében is eltér a dolgozoktol. A dolgozdk
ugyanis bepéarzésra képtelenek, azonban képesek petéket rakni, melyekbdl kizarolag haploid
genetikai allomanyl herék kelhetnek ki, melyek genetikai szempontbdl messzebb &llnak a
petézé dolgozotol, mint annak néstény dolgozétarsai. A diploid kromoszomallomanyu kiralynd
ndstény utddja esetén az orokitbanyag fele a herétdl, masik fele pedig a méhanyatol szarmazik.
Ennek megfeleléen utobbi rekombinalddik, azonban az apai haploid genom teljes mértékben
tovabbadodik. A folyamat eredményeként a dolgozd ndstények egymassal genetikai
szemponthol ¥-es egyezésben vannak, mig a himek csupan ¥4 egyezést produkalnak, vagyis a
dolgozok kozott sokkal erésebb az altruista viselkedés, tekintettel arra, hogy a kiralyné
utodainak tulélése ugyanannak a genetikai allomanynak a terjedését segiti eld, mint amivel

maguk is rendelkeznek [12].

Kommunikaciojukat tekintve, a legtobb alapveté viselkedésformat feromonok
hatarozzak meg. Ide sorolhatok tobbek kozt a tamado, védekezd, mézeldallitd, raktarozo,
orientacios, parzasi, csalad- és anyafelismeré magatartasok [13]. A kommunikacid masik
forméjat képezi a méhek tanca, melyet szintén részletes kutatdsok soran vizsgaltak. A
taplalékszerzés szempontjabol az informacidmegosztas ezen modja elengedhetetlen, ugyanis a
kaptarba visszatéré dolgozo képes megosztani a tobbiekkel a taplalék helyének iranyat, illetve
annak tavolsagat. Azonban megallapithatd, hogy nem csupan mozgasalapd kommunikacio
tortenik a tanc soran, hanem a tancolé meh képes a fellelt taplalék szagmintajat is megosztani,
melyet a tébbiek kovetni tudnak [14].

A koloniadsszeomlas (Colony Collapse Disorder, CCD) koérkép és

hattérbetegségei

A modern nyugati méhészet szamos nehézsége kozil fontos megemliteni a
méhbetegségeket, kulénds hangsulyt fektetve az ezeket atfogé komplex korképre, a
koloniadsszeomlasra. Ezen Ujkeletii, eldszor az Egyesiilt Allamokban felismert és kutatott,
azonban mara mar az egesz vilagot, igy Europat is érint6 [15] jelenség esetében nagymértékii,
egy okra bizonyitottan vissza nem vezethetd, els6dlegesen a kifejlett dolgozdkat érintd gyors

titemi méhpusztulasrol szdmolnak be a méheszek [16]. Részletes, atfogd kutatds soran 61
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egzakt paramétert vizsgaltak a méheken, azonban nem taldltdk egyik vizsgalt okot sem
szignifikdnsan meghatarozénak, s bar az érintett csalddokban kimutathatd volt a
kontrollcsoporthoz képest magasabb patogén terheltség valamint az alacsony koncentraciéban
jelenlévo atkairtd szer, azonban az eredmények inkabb tébb hattérhatas egyuttes fellépésére
engednek kovetkeztetni [17]. Ezek kozul talan az egyik legjelent6sebb probléma a méhészek
korében a Varroa destructor atkafaj, mely specidlis szajszervével szivja ki a méhek vérnyirok
folyadékat, s ezen taplalkozasi folyamat soran tébb alkalommal valt gazdaallatot, igy szdmos
betegség vektoraként szolgalhat [18]. Az egyik leggyakoribb Varroa altal hordozott virus a
deformélt szérny virus (deformed wing virus, DWV). Ezen retrovirussal fert6zott kifejlett
egyedek 3 napon beliil elpusztulnak, mely sokszor a csalddon beliili hatalmas fert6zottségi szint
miatt akéar koloniadsszeomlashoz is vezethet [19]. Mindenképpen fontos itt megemliteni az
amerikai, vagy nyulos koltésrothadas betegséget, melyet a Paenibacillus larvae (régebbi nevén
Bacillus larvae) sporaképzé, Gram-pozitiv aerob palca okoz, valamint az europai
koltésrothadast. Ez utobbi betegseg kdrokozoja az Enterococcaceae csaladba tartozd
Melissococcus pluton Gram-pozitiv baktérium. Fontos kilonbség azonban, hogy mig az
amerikai forma eseten a betegség terjedese spdorakkal, az europai esetében foképp a fertézott
egyedek Urtlekével és a taplalékkal torténik. Mindkét esetben a fiatalabb larvak vannak kitéve
a legnagyobb fenyegetettségnek [20]. Végul emlitést érdemel a méhek egyik leggyakoribb
emésztOszervi betegsége a nozéma, melyet a Microsporidia fajba tartozO Nosema Apis €és a
Nosema Ceranae okoznak. Jellemzd, bar nem specifikus tiinete a hasmenés, mely a kdzépbél
epithel sejtjeiben bekovetkezett fert6zés miatt jelentkezik [21]. A fentebb felsorolt betegségek
csupan érintlegesen Kkeriiltek targyalasra ezen dolgozat keretei kozott és bar csak apro
szegmensét fedik le a méhbetegségek spektrumanak, képet adnak azon altalunk nem vizsgalt
faktorokrél, melyek szintén a CCD hatterében allhatnak. Azonban minden méhbetegség
kapcsan fontos figyelembe venni az olyan immunszupresszans hatdsokat, mint a peszticidek
altal okozott oxidativ stressz, hiszen igy azonos betegségek eltérd mértékben hathatnak a

csaladokra azok antioxidans rendszerének allapotatol fiiggden [22].



Az oxidativ stressz és annak mérésére szolgalé paraméterek

Szamos méhbetegség esetében leirdsra kerllt, hogy azok kéros hatdsainak
kialakulasaban kulcsszerepet jatszhat az egyre gyakrabban kialakul6 fokozott oxidativ terhelés
megjelenése. Oxidativ stressznek nevezzik azt az egyensulyi eltolédast a sejtben, amikor a
reaktiv molekulak, foként a reaktiv oxigén gyokok (ROS) megjelenését az antioxidans rendszer
nem képes ellenstlyozni a szabadgyokok és az intermedier molekuldk bontasaval, valamint a
sejtszinten okozott karok javitdsaval. A normal redox allapot megbomlasaval keletkezd
peroxidok és szabadgytkok képesek karositani a fehérjéket, a lipideket, a szénhidratokat és akar
a DNS szerkezetét is. A ROS molekulak szerkezetiikb61 kifolyolag instabil felépitéstiek, ugyanis
a legtobb esetben parositatlan elektronokat tartalmaznak, melyeknek koszonhet6en elektron
felvétel, vagy leadas soran reakcioba Iépnek stabil molekulakkal, ezaltal tovabbi
szabadgyokoket szabaditva fel [23]. A leggyakrabban vizsgalt ROS molekulak kdzé tartoznak
a szuperoxid-gyokok (Oz ), hidroxil-gyokok (OH) eés a hidrogén-peroxid (H20.). Tovabba
fontos megjegyezni, hogy szamos ROS molekula sejten bellili messenger funkciot betdltve részt
vesz a redox-kommunikacioban, ezaltal beavatkozhat a sejten beliili és a sejtek kézott zajlo

kommunikacioba (cell signaling) [24].

Az antioxidans rendszer szempontjabol elkiilonithetiink tobb jelentds, részletesebben
vizsgalt enzimet, a szuperoxid-dizmutazt (SOD), a katalazt (CAT), a glutation-peroxidazt
(GPx), a glutation-S-transzferazt (GST), a glukdz-6-foszfat dehidrogenazt (G6PDH), a xantin-
oxidazt (XO) és az aldehid-dehidrogendzokat. A jelen kutatasban ezen enzimek kozil kettot
valasztottunk részletes analizisre, a SOD-ot és a G6PDH-ot, valamint ezeket kiegészitettik
tovabbi két paraméterrel, a GST aktivitasa revén kialakuld redukalt és oxidalt glutation (GSH-

GSSG) arannyal és a malondialdehid koncentréacidval.

A SOD egy olyan, az €16 sejtekben megtalalhaté enzim, mely a Szuperoxid-anion gyokot
alakitja molekularis oxigénné, illetve hidrogén-peroxidda, melyet ezt kovetéen a CAT
semlegesit azaltal, hogy a reaktiv hidrogén-peroxidot vizre és oxigénre bontja. A SOD szamos
formaban van jelen az €16 szervezetekben attol figgden, hogy milyen fém foglal el kdzponti
helyet az enzim kdzéppontjaban (réz, cink, vas vagy mangan), ezaltal az antioxidans enzimek

kozul a legadaptivabb és az egyik leghatasosabb [25].



A glutation-peroxiddz a CAT-hoz hasonléan szintén a létrejott hidrogén-peroxidot
redukalja tovabb vizzé, melynek soran a glutationt hasznélja elektrondonorként [26]. A G6PDH
a pent6z-foszfat 0t els6dleges limitalo faktoraként, a glikdz-6-foszfat 6-foszfogliikono-lakton
atalakulast szabalyozza, majd az igy kapott vegyiiletet a 6-foszfogliikonolakton-laktondz 6-
foszfogliikonatta alakitja, melyb6l a 6-foszfoglikonat-dehidrogendz (6PGDH) allitja el6 a
NADPH-t, mely hidrogén donorként szamos intermedier folyamatban jatszik k6zponti szerepet

is jelentésége van [28].

A GSH els6dleges szerepe, hogy intra- és extracellularis antioxidansként a ROS egyik
legfontosabb tripeptid scavanger molekulaja, melynek oxidalt formajabdl (GSSG) a glutation-
reduktaz alakitja vissza szabad, fehérjékhez kotott allapotaba [29]. Szamos fajban kimutattak,
hogy a nyugalomban 1év0 sejt esetén a GSH:GSSG érték szervtdl és allatfajtol fliggden 5:1 és

100:1 arényban valtozhat, ez azonban oxidativ stressz hatésara jelentésen csokkenhet [30].

Az aldehid-dehidrogenazok funkcioja egyes specifikus szubsztratok oxidacidja, mely
sordn NAD*-t vagy NADP*-t hasznalnak fel [31]. Az MDA szint meghatarozasanak
segitségével pedig a lipidperoxidaciés folyamatokra kdvetkeztethetiink, ugyanis ezen folyamat
soran a reaktiv szabadgyokoknek kdszonhetden 1étrejovo lancreakeid keretében a tobbértéki,
telitetlen  lipidek oxidativ. bomlasa lipid-hidroperoxidokat eredményez, melyek
instabilitasuknak k6szonhetden széttoredeznek, olyan vegyiileteket képezve mint a 4-hidroxi-2-
nonenal vagy az altalunk is vizsgalt MDA [32]. Fontos azonban lesz6gezni, hogy csupan olyan
peroxidok tudnak reakcioba 1épni, melyek o és B telitetlen kotésekkel kapcsolodnak a peroxid

csoporthoz, hogy megvaldsulhasson az MDA létrejottéhez elengedhetetlen ciklizacio.

Szintén emlitésre méltd enzim tovabba a xantinoxidaz, mely elsésorban a hipoxantin-
xantin oxidaciojat katalizalja, ekdzben pedig hidrogén-peroxidot allit ¢l6 [33]. Fontos, hogy
tobbek kozott a rovarok nyilt keringési rendszerének és az emldsoknél jelenlévd olyan alapvetd
méregtelenitd szervek, mint a maj hidnyéanak, valamint az eltéré enzimkészletnek koszonhetden,

nem vonhato teljes parhuzam az emldsok antioxidans rendszerével.

Ennek ékes példaja, hogy mint azt egyes kutatasok is bizonyitottak, bizonyos rovarfajok
képesek a teljes megfagyas soran elallo oxigénhiany okozta ROS-szint emelkedés

megakadalyozasara, valamint az antioxidans szintek valtozatlanul tartasara [34]. Ezen folyamat
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sordn az antioxidans enzimaktivitdas nem ndvekedett a CAT kivételével, mely viszont
szignifikdnsan megemelkedett. Bar az oxidalt glutation szint is ndvekedett, a GSH:GSSG arany
nem tolddott el, ugyanis ezzel ardnyosan névekedett a redukalt glutation koncentrécid is. Bér a
védekezés pontos mechanizmusa nem keriilt megallapitéasra, ezen értékek arra utalnak, hogy a
rovarok esetében eddig még ismeretlen mechanizmusok is Iéteznek az oxigénhianyos allapot

kovetkeztében bekovetkez6 oxidativ stressz lekiizdésére.
Deltametrin

A deltametrin, tudomanyos nevén (S)-alfa-ciano-3-fenoxibenzil-(1R)-cisz-3-(2,2-
dibrémvinil)-2,2-dimetilciklopropan  karboxalat (1. abra), szintelen, szagtalan,
szobahOmérsékleten szilard anyag, mely vildgszerte népszerii szélesspektrumu kiilsé parazita,

rovar- és atkadld hatasa miatt a mezdgazdasagban és az allatorvosi praxisban egyarant [35].

Br
. S
Br

X 0

°

e

1. dbra. Deltametrin szerkezeti képlete (sajat készitésii
abra)
A malaria parazitat hordoz6 vektorok elleni védekezésben megkertlhetetlen szerepet

jatszik, mivel els6ésorban szunyoghalokat vonnak be vele, igy szakember hidnyaban is
egyszertien, olcson és biztonsagosan hasznalhato a harmadik vilagbeli orszdgokban is, hosszu
hatasu beltéri permetezéssel kiegészitve [36]. Hatékonyan alkalmazhat6 szer tovabba a mai
modern mezdégazdasagunkban szamos ndveénykultira, mint a buza, kukorica, kdposztarepce,
vagy napraforgd kartevo rovarokkal szembeni védelem érdekében. A piretroidok, azon belil a
piretroid észterek vegyiletcsoportjaba tartozik, mely utébbiak a természetben is fellelhetd
piretrinekhez hasonld szerkezettel rendelkez6 szintetikusan eléallitott vegyiiletek. Stabilitasuk
és hatékonysaguk is messze felulmulja a természetben el6fordulé formakeét, azonban ennek

kovetkeztében sokszor megnovekedett veszElyt is jelenthetnek az él6vilag szamara [37].
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Farmakoldgiai szempontok alapjan a csoporton belill tébb generaciot kilonithetiink el.
Az cls6 generacioba sorolhaté vegyuletek krizantémsav-szarmazékok és furan-gyirivel,
valamint termindlis oldallincokkal rendelkez0 alkoholok észterei, melyek jellemzden
viszonylag instabilak a kérnyezetben. Hére, fényre, levegére érzékenyek és inkabb repellens
hatassal birnak. A masodik generacio vegylletei, ahova a deltametrin is tartozik, ezzel szemben
a krizamténsav-szarmazékok metilcsoportjanak eltavolitasaval, valamint a fényérzékeny
oldallancok dibrom- és diklorvinil, illetve aromas gytriikre torténd Kicserélésével jelentésen
megnovelt stabilitdsra és hatékonysagra tettek szert, melynek kOszonhetéen széles korben
elterjedtek az agrariumban [38].

Hatdsmechanizmusukat tekintve idegmérgek (neurotoxinok), melyek elsésorban az
izeltlabu parazitakkal szemben hatadsosak. Ennek pontos mechanizmusat amerikai csétanyok
(Periplaneta americana) izolalt axonjain vizsgaltak, mely soran megallapitottdk, hogy egy
lassu, fokozatos, irreverzibilis depolarizaciot hoznak létre az idegsejt axonjanak membranjan,
ezzel fokozatosan csokkentve az akcios potencial kilengését [39]. Mas, szintetikus
piretroidokkal szemben feltételezhetéen a fesziiltségfliggd natrium-csatornaknak csupan egy
kis, médosult nyilt allapotban 1évo részét érintik. Az elsé generdcios piretroidok és mas azonos
generacioba tartozo, de kisebb aktivitast mutatd vegyiiletek (rezmetrin, tetrametrin) esetében is
megfigyelhetd volt a tagloz6 hatds (knock-down effect), azonban a folyamat jelentdsen
lassabban megy végbe. Az els6 generacios piretroidok hatdsara gyakran figyelheté meg spontan

kisllés az idegvégeken, mely excitaciéhoz vezethet [39].

A toxicitas vizsgalatakor figyelembe kell venni a piretroidok altalanos farmakokinetikai
tulajdonsagait. Mint az a szerkezetiikbél is latszik, nagyméretii, lipofil molekulaiknak
koszonhetben, képesek a sejtmembran lipid-struktirdjat megzavarni, valamint a boron at jol
felszivodni, azonban metabolizmusuk eml6sok esetében rovid id6 alatt végbemegy, inaktiv
metabolitokat eredményezve [40]. Ennek koszonhetéen nagy biztonsaggal alkalmazhatoak
eml6s6kon és madarakon, azonban a vizi gerinctelen él61ényekre és halakra kifejezetten toxikus
hatassal vannak, Kivaltképp a deltametrin. Az eddig vizsgalt halfajok kdzel 40 szazalékaban a
meghatarozott LCso értékek alacsonyabbak voltak, mint 1.0 ppb (pars per billion), ami

megkdzeliti a szunyogok és mas izeltlabu vektorok értékeit [41].
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A rovarok, ezen bellil a méhek, kiilondsen Kitettek a deltametrin mérgezéseknek, hiszen
a natriumion-csatorna affinitasuk t6bbszorose az emlésokének, valamint a repellens hatas tobb
orén keresztll is tarthat, ezaltal hatast gyakorolva a taplalékszerzési viselkedésre is. Korabbi
kutatasokat figyelembe véve elmondhat6, hogy bar a laboratoriumi tesztek soran megallapitott
LDso értékek alapjan viszonylag biztonsagosnak tekinthet6 (0.047 pg/méh kontakt Gtjan, mig
per os adagolas esetében 0.051-0.079 pg/méh) [42], Ujabb, akar mézelé méhekkel vagy mas
beporzdkkal végzett vizsgalatok is arnyaljak a képet. Tébb masodik generécids piretroid hatasat
vizsgaltdk Megachile rotundata méhfajon, s igy megéllapitasra kerilt, hogy a felhasznalt
vegyuletek kozil topikalis adagolas soran messze a deltametrin volt a legtoxikusabb, 0.0016
ug/méh értékkel, mely egyezett az A. mellifera és a M. rotundata fajokban [43]. Fontos tovabba
megjegyezni, hogy tobb kutatds is behatéan vizsgélta a szinergista hatasokat, melyek a
deltametrin és gombairtok, mint a proklazor, k6zott fellépnek, s bar a szinergia pontos modja
még nem teljes mértékig ismert, az egymas toxicitasat erésité hatas megléte szignifikans és
igazolhaté [44]. Egy edesvizi halfajon (Channa punctatus) végzett kutatas soran a
deltametrinnek Kitett halak esetében vizsgaltdk a redukalt glutation (GSH), a glutation S-
transzferdz (GST), és az aszkorbinsav szinteket, melynek alapjan elmondhato volt, hogy a CAT
aktivitasa minden szervben csokkent, a GST aktivitasa a kopoltyaban csdkkent, azonban a
méjban jelentésen megnovekedett. Ez lehet a megndvekedett reaktiv oxigéngyokokre (ROS)
adott valaszreakcio, a CAT aktivitads csokkenést pedig, az ezzel parhuzamosan felszabaduld
szuperoxid gyokok altal jelentett fokozott terhelés okozhatta [45]. Nagyon hasonlo folyamatok
voltak megfigyelhet6k deltametrinnel hossz id6n keresztiil, szubakut dézisban kezelt
patkanyokban is, ahol azonban az erre terapias jelleggel adott E-vitamin hatasat is vizsgaltak.
Itt is egyértelmiien bizonyithatd volt az oxidativ stressz, ugyanis a GST és a szuperoxid-
dizmutéaz (SOD) szintjei szignifikdnsan csokkentek, valamint a lipid peroxidacié markereiként
szolgalé MDA szintje emelkedett a vérplazmaban. Ezen kivil emelkedett a plazmaban a total
lipid (TL), a koleszterin, az alacsony és a nagyon alacsony denzitast lipoprotein (LDL és
VLDL) valamint a triglicerid (TG) szintje is. Fontos megéllapitas tovabba, hogy az E-vitaminnal
kezelt egyedek esetében jol lathatd modon csdkkentek az oxidativ stressz paraméterei, valamint

az E-vitamin a verképben tapasztalt eltéréseket is korrigalta [46].
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Tebukonazol

A tebukonazol, tudomanyos nevén 1-(4-klérfenil)-4,4-dimetil-3-(1,2,4-triazol-1-
ilmethil)pentan-3-ol (2. &bra), szintelen, szagtalan, szobahémérsékleten szilard, kristalyos
anyag, mely az agrariumban vilagszerte szeleskdrben alkalmazott a novények patogén gombéas
fertézései, mint példaul a lisztharmat vagy az Uszdg betegségek ellen. Kiterjedt hasznalata
foképp hatékonysaganak ¢és az alkalmazasat lehet6vé tevd ndvények tadg spektrumanak

koszonhetd, allatorvosi felhasznalasuk azonban nem jelent6s [47].

2. dbra. Tebukonazol szerkezeti képlete (sajat készitésii abra)

Szerkezeti tulajdonsdgai és hatasmechanizmusa alapjan a 14a-szterol demetilaz
fungicid hatasu inhibitorok kézé sorolhaté be, azon belil is a triazolok csoportjanak tagja [48].
A gombasejt membranjaban az emlésokében jelenlévo koleszterin helyett ergoszterol talalhato,
mely szintéziséhez szikseges enzimek a mikroszomakban helyezkednek el és a gombaellenes
szerek 6 célpontjat képezik. Az ergoszterol-szintézis egyszerisitett folyamatat a 3. abra
szemlélteti. A gombaellenes szereken belul két csoportot sziikséges elkiiloniteni, melybdl az
elsé csoportba tartozok a szkvalén-epoxiddz enzimet hivatottak gatolni, mely a szkvalén-
lanoszterol atalakitasdhoz sziikséges, mig a masodik csoportba a 14a-szterol demetilazt gatlo
vegyuletek sorolhatok, melyek igy a lanoszterol ergoszterolla torténé gombakra specifikus
atalakulast akadalyozzak meg. Igy végs6 soron csokken az ergoszterol szintézis, a membran

szerkezeti stabilitasa pedig megsziinik és a gomba elpusztul [49].
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3. dbra. Az ergoszterol-szintézis egyszerisitett mechanizmusa (sajat készitésii abra)

A 14a-szterol demetilaz enzim a citokrom P450 (CYP450) csoportba tartozé enzim
(masik nevén CYP51), igy az arra hatast gyakorlo vegytletek a teljes szelektivitas hianyaban az
allati CYP450 enzimeket is gatolhatjak, jelentésen befolyasolva a méregtelenité folyamatokat,
vagy a szteroidszintézist [50]. Fontos tovabba, hogy a 14a-szterol demetildz inhibitorok
esetében elkilénithetiink két nagy alcsoportot, az imidazolokat és a triazolokat, melyeknek bar
a hatdsmechanizmusa és az antifungalis spektruma megegyezik, a kutatasok alapjan eltérd
mértékben vannak hatassal az allati CYP450 enzimekre [51]. Szamos tanulméany felhivta a
figyelmet a rezisztencia kialakulasara tdbbféle gombafajban az azolokat tartalmazo
készitményekkel szemben, melyeknek alapjaul a molekularis célpontként szolgalé CYP51
enzim aminosavszekvenciadiban bekdvetkezett up-regulacio szolgal [52]. Ennek soran gyakran
valtozast tapasztalhatunk a masodlagos szerkezeti strukturakban, melyek az aktiv- centrumot
alkotjak, dm a fehérjeszerkezet flexibilitdsanak kdszonhetden nem vesziti el az elsddleges
enzimatikus funkcidit. Ezen rezisztenciak kialakulasat emberi és ndvény patogének esetében is
bizonyitottak [53].

A tebukonazol széleskorben elterjedt hasznalatanak koszonhetden a méhkaptarakban is
megjelent, kutatasok bizonyitottak, hogy szubakut dozisban a méhviasztol kezdve egészen a

kiralynd taplalasara hasznalt méhpempdig kimutathato [54]. Bar az akut tebukonazol toxicitas
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vizsgalatok mézel6 méh (Apis mellifera), Trichogramma darazs (Trichogramma ostrinae) €s
selyemhernyd (Bombyx mori) esetében foképp az utdbbiban mutattak ki elfogadhatatlan
rizikotényezd hanyadost, annak karos hatdsai a tobbi rovarfajban is jelentds mértékben
feltételezhet6k [55]. Fontos tovabbéa kiemelni, hogy a selyemherny6kban a hosszu tava krénikus
mddon adagolt tebukonazol negativan befolyasolta a bebabozddast, sériiltek a selyemkivalaszt6
glandulusok, valamint jelentés mértékben megvaltoztak az ekdiszteroid és a juvenilis hormonok
koncentracioi [56]. A tebukonazol kivaltotta oxidativ stressz kapcsan a kozelmultban patkanyok
esetében irtak le jelentés eredményeket. Him patkdnyoknal megfigyelheté volt a glutation
csokkenés és ezzel parhuzamosan ndvekedett a GST, a SOD, a CAT és a GPx szintje. A SOD
ezen Kivll a vesékben és a herékben is megndvekedett aktivitassal birt, valamint az utébbiban
csokkent a tesztoszteron koncentracidja [57]. Ujabb kutatasok megerdsitették ezeket az
eredményeket, kiegeszitve a malondialdehid és proteinkarbonil szintek emelkedésével, valamint
a DNS karosodéasaval [58]. Tebukonazollal kezelt del-amerikai harcsakon (Rhamdia quelen)
vegzett kutatasok megallapitottak azonban, hogy amennyiben mezet és pollent kevertek az
allatok vizeébe, az képes volt csokkenteni az igy kialakult oxidativ stressz szintjét. A tanulmany
aktivitasat. Az eredmények alapjan egyértelmiien megallapithaté volt, hogy a tebukonazol
alkalmazasa fokozott mértékii oxidativ terheléshez vezetett az agyban, a majban és a vesében is

[59].
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Celkitlizes

Napjainkban egyre nagyobb figyelmet kap a beporzok, ezen beliil is a mézeld méhek
szerepe mind a biodiverzitds meg6rzése, mind pedig az agrarium hosszutava fenntarthatésaga
szempontjabol. A méhcsaladok szamanak folyamatos csokkenése és a kordbban emlitett
koloniadsszeomlas novekvO prevalencidja azonban egyre nagyobb aggodalomra ad okot,
melyhez a természetes élohelyek csokkenése, valamint a folyamatosan novekvo parazita és
patogén terheltség mellett a n6vényvéddszerek széleskori, intenziv hasznalata is hozzajarul. Bar
arovar- és gombaold szerek nem minden esetben keriilnek kozvetlentl kapcsolatba a méhekkel,
az, hogy szubletalis mennyiségben milyen hatast gyakorolnak azok anyagcseréjére, meég
kevéssé ismert. A rovarok redox homeosztazisa az eml6sokéhez képest kevésbé kutatott teriilet.
Ennek megfeleléoen munkank sordn a mézeld méhek kozponti idegrendszerében talalhatd
kalonfele reprezentativ oxidativ paraméterek vizsgalatat tiztik ki célul, ideértve a
malondialdehid (MDA) termelddését, a glutation védelmi rendszer allapotat, ennek részekent a
redukalt és oxidalt glutation koncentraciojanak aranyat, valamint a szuperoxid-dizmutaz (SOD)
és a glukdz-6-foszfat-dehidrogendz (G6PDH) aktivitasat. Vizsgalni kivantuk tovabba a teljes
antioxidans kapacitasban bekovetkezo esetleges valtozasokat is a szovetmintakban. A kutatas
celjabdl valasztott ket vegyulet, a tebukonazol és deltametrin vilagszerte régota, széleskdrben
hasznalt hatdanyag-tipusokba tartoznak, jol képviselve ezzel az azol tipusi gombaellenes és a
piretroid tipusu rovarirtok csoportjat. Mindkét anyag akut, szubletalis dozisban kerult
alkalmazéasra, melynek mennyiségi meghatarozasahoz mas kutatasok eredményei jelentették az
alapot. A kutatas ravilagithat a méhésztarsadalmat foglalkoztatd egyik legjelent6sebb probléma
hatterében allé okok kozil az egyikre, kozelebb kerulve ezzel a sikeres novényvédelemhez,

mely a hatékonysagon kivil a nem célfajok védelmét is figyelembe veszi.
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Anyag és modszer

Allatkisérleti fazis

A feln6tt mézelé méhek begyiijtése a korabban Williams és munkatarsai altal leirt
mbdon tortént meg [60]. A kutatdshoz szilkséges méhek, a kiilonboz6 csoportok
homogenitdsdnak biztositasa céljabol, ugyanazon egészséges méhcsaladbdl kerlltek

kivalasztasra, mely nem volt kitéve semmilyen

gyogyszeres, vegyszeres, vagy egyéb jellegii
kezelésnek a Kkisérletet megeléz6 harom
hénapban. A méhek begytijtésére fiasitas nélkiili
keretekrdl a reggeli 6rakban kertilt sor, ehhez a
4. abran szemléltetett befogOketreceket
hasznaltuk fel. Az allatok véletlenszertien,
korilbelil 50 egyedet tartalmaz6 csoportokba
kerlltek szétosztasra. A munka soréan felhasznalt
méhgylijté ketrecek 30 cm x 20 cm nagysaguak
voltak és a kezelések 25 + 2 °C-on, 50-65%

relativ paratartalom (RH) mellett torténtek. A

mézelé méhek etetése ad libitum médon valésult
meg, mely soran az allatoknak hozzaferésik volt

50%-0s szacharézoldathoz, valamint tiszta

vizhez. A tanulminy elsé 36 oraja rovid

hozzaszokasi periodusként szolgalt, mely soran 4. 4bra. Haloval ellatott befogoketrec
az A&llatok nem részesilltek  semmiféle (sajat kép)
kezelésben.

Ezt kovetden a kezelt egyedek a szachardzoldathoz keverve tobb koncentracidban
deltametrint vagy tebukonazolt kaptak, mely kezeléoldatokat 8 dranként friss elegyre cseréltiik
az 6sszesen 48 6ras kezelési fazis ideje alatt. A kezelési koncentraciok (1. tablazat) kiszamitasa
mas kutatocsoportok altal kidolgozott mddszereken alapult, figyelembe véve az allatok napi
atlagos takarmanyfelvételét, és biztositva egyedenként a napi LD50/10, LD50/20, ill. LD50/40
mennyiségnek megfelelé kezel6anyag felvételét [22, 61-63].
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1. tdbldzat. Az LD50 értékek alapjan felallitott csoportbeosztas és a hozzajuk tartozo kezelési

mennyiségek.

Kontrollcsoport

Kezelésre szolgalé mennyiség

Deltametrin magas (LD50/10)

7,9 ng/méh/nap

Deltametrin kézepes (LD50/20)

3,95 ng/méh/nap

Deltametrin alacsony (LD50/40)

1,975 ng/méh/nap

Tebukonazol magas (LD50/10)

8,505 pg/méh/nap

Tebukonazol kdzepes (LD50/20)

4,253 ng/méh/nap

Tebukonazol alacsony (LD50/40)

2,123 pg/méh/nap

A kezelést kovetden az A&llatok a ketrecek szérazjégbe helyezésével keriltek

exterminalasra, majd szallitdsra a tanszéki laboratoriumba, ahol a mintédkat tovabbi

felhasznalasig -80 °C-on taroltuk. Ovatos kiolvasztést
kovetéen a méhek feje, tora valamint potroha
eltavolitasra kerult, majd a tovabbi boncolasokat
Jégen torténd hiités mellett, sztereomikroszkop alatt

vegeztik, mely lépések egyik stadiumat az 5. dbran

mutatjuk be. A kozponti idegrendszer preparalasat |

kovetden nyert mintak a protocerebrumot, az antenna

lebenyeket, az optikai lobulusokat, valamint a
subesophagealis  gangliont  is  tartalmaztak.
A mintdk  homogenizalasat  Potter-Elvehjem
szovethomogenizatorral vegeztik, Tissue Protein
Extraction Reagent (T-PER) oldatban, Kkiegészitve
Pierce Protease Inhibitor Cocktail oldattal (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Ezt kovetéen a mintakat 5000 x g-n 10 percig l

centrifugaltuk, majd a nyert feluliszokat a késébbi

vizsgéalatok elvégzéséig -80 °C-on taroltuk.

18

A

p

5. dbra. A méhek boncolasanak
megkezdése (sajat kép)



Laboratériumi mérések

Az 0sszfehérje-koncentracié mérése

A megfeleld standardizalhatosag és a
kés6bbi mérések korrekcidja érdekében a mintak
osszfehérje-koncentracidjanak ~ meghatarozasa
Pierce. TM Bicinchoninic Acid (BCA) Protein
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) segitségével tortént a gyart6
eléirasainak megfeleléen. Standard oldatként
szarvasmarha szérum albumint hasznaltunk., 37
°C-on  torténd  inkubaciot  kovetden  az
abszorbancia értékeket 562 nm-en olvastuk le
Multiskan GO 3.2 reader (Thermo Fisher

Scientific, Waltham, MA, USA) segitségevel. Az 6. abra. A kolorimetrias mérés soran
hasznalt lemez (sajat kép)

abszorbancia értékek leolvasasat mutatja be a 6. abra.

A redukalt és oxidalt glutation koncentracié mérése

A GSH és a GSSG koncentraciokat szintén egy kolorimetrids teszt segitségével,
Glutathione GSH/GSSG Assay Kit (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag) felhasznalasaval
hataroztuk meg. A standardokat és a mintakat atlatszo, 96-lyuka platek-re (40 pL/lyuk),
pipettaztuk, kiegéeszitve a gyarto altal biztositott puffer eleggyel (120 pL). A lemezt 60 percen
keresztul 37 °C-on inkubaltuk, majd ezt kdvetden minden lyukba 20 uL Substrate Solution
kerult. Ezutan szintén minden lyukhoz tovabbi 20 uL Coenzyme Working Solution, valamint
20 puL Enzyme Working Solution kerllt hozzaadasra. A GSSG mérés soran a fenti oldatokon
fellil ugynevezett Masking Solutiont pipettaztunk a mintakhoz, mely oldat lehet6vé teszi az
oxidalt formaban jelenlévé glutation célzott kimutatasat. Az abszorbancia értékek mérésére 412

nm-en Ker(lt sor 10 perc, 37 °C-0s inkubaciot kovetéen.

A malondialdehid koncentracié6 mérése

A lipidperoxidacids folyamatok markereként az MDA koncentraciot mértuk specifikus
kolorimetrias teszttel (MDA Assay Kit; Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag). A gyartd
eléirasanak megfeleléen 300 pL tiobarbitursav (TBA) torzsoldatot kevertink 6ssze 100 pL
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agyszovet homogenizatum fellliszoval, melyet 1 6rés, 95 °C-os inkubécié kdvetett. A minta
jégben torténd lehitését kovetden sor keriilt az abszorbancia mérésére 532 nm-en Multiskan GO

3.2 reader segitségével.

A szuperoxid-dizmutaz enzimaktivitds mérése
A SOD merések esetében a SOD Determination Kit-et alkalmaztunk (Merck KGaA,

Darmstadt, Németorszéag), mely mérés soradn a mintakat atlatszo, 96-lyuku lemezre pipettaztuk
(20 pL/lyuk), valamint a vakhoz desztillalt vizb6l adtunk 20 pL-t. Ezt kovetéen minden lyukba
200 pL Working Solution-t pipettaztunk és 6sszekevertiik 6ket, majd 20 uL Dilution Buffer-t
adtunk a vak lyukakhoz, valamint 20 pL Enzyme Working Solution-t adtunk a mintakhoz. Az
abszorbancia értékek leolvasasara 450 nm-en ker(lt sor 20 perc 37 °C -0s inkubaciot kovetden,

majd megadott képlet alapjan szamitottuk ki a mintak aktivitas-értekeit.

A Glikoz-6-foszfat dehidrogendz enzimaktivitas mérése

A G6PDH vizsgéalata soran a Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase Assay Kit keriilt
felhasznalasra (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag). A G6PDH Assay Buffer segitségevel
higitott, homogenizalt mintakat és az eclézetesen elkészitett standardokat és mintakat felmeértik
a 96 lyuku atlatszo platekre (50 pL/lyuk). Ezt kovet6en elkészitettiik az un. Master Reaction
Mix-et 46 uL G6PDH Assay Buffer, 2 uL G6PDH Substrate Mix és 2 uL. G6PDH Developer
Mix felhasznalasaval. Az igy elkészilt keverékb6l 50 pL-t juttatunk minden lyukba. 2-3 percet
kovetden lemértlik a kezdeti abszorbancia értékeket 450 nm-en, majd 37 °C —on inkubaltuk
fénytol védett allapotban, ekdzben 5 perces idokozonként méréseket végeztiink egészen addig
amig a legaktivabb minta értéke magasabb nem lett, mint a legmagasabb standard értéke. Ezt

kovetden a gyartd altal megadott szamitds segitségével hataroztuk meg az enzimaktivitast.

Statisztikai elemzés

Az adatok feldolgozéasa és analizise a GraphPad Prism 9 szoftver (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, USA) segitségével valosult meg. A variancia homogenitast Levene
prébaval, a normél eloszlast pedig Shapiro-Wilk teszttel ellendriztiik. A kiilonboz6 csoportok
kozti kulonbségeket egyutas ANOVA modszerrel (one-way analysis of variance) a paronkénti
6sszehasonlitdsokat pedig Dunnett féle post hoc tesztekkel végeztiik. A csoportok kozti

kiilonbségek szignifikansnak voltak tekintheték abban az esetben, ha p<0,05.
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Eredmények
Az eredmények vizsgélatakor minden egyes minta esetén az dsszfehérje-koncentraciok
szolgaltak a standardizalas alapjaul, ugyanis ennek segitségével korrigaltuk az adatokat, a
mintavételezés és mintafeldolgozads mddjabol fakaddé metodikai vagy emberi pontatlansagok
kikliszobolése érdekéeben.

Redukalt és oxidalt glutation

A redukalt és oxidalt glutation kolorimetrids tesztek segitségével megéllapitott
eredményeket a 7. dbra violin plot-jai foglaljak dssze. A grafikonokbol jol latszik, hogy a GSH-
GSSG koncentracio aranya az 6sszes alkalmazott kezelési koncentracid hatésara szignifikdnsan
csokkent mind a deltametrin (p <0,001), mind a tebukonazol (p<0,001) esetében a

kontrollcsoporthoz képest.
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csoportok esetén mézelé méhek kézponti idegrendszerében. A fekete vonalak a
mediant jel6lik, mig a szlrke vonalak az els6 (Q1) és a harmadik (Q3) kvartilist
jelolik. Az egyedi értékeket a szlirke négyzetek mutatjak. *** = p<0,001
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Malondialdehid

A lipidperoxidacié mérésére szolgald6 malondialdehid specifikus kolorimetrias teszttel

tortént vizsgalat soran kapott eredményeket a 8. abran talalhaté violin plot-ok mutatjak be. Az
MDA koncentraciojdban szignifikans emelkedest tapasztaltunk a kontrollcsoporthoz
viszonyitva ~a  magasabb  koncentrdci6ji  deltametrin (p<0,001) és  tebukonazol
(p<0,001) kezelést kapott csoportok esetén. A deltametrin, valamint tebukonazol kdzepes és
alacsony mennyiségevel kezelt csoportokban nem tapasztaltunk szignifikans eltéréseket a

kontrollcsoporthoz képest.
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esetén mézel6 méhek kozponti idegrendszerében. A fekete vonalak a
medidnt jelolik, mig a sziirke vonalak az els6 (Q1) és a harmadik (Q3)
kvartilist jelolik. Az egyedi értékeket a szirke négyzetek jelolik.
*** = p<0,001
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Szuperoxid-dizmutéz

A szuperoxid-dizmutadz vizsgalata soran egyértelmiien megallapithatd, hogy a
tebukonazol mindhdrom koncentrécidban, hasonléan szignifikdns mértékben gyakorol
csokkenté hatast az enzimaktivitasra (p <0,001 mindharom esetben). A deltametrin kezelés
soran a kdzepes (p=0,0351) és az alacsony (p <0,001) koncentraciok esetében megallapithato
volt a szignifikdns enzimaktivitas-csokkenés (p<0,001), azonban a magas deltametrin
koncentracié hatdsara nem mutatkozott kilonbség a kontrollcsoporthoz képest. A 9. dbra

mutatja be részletesen a fent emlitett valtozasokat violin plot-ok segitsegével.
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9. abra. A szuperoxid-dizmutaz relativ enzimaktivitasanak alakulasa a
kontrollcsoport és az eltérd koncentracioji deltametrin és tebukonazol
vizsgéalati csoportok esetén mézelé méhek kozponti idegrendszerében. A fekete
vonalak a medidnt jelolik, mig a sziirke vonalak az elsé (Q1) és a harmadik
(Q3) kvartilist jelolik. Az egyedi értékeket a szirke négyzetek jelolik.
* = p<0,05; **** = p<0,001
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Gluko6z-6-foszfat dehidrogenaz

A glukoz-6-foszfat dehidrogenaz esetén, mint az a 10. abran szerepld violin plot-okon
is latszik, megallapithatd, hogy a relativ aktivitds szignifikansan csokkent deltametrin és
tebukonazol hatdsara is. Bar mind a deltametrin (p<0,001), mind pedig a tebukonazol
(p<0,001) esetében a magas koncentracional figyelhetd meg a legnagyobb mértékii csokkenés
az enzimaktivitas mértékében, a tobbi esetben mért értékek sem jelentdsen maradtak el ezektol.
(A deltametrin kozepes koncentraci6janal p=0,0064, az alacsonyndl p=0,0145, mig a
tebukonazol kozepes koncentracidjanal p=0,0024, az alacsonynal pedig p=0,0016.)

Gluko6z-6-foszfat dehidrogenaz (G6PDH)
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10. &bra. A glikoz-6-foszfat dehidrogenaz relativ enzimaktivitasanak
alakuldsa a kontrollcsoport és az eltérd koncentracioji deltametrin és
tebukonazol vizsgélati csoportok esetén mézelé méhek kozponti
idegrendszerében. A fekete vonalak a mediant jelélik, mig a szlrke vonalak
az els6 (Q1) és a harmadik (Q3) kvartilist jelolik. Az egyedi értékeket a
szlirke negyzetek jelolik. * = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001
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Megbeszélés

Napjainkban egyre jelentGsebb szerepet kapnak a beporzok megovasat célzo kutatasok,
mely érthet6, ha figyelembe vessziik az elmult évtizedekben tapasztalhatd tendencidkat ezen a
téren. Egyes rovarirt6 és novényvédo szerek méhekre gyakorolt karos hatasai mar évtizedek oOta
a kutatdk, a mez6gazdasagi szakemberek, valamint a méhészek figyelmének célkeresztjébe
kertltek, s Kisebb-nagyobb el6relépések is sziilettek ezen a téren az évek alatt az egyes
vegyszerek alkalmazéasanak szabalyozasat illetben. A kdzelmultban egyre nagyobb visszhangot
kelt6 kolonia-6sszeomlas okainak kutatasa soran kerllt ismét el6térbe a téma jelentsége,
ugyanis ez a jelenség nem vezethet6 vissza egyszeriien néhany oki tényezére, hanem tobb,
egyenként a méhcsaldd szdmara még toleralhatd, egyittesen azonban sulyos problémaként
jelentkezé kdrformaként kell kezelni. A kutatasunk témaja ennek megfeleléen csupan a
lehetséges okok egyikének vizsgélata, azonban mint az az eredményekbdl is tisztan lathato, e

teriilet tanulmanyozéasanak jelentésége vitathatatlan.

Vizsgalatunk céljaként a deltametrin és tebukonazol altal a méhek kozponti
idegrendszerében okozott oxidativ stressz vizsgalatat tiiztiik ki, melynek megvaldsitasa soran a
témaba vago kutatdsokhoz hasonléan kiilonboz6 redox parameterekben bekovetkezo
valtozasokat kovettilk nyomon. Bar a peszticidek nem célfajokra gyakorolt hatasait tobb
kiilonb6z6 nézépontbol, szamos kutatdcsoport vizsgalta, a kapott eredmények eltéréek lehetnek,
hiszen a vizsgalt vegyszerek, paraméterek, valamint a mddszerek és az allatfajok tekintetében
is széles spektrum lelheté fel. A munkank soran alkalmazott deltametrin és tebukonazol
koncentraciok, vizsgalati eljarasmédok es értékelési szempontok sajat el6kisérleteink és
irodalmi adatok alapjan kerultek megallapitasra [61, 63]. Ennek megfeleléen kiilonitettiik el a
harom-harom vizsgalati csoportot, melyeknél a magas koncentracié esetén 7,9 ng/méh/nap
deltametrint és 8,505 pg/méh/nap tebukonazolt, a kézepesnél 3,95 ng/méh/nap deltametrint és
4,253 pg/méh/map tebukonazolt, az alacsony esetében pedig 1,975 ng/méh/nap deltametrint,
valamint 2,123 pg/méh/nap tebukonazolt kevertink az allatok etetésre szolgélé elegybe. Ezen
koncentraciok allatonként a LD50/10, LD50/20 és a LD50/40 mennyiségnek felelnek meg,

mellyel biztositottuk a szubletalis akut modell felallitasahoz sziikséges dozisok adagjait.

A deltametrin kezelés soran j61 megfigyelheté volt, hogy az tobb esetben akar mar a

legkisebb alkalmazott ddzisban is szignifikans hatadst gyakorolt a tanulmanyozott
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paraméterekre. A vizsgalatunk eredményei jol 6sszevethetéek méas kutatdk altal gerincesekben
mért értékekkel, mely tanulmanyok soran patkanyokban (Rattus rattus) [46] és harcséban
(Clarias gariepinus) [64] is vizsgaltak az antioxidans-rendszer valtozasait a deltametrin terhelés
hataséra. A fent emlitett tanulmanyokban a GST, a lipidperoxidacios markerek (MDA),
valamint a SOD vizsgalatara kerilt sor. Az altalunk kapott értékek dsszhangban allnak a fent
emlitett kutatas részeként kapott eredményekkel, vagyis eltoltdk a GSH-GSSG aranyt az
oxidacio iranyaba, novelték az MDA koncentracidjat, illetve csokkentették a SOD aktivitasat.
Fontos tovabba leszdgezni, hogy mindket fent emlitett tanulmény megéllapitotta az alanin-
(ALT) és az aszpartat-aminotranszferdz (AST) aktivitdsdnak ndvekedését, valamint az E-
vitamin oxidativ stresszre gyakorolt pozitiv hatasat is. Ezen tovabbi paraméterek vizsgélata bar
gyiimoles6z6 lehet izeltlabtak esetében is, jelenleg az elvégzett vizsgalataink spektruman Kivil
esett. A jelen dolgozat alapjat képez6 vizsgalatok ritkdbban mért paramétere a G6PDH volt,
mely a glikoz-6-foszfat 6-foszfogliikono-lakton atalakulédst szabalyozé enzimként a pentoz-
foszfat at elsédleges szabalyozojaként szolgal. A deltametrin G6PDH-ra gyakorolt hatasat
részletesen vizsgaltak szivarvanyos pisztrang (Oncorhynchus mykiss) egyedeken [65, 66]. E
mérések soran szignifikans enzimaktivitas csokkenés volt megfigyelhetd, melyhez hasonlo
eredmények szllettek a mi vizsgalatainkban is. Ezen értékek csokkenése kiilondsen fontos
annak a fényében, hogy a G6PDH altal termelt NADPH a glutation-reduktdz enzim
mitk6désének tamogatasa révén az oxidalt GSSG forma redukalasaval elengedhetetlen szerepet
jatszik a sejteken beliili GSH ujratermelésében és annak szintjének fenntartasaban, kihatva ezzel
a redox védvonal egyik alappillérére [67]. Ez némileg eltér egyes kutatdcsoportok
eredményeit6l, akik hasonlé dézisokban adagolt deltametrin hatasara nem tapasztaltak jelentés
valtozast a CAT és a GST aktivitasban a szdvetvizsgalatok soran mézelé méhekben [68]. Fontos
azonban leszdgezni, hogy az emlitett vizsgalatban az adagolas mddja, a kezelési koncentraciok
¢s a vizsgalat idtartama is eltértek az altalunk alkalmazottaktol, mely faktorok eltérése allhat a
kilonbségek hatterében. A deltametrin kdzponti idegrendszerre gyakorolt hatdsat mas
kutatocsoportok is megerdsitették, mely munka sordn bar nem az antioxidans rendszerre
gyakorolt hatdsok kertltek vizsgalatra, mérhet6 viselkedésbeli eltéréseket figyeltek meg, ezzel

is igazolva a szubakut dézisban torténé adagolas karos hatasait [61].

A tebukonazol kezelést kovetéen is szembetlinG, szignifikans eltéréseket

tapasztalhattunk a kontrollcsoporthoz viszonyitva szinte minden mért paraméter esetében.
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Oxidativ stressz vizsgalata soran tebukonazollal kezelt kdzdnséges harcsa (Cyprinus carpio) és
zebrad&nié (Danio rerio) esetén is hasonl6 eredmények olvashaték a szakirodalomban.
Harcsédkon végzett kutatas soran [69] szintén mérték a GSH és az MDA koncentrécidjat,
valamint a SOD enzim aktivitasat. E vizsgalatban is jo1 megfigyelhetok voltak a jelen dolgozat
anyagat képz6 kutatas eredményeihez hasonl6 valtozasok, bar az emlitett kisérlet sordn 4 napon
at tarté akut toxicitést vizsgaltak, valamint az alkalmazott vegyszerkoncentréciok is eltértek a
mi vizsgélatainkban hasznaltaktol. Egy tovabbi, zebradanidkon végzett kutatas [70] els6sorban
a hepatotoxicitast volt hivatott vizsgalni, ennek megfelelden jelentds figyelmet kaptak a
majenzimek az &ltalunk mért paraméterek mellett. Az emlitett kutatasban a majkarosodas és a
ROS-ok mennyiségének novekedése is jol megfigyelhetd volt, valamint a nemenkeénti eltérések
is figyelembevételre keriltek, mely alapjan az esetek tdlnyomd tobbségében a him
példanyokban magasabb koncentraciokat mertek a vizsgalt paraméterek esetében. A fentebb
emlitett tényez6k tekintetében elmondhatd, hogy a SOD, CAT és a GST enzimaktivitas is
szignifikdnsan novekedett. Ezen antioxidans enzimek elengedhetetlenek a maj detoxifikacios
mechanizmusakeént a reaktiv molekuldk artalmatlan metabolitokka alakitasahoz, melyek
aktivitasa kémiai stresszorok hatasara emelkedhet vagy akar csokkenhet is [71]. Szintén hasonld
eredmények sziilettek Rhamdia quelen halak majanak vizsgalata soran, amikor a szubletalis
dozisban adagolt tebukanzol szintén GST aktivitdsndvekedést, emelkedett lipidpreoxidaciot es
GSH koncentraciénévekedést eredményezett, bar a CAT enzimaktivitasa itt csokkent [72]. Mas
vizsgalatokban embrié és larva stadiumban 1évé zebradanidkon szamos paramétert mértek
harom azol-tipusi gombadldszert dsszevetd tanulmany keretében, mely soran tebukonazol
kezelés hatdsara nem talaltak szignifikans eltérést a lipidperoxidaciés paraméterek (MDA)
tekintetében [73]. Szivarvanyos pisztrangok kronikus médon, harminc napon at tartd, triazol
gombadldvel torténd kezelését kovetden szintén a jelen dolgozat témajat képzd vizsgalat
eredményeihez hasonld valtozasok keriltek megallapitasra. Ezen kutatds soran ugyanis
dokumentalasra kerllt a GSH szint csokkenése, els6sorban a kezelés idejének harmadik
harmadaban, valamint a lipidperoxidaciét igazol6 MDA szint szignifikans emelkedése a 20.
naptol kezdve [74]. Kulén méhspecifikus jelentdséggel biro kutatasi eredmények is napvilagot
lattak, melyben kimutattdk, hogy a nagy lipofilitasanak koszonhetden a tebukonazol képes

felhalmozddni a méhviaszban, s6t akar a méhpempdbe is bejuthat. Tovabba az igy felgyiilemlett

27



fungicid koncentracidja novekedhet is a folyamatos mez6gazdasagi tevékenyseég hatéséra,

jelentésen novelve a kronikus toxicitas kialakulasanak lehetdségét [54].

Mint az a fentebb leirtakbdl lathatd, a dolgozat témajat képezé problémafelvetés igen
ujszerii, hiszen bar szamos tanulmany késziilt e vegyiletek és az ezekkel azonos kémiai
csoportokba tartozd egyeb rovar- és gombadlészerek élovilagra gyakorolt hatdsat kutatva, a
szubletalis szintli adagolas esetén felmeriild redox paraméterek valtozdsara koncentrald
vizsgalatok csupan kisebb részét teszik ki ezen publikacioknak. Tovabbi Iényeges tényez6 ezen
kivil, hogy a rovarokra vonatkozéan viszonylag kevés adat &ll rendelkezésre, hiszen a
gerincesek, ezen belill is elsésorban az emldsok, valamint a rovar- és gombadlészerekkel
szemben kilondsen érzékeny halak vizsgalata altalaban elsdbbséget élvez az izeltlabuakkal
szemben. Ennek megfeleléen bar a dolgozat keretei k6zott igyekeztink minél teljesebb képet
adni a tebukonazolnak és a deltametrinnek a kdzponti idegrendszer redox homeosztazisara
gyakorolt hatésairdl, tobb 1j, egyelore megvalaszolatlan tudomanyos kérdés is felvetodott,

melyeknek megvalaszolasahoz a jovében tovabbi kutatasok végzésére lesz sziikség.

Osszességében a kutatasunk soran nyert informaciok segithetik a nem célfajokként
tekinthetd rovarok, azon belll is a beporzok védelmét, valamint hangsulyozzak az akut,
szubletalis dozisu triazol, és piretroid expozicio esetén fellép6 oxidativ stressz karos hatasainak
jelentdségét mézel6 méhekben. Munkank hozzajarulhat a tebukonazol es deltametrin kozponti
idegrendszerre kifejtett karos hatasainak megertéséhez, mely tudas mind alapkutatasi, mind
méhegészségligyi és agrarstratégiai szempontbol kiemelt jelentéséggel birhat. Munkank soran
kidolgozott mddszertanunk lehetéséget nyujthat a késébbiek folyaman tovabbi toxikoldgiai
vizsgalatok elvégzésére, valamint egyes protektiv anyagok hatdsmechanizmusanak részletes
vizsgalatara, ezzel is tamogatva a fenntarthaté mez6gazdasag alapelveinek megvaldsulasat, és

ezzel dsszefliggésben a méhallomanyok védelmét hazankban és vilagszerte egyarant.
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Osszefoglalas

A vilagszerte egyre nagyobb 6kologiai és gazdasagi problémakat jelentd beporzdpusztulas
szamos oka kozul kutatasunk az akut peszticid-expozicid okozta oxidativ stressz vizsgalatat tiizte ki
célul mézel6 méhek kdzponti idegrendszerében.

Az altalunk alkalmazott inszekticid szer a piretroid észterek csoportjaba tartozé deltametrin,
a gombaellenes vegyiilet pedig a triazolok kdzé tartozé tebukonazol volt, mely hatdéanyagokat
széleskorben és nagy mennyiségben alkalmazzak napjaink modern mezdgazdasagaban. A méhek
begytjtését és a vizsgalati csoportok kialakitdsat kdvetden az emlitett anyagokat 48 oOrdig tartd
kezelés soran, szubletalis ddzisban (deltametrin: LD50/10 = 7,9ng/méh/nap,
LD50/20 = 3,95 ng/méh/nap, LD50/40 = 1,975 ng/méh/nap, tebukonazol:
LD50/10 = 8,505 pg/méh/nap, LD50/20 = 4,253 pg/méh/nap, LD50/40 = 2,123 pg/méh/nap)
kovetden nyert szovetmintak homogenizalasra keriiltek, majd ezekbdl kolorimetrids modszerek
segitségével vizsgaltuk a malondialdehid (MDA) koncentraciojat, a szuperoxid-dizmutaz (SOD) és
a gliikéz-6-foszfat dehidrogendz (G6PDH) aktivitasat, valamint a redukalt és oxidalt glutation
(GSH-GSSG) aranyat.

Az eredmények szinte minden vizsgalt paraméter esetében alatdmasztottdk az oxidativ
stressz jelenlétét mindkét vizsgalt anyag felvételét kovetden. A lipidperoxidacios folyamatok
markerekent ismert MDA koncentracidja szignifikdnsan megnovekedett a legmagasabb doézisban
adagolt deltametrin és tebukonazol hatdséra. Ezen kivil a SOD aktivitasa szignifikansan
alacsonyabbnak bizonyult a legmagasabb deltametrin koncentracio kivételével minden esetben a
kezelt &llatokban, mint a kontrollcsoportban, s mivel a SOD az egyik legfontosabb antioxidans
hatast, a redox rendszer elsddleges védvonalaként szolgdld enzim, a kapott eredmények az
antioxidans védelmi rendszer zavaréra, lassulasara utalhatnak, mely oxidativ stressz fokozott
kockézatara enged kovetkeztetni. A GSH-GSSG arany minden kezelt csoportban szignifikansan
csokkent, jol reprezentdlva ezzel a méhek agyducaban végbemend oxidacios folyamatokat és a
redox homeosztazisban nagy jelentdséggel bird glutation-rendszer kimeriilését. Ezen tilmenden a
pentdz-foszfat ciklusban kulcsszerepet jatszé G6PDH esetében szintén szignifikans enzimaktivitas-
csokkenést tapasztaltunk, mely gatld hatasok hozzajarulhatnak a glutation-rendszer kimertlésehez.

A kutatasunk soran nyert eredményeink alatdmasztottak a feltevést, hogy a deltametrin és a
tebukonazol fokozott mértékii oxidativ stressz kialakulasahoz vezethet a méhek kozponti
idegrendszerében, mely hatdsok kozrejatszhatnak szédmos tovabbi jelentés méhegészségiigyi
probléma, igy példaul a méhek eltiinésével jard, maig sem teljes mértékben tisztazott koroktanu
koloniadsszeomlas korkép kialakulasaban.
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Summary

Among the many causes of pollinator decline, which is a growing ecological and economic
problem worldwide, our research aimed to investigate oxidative stress caused by acute pesticide
exposure in the central nervous system of honeybees.

Deltamethrin was used throughout the investigation as a representative of the pyrethroid
ester insecticide group besides tebuconazole, a triazole fungicide, since these compounds are widely
and extensively used in modern agriculture. After gathering the honeybee subjects and forming the
test along with the control groups, the aforementioned substances were administered in sublethal
doses (deltametrin: LD50/10 = 7,9 ng/bee/day, LD50/20=3,95 ng/bee/day,
LD50/4 =1,975 ng/bee/day, tebukonazol: LD50/10=8,505 pg/bee/day,
LD50/20 = 4,253 ng/bee/day, LD50/40 = 2,123 ng/bee/day) during a 48-hour period through the
feeding solution. In this study, tissue samples obtained after preparation of the central nervous
system were homogenized and colorimetric measurements were performed for the following
parameters: malondialdehyde (MDA) concentration, superoxide dismutase (SOD) and glucose-6-
phosphate dehydrogenase (G6PDH) enzyme activity, as well as reduced and oxidized glutathione
ratio (GSH-GSSG).

The results for almost all parameters supported the presence of oxidative stress for both
tested substances. The MDA concentrations, which were used as a marker of lipid peroxidation,
were significantly elevated by the highest tested dosages of deltamethrin and tebuconazole. In
addition, a significantly decreased SOD enzyme activity was observed compared to the control
group in every test group except for the one with the highest dose of deltamethrin, and since this
enzyme serves as one of the most potent antioxidants in the first line of redox defense mechanisms,
it can indicate a disturbance or slowing down of the antioxidant system, which may point to an
increased risk of oxidative stress. The GSH-GSSG ratio significantly decreased in all test groups,
which represents the oxidation processes taking place in the cerebral ganglion as well as the
depletion of the glutathione system, which plays a key role in redox homeostasis. Furthermore, a
significant decrease was observed in the activity of G6PDH, which is a key enzyme in the pentose
phosphate pathway. These inhibitory effects may also contribute to the depletion of the glutathione
system.

Our results confirm the hypothesis that deltamethrin and tebuconazole may lead to increased
levels of oxidative stress in the central nervous systems of honeybees, which can contribute to the
development of a number of major health problems, such as colony collapse disorder, which still
has an unknown etiology and results in the disappearance of bees.
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Lovissaslale méreld cehel Lot ioasesdiZeigben e,
A mi megjelenési adataiz.. TR ololao@al. ..o i e
Az Atadott FAlok SZAMA: ... 7008 . oot e e e b e,

Jelen megallapodas elfogaddsaval a szerz, illetve a szerz8i jogok tulajdonosa nem kizérélagos
jogot biztosit a HuVetA szadmdra, hogy archivalja (a tartalom megvaltoztatdsa nélkil, a
megbrzés és a hozzaférhetdség biztositisanak érdekében) és masolasvédett PDF formara
konvertalja és szolgaltassa a fenti dokumentumot (beleértve annak kivonatat is).

Beleegyezik, hogy a HuVetA egynél tobb (csak a HuVetA adminiszirdloral szamara
hozzaférhet$) masolatot taroljon az On altal atadott dokumentumbol kizarolag biztonsigi,
visszaallitasi és megdrzesi cclbol.

Kijclenti, hogy az &tadott dokumentum az On mive, &s/vagy jogosult biztositani a
megallapodasban foglalt rendelkezéseket arra vonatkozoan. Kijelenti tovabba, hogy a mil
eredeti és legjobb tudomadsa szerint nem sérti vele senki mas szerzoi jogat. Amennyiben a mu
tartalmaz olyan anyagot, melyre nézve nem On birtokolja a szerzdi jogokat, fel kell tiintetnie,
hogy korlatlan engedélyt kapott a szerz6i jog tulajdonosatél arra, hogy engedélyezhesse a jelen
megatlapodasban szereplé jogokat, és a harmadik személy altal birtokolt anyagrész mellett
egyértelmiien fel van tiintetve az eredeti szerzé neve a milvon beliil.

A szerz6i jogok tulajdonosa a hozzaférés korét az alibbiakban hatarozza meg (egyetlen, a
megfelelé négyzetben elhelyezett x jellel):

engedélyezi, hogy a HuVetA-ban -ban tarolt miivek korlatlanul hozzéaférhetdvé valjanak
a vilaghalon,

>< az Allatorvostudomanyi Egyetem belsé halozatara (IP cimeire) korlatozza a feltoltott
dokumentum(ok) elérését,

a Konyvtarban talalhato, dedikalt elérést biztosité szamitogépre korlatozza a feltoltott

dokumentum(ok) elérését,

csak a dokumentum bibliografiai adatainak és tartalmi kivonatanak feltoltéséhez jarul
hozza (korlatlan hozzatéréssel),




Kérjiik, nyilatkozzon a négyzetben elhelyezett jellel a helyben hasznalatral is:

>< Engedélyezem a dokumentum(ok) nyomtatott valtozatanak helyben olvasasat a
konyvtarban.

Amennyiben a feltdliés alapjat olyan mil képezi, melyet valamely cég vagy szervezet
tamogatott illetve szponzoralt, kijelenti, hogy jogosult egyetérteni jelen megallapodassal a miire
vonatkozoan.

A HuVetA lizemeltetdi a szerzd, illetve a jogokat gyakorlo személyek és szervezetek iranyaban
nem véllalnak semmilyen felel8sséget annak jogi orvoslasara, ha valamely felhaszndlo a
HuVetA-ban engedéllyel clhelyezett anyaggal torvénysértd modon visszaélne.

Budapest, 2022, év ... 0. hé .. L. nap

Olah Brtnbas
alairas
szerzd/a szerzoi jog tulajdonosa

A HuVetAMagyar Allatorvos-tudomdnyi Archivum — Hungarian Veterinary Archive az
Allatorvostudomanyi Egyetem Hutvra Ferenc Konyvtar, Levéltdar és Muzeum dltal miikodietett
egyetemi és szakteriileti online adattar, melynek célja, hogy a magyar dllatorvos-tudomany és
_torténet dokumentumait, tuddsvagyondt elektronikus formdban dsszegyiijise, rendszerezze,
megirizze, keveshetévé és hozzdférhetdvé tegye, szolgdltassa, a hatdlyos jogi szabdlyozdsok
figyelembe vételevel.

A HuVetd a korszerii informatikai lehet8ségek felhasznalasdval biztositja a kénnyii, (internetes
keresdgépekkel is mitkodd) kereshetdséget és lehetdség szerint a teljes széveg azonnali eléreset.
Célja ezek réven

- a magyar dllatorvos-tudomdny hazai és nemzetkizi ismeriségének novelése,

- a magyar dllatorvosok publikacidira térténd hivatkozdsok szamanak, és ezen
keresztiil a hazai allatorvosi folyoiratok impakt faktordnak névelése;

- az Allatorvostudomanyi  FEgyetem és az  egyiittmikodd  partnerek
tuddsvagyondnak koncentrdlt megjelenitése révén az intézmények és a hazai
allatorvos-tudomany tekintélyének és versenyképességének novelése;

- a szakmai kapcsolaiok és egyiittmiikodes elosegitése,

- anyilt hozzdférés tamogatdsa.
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