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1 A munka elé6zményei, célkitiizések

Korabban ugy gondoltak, hogy a Microsporeakhoz (DELPHY
1936) tartozo két egysejtii faj koziil a Nosema apis (ZANDER 1909) csak
a nyugati mézeld méheket, az Apis mellifera-t (LINNAEUS 1758), a
Nosema ceranae (FRIES és mtsai. 1996) csak a keleti mézelé méheket, az
Apis cerana-t, (FABRICIUS és mtsai. 1792) fertézi. Kozel szaz éven
keresztiil a tavasszal jelentkezd, majd a nyar folyaman rendszerint spontan
megsziind dizentéria koérképpel (barna iiriilékpottyok a keretléceken,
lépeken és a kijaronyilasokon) hoztak parhuzamba a nosemosist (BAILEY
1955; BAILEY 1967). A kétezres évek elejére egyre tobb méhészet
szamolt be nyari dllomanygyengiilésrdl, de az évszakos ciklikussag és a
klasszikus tiinetek hidnydban nem gyanakodtak a noszémassagra.
Azonban, a kézelmultban sorra sziilettek jelentések arrdl, hogy a Nosema
ceranae a nyugati mézel6 méheket is fertézi (CHAUZAT ¢és mtsai. 2007,
CHEN és mtsai. 2008; DAINAT és mtsai. 2012; FRIES és mtsai. 2006;
GIERSCH és mtsai. 2009; HIGES és mtsai. 2006; HUANG és mtsai. 2007;
INVERNIZZI és mtsai. 2009; KLEE és mtsai. 2007; NABIAN és mtsai.
2011; PAXTON J. és mtsai. 2007; STEVANOVIC és mtsai 2011;
TAPASZTI és mtsai 2009; WILLIAMS ¢és mtsai 2008b). Jarvanytani
szempontbol kimutattak, hogy a Nosema apis és a Nosema ceranae fert6zés
tiinete és kortana eltéré képet mutat (HIGES ¢és mtsai. 2010). 2009-ben a
guadalajarai  COLOSS workshopon elfogadtdk a javaslatot, hogy
betegséget a korokozo faj fliggvényében megkiilonboztessék (HIGES és
mtsai. 2009): Nosema apis esetén ,,A” tipusu, Nosema ceranae esetén ,,C”
tipusti nosemosisrol beszélink. Az ,,A” tipusi nosemosis idiilt allapota
jellemzOen tavasszal, a hordas beindulasa elétt mutatkozik, ami a dizentéria
mellett a kaptar kozelében ,,méaszkald™ ropképtelen, vagy mar elhullott
méhek és a vontatott fejlodés tiinet. A ,,C” tipusi NOSeMOSis esetében
egyértelmii  klinikai tiinetek nem mutatkoznak, a spanyolorszagi
feljegyzések szerint el6forduldsanak nincs szezonalitasa, és a kezeletlentil
hagyott csaladok idével 6sszeomlanak (MARTIN-HERNANDEZ és mtsai.
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2007; HIGES és mtsai 2008; HIGES és mtsai 2009; HIGES ¢és mtsai 2010).
Azonban a németorszagi felmérés nem mutatta ki a Nosema ceranae
folytonos betegitését (GISDER és mtsai 2010).

A Nosema ceranae magyarorszagi jelenlétét eldszor TAPASZTI és
munkatarsai (2009) mutattak ki. A 2007-ben gyjtott 38 Nosema fertézott
méhminta koziil PCR-RFLP mddszerrel 37 méhminta esetében csak a
Nosema ceranae-t mutattak ki. CHEN és munkatarsai (2008) az 1995-ben
gylijtott Amerikai Egyesiilt Allamokbeli méhmintdkbol, PAXTON és
munkatarsai (2007) 1998-ban gyijt6tt finnorszagi méhmintakbol mutattak
ki, hogy a Nosema ceranae a nyugati mézelé méheket fert6zi. A méhcsalad
szintjén a nosemosis sulyossaganak megallapitasahoz hagyomanyosan a
méh egyedekre szamolt atlag sporaszam szamitasat hasznaltak
(FURGALA ¢és HYSER, 1969), ami késobb egyben a Nosema apis fertézés
kimutatasi eljarasa is lett. FINGLER és munkatarsai (1982) vizsgalata
szerint méhmintan beliill a fert6z6tt méh egyedek szazalékos aranya
korrelal a méh egyedekre szamolt atlag sporaszammal.

A spanyolorszagi vizsgalatok (HIGES és mtsai 2008b; MEANA és
mtsai 2010) a Nosema ceranae esetében nem igazoltak a kozvetlen
Osszefiiggést a méhegyedekre szamolt atlag spéraszdm és a méhcsalad
fertozottségi szintje kozott. A két Nosema faj sporijat a szokvanyos
mikroszképos  alaktani  vizsgalat  alapjan  szinte  lehetetlen
megkiilonboztetni (FRIES 1997). Az egyértelmii megkiilonboztetéshez
molekularis vizsgalat sziikséges, viszont az koltséges, kiilonosen a DNS
allomany kinyerése a rendkiviil ellendllo spora alakbol kereskedelmi kitt és
az azt kiszolgald automatizalt technoldgia nélkiil (HIGES és mtsai 2009a).

Munkam &tfog6 céljaul mézelé méhek nosemosisat okozd Nosema
fajok magyarorszagi teriileti és szezonalis élofordulasanak vizsgalatat
hatdroztam meg, valamint a fert6zés diagnosztikdjanak fejlesztését,
megkiilonboztetett figyelmet forditva a termeld méhészetek korében

rendszeresen megfogalmazodo alabbi hipotéziseknek:



1. A feltételezés szerint a Nosema ceranae Magyarorszagon 2007-nél
korabbi idészakban is jelen volt. Célkitlizésem 2007-nél koradbban
gyljtott, mikroszkopos vizsgalat alapjan Nosema spp. pozitiv
méhmintak fertézési tipusanak meghatarozasa PCR vizsgalattal.

2. A feltételezés szerint az Eurdpan beliil kozolt fliggetlen, egymasnak
ellentmond6 eredmények alapjan a Nosema fajok koziil a Nosema
ceranae az elterjedtebb. Célkitlizésem a Nosema fajok magyarorszagi
elforduldsanak vizsgalata tobb iddszakban és nagy teriileten végzett
mintagytijtés feldolgozasaval.

3. A feltételezés szerint ugyanazon méhcsalad esetében a benti és a kijarod
méheket megkiilonboztetd mintavételezés alapjan Nosema fajokkal
kapcsolatos minta feldolgozdsi modszerek eredménye eltér.
Célkitlizésem a nosemosis diagnosztikajaban olyan gyakorlati modszer
fejlesztése, amivel pontosabban lehet meghatarozni a fertézottséget
méhcsalad szinten, figyelembe véve a mintagyiijtés modszerét is.

4. A feltételezés szerint a Nosema fajok kimutatasdhoz és fert6zési tipusuk
megkiilonboztetéséhez  alkalmazott  molekularis  vizsgalat a
kereskedelmi kitt és az azt kiszolgald automatizalt technologia nélkiil is
kivitelezhetd. Célkitlizésem a fert6zési tipusok megkiilonboztetéséhez
alkalmazott triplex PCR vizsgalat teljesitése kereskedelmi kitt €s az azt

kiszolgal6d automatizalt technoldgia nélkiil.

Munkammal a fenti hipotézisek vizsgalatan tal célom az is, hogy a
kapott eredményeket értékelve ajanlasokat fogalmazzak meg a betegség
kialakuldsédnak korai stddiumban valo6 felismerése, megitélése és kezelése
érdekében a Nosema fajokkal kapcsolatos mintagytiijtési és minta
feldolgozasi modszerekre, illetve a molekuldris vizsgalati moédszer

egyszerlsitésére ¢és gazdasagosabba tételére.



2 Anyag és modszer
2.1 Archiv, konzervalt mintak gytijtése

Az KATKI fagyasztott méhmintait feltarva 2004-bdl szarmazo
méhmintakat talaltunk. A mintak megjeldlése szerint a 2004-ben végzett
mintdzaskor legyengiilt méhcsaladok kaptarjai elott és aljdeszkajardl méh
hullakbol gytjtottek, Osszesen 26 mintat. Mintak 10 ¢és 20 darab
méhhullabol alltak, és 11 kiillonbdzd megyébdl szarmaztak.

2.2 Szabadfoldi mintavétel 2010-ben

Az Orszagos Magyar Méhészeti Egyesiilet szaktanacsadoi haldzata,
a Go6dolldi Kisallattenyésztési Kutatointézet (ma Nemzeti Biodiverzitas- és
Génmegorzési Kozpont) és Onkéntes méhészetek kozremiikodésével
orszagos méh mintavételi kampanyt szerveztiink 2010. év aprilisban,
tavasszal, juliusban, nyaron és oktoberben, &sszel. A mintavételi
kampanyban arra torekedtiink, hogy Nosema apis és a Nosema ceranae
prevalenciajanak reprezentativ értékeléséhez, hogy a mintavételi
helyszinek az orszadg Osszes fO foldrajzi egységeébdl szdrmazzanak. A
mintavételi helyszinek termelé méhészetekben voltak. A mintavételi
helyszinek kivélasztasa a személyes ismeretség €s a méhészek részvételi
hajlanddsaga alapjan tortént, ezért évszakonként a helyszinek ¢és
mintaszamok kozdtt minimalis szoras volt. Az egész évben a mintdzasok
atfedése 42 helyszin és 126 csalad volt.

Helyszinenként véletlenszerlien vélasztottunk harom-harom
meéhcsaladot a mintdzashoz. Ezektdl a méhcsaladoktol kétféle méhmintat
vettlink. A benti dolgoz6 méheket a fészekfiokok olyan szélsd kereteirdl
szedtilk, amelyek nem tartalmaztak nyitott fiasitast. A kijar6 méhek
mintdzasahoz a kaptarkijarokat 20 percre bezartuk, ¢s miutan a hazatérd
méhek a ropdeszkan megtelepedtek, onnan soportiik oket 6ssze. A kijard
méhek mintazéasat délelott 9 ora elott, vagy délutan 3 ora utdn végeztiik
azért, hogy ne keveredjenek kozéjiik a napkdzben tajolod repiilést végzd
fiatal méhek. Minden minta esetében legalabb 60-60 méhegyedet
gyujtottiink, melyeket késobb két-két 30 méhegyedes részre osztottunk.



2.3 Mintafeldolgozas a ,,CAR”-ban

A 2010-ben tavasszal és nyaron gyljtott méhmintakat a
Spanyolorszagi méhészeti kutatokézpontban (Centro Apicola Regional,
Marchamalo) dolgoztam fel. A sporak purifikalasihoz a méhmintakbol
egyszerre 30 egész méhegyedet BA6040/STR (Seward) tipusu
szlir6tasakokba helyeztem ¢és 5 ml molekularis bioldgiai mindségii H.O
(MilliQ) adtam hozza. A sziir6tasakokat Stomacher 80 Biomaster (Seward)
késziilékkel 2 percig a legnagyobb sebességi fokozatban roncsoltam. A
tasakokban a bels6 halo kisziir6ként szolgalt.

Az igy megszirt tartalmat 15 milliliteres cetrifugacsévekben 6
percig 20 °C hémérsékleten 800 X g sebességen centrifugaltam. A
centrifugdldst kovetéen a csovek tartalmat dekantiltam, ¢és a
centrifugacsovek aljara letapadt pelletet 1 milliliter H>O-val 3 perc
id6tartamra vortex mixerrel Gjra szuszpendaltam.

Minden szuszpenziobol késziilt keneten fazis kontraszt
mikroszkoppal 400 X-0s nagyitas mellett az OIE (2008) Gtmutatas szerint
ellendriztem a Nosema spp. eléfordulasat. A Nosema fajok jelenlétének
meghatarozasahoz a szuszpenzidkon triplex PCR analizist végeztem a
QIAGEN kereskedelmi kitt és miszerpark segitségével. A sporak
feltarasahoz TissueLyser II (Qiagen, Inc.) késziiléket alkalmaztam,
szuszpenzionként 150 mikrolitert mértem 96-well plate-be (Qiagen,
Hilden, DE) iiveggyongyokkel (2 miniméteres, Sigma) elére toltott
csovekbe, 6 percig 30 hertz fordulaton jarattam. A plate utols6 csovébe vak
mintdnak vizet toltottem, hogy legyen negativ kontroll minta is.

A fehérjebontashoz a szuszpenzidhoz 30 mikroliter ATL buffert
(Qiagen 19076), 20 mikroliter proteinaz K-t (Qiagen 19131) mértem, és 12
ora idOtartamra 56 °C homérsékleten inkubaltam. A DNS izoladlashoz a
BS96 DNA tissue extraction protokollt futtattam az egyszerre 96 darab
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DNS minta izolalasara alkalmas BioSprint 96 (Qiagen) késziiléken. Az
izolalt DNS-t tartalmaz6 plate-eket -20 °C homérsékleten taroltam
felhasznalasig.

A kivont DNS-t PCR-el elemeztem a Nosema fajokra specifikus
218MITOC F/R és 321APIS F/R primerekkel. A vizsgalat soran a nyugati
mézeldoméh DNS citokrom c-oxidaz (COI) génjének eléfordulasat
ellendrizve allitottam be a pozitiv kontrollt a fajra specifikus 118COI F/R
primerekkel (MARTIN-HERNANDEZ és mtsai 2007).

A PCR korilmények a kovetkezdk voltak: 25 mikroliterben
12,5 mikroliter Fast Start Master (No. 04710452001 Roche Diagnostic,
Basel, CH), a 218MITOC F/R ¢és 321 APIS F/R primerekbdl 0,4 mikromolt,
a 118COI-F/R  primerekbdl 0,2 mikromolt alkalmaztam, 0,2
milligramm/milliliter BSA, 0,1 % Triton X-100 és 2,5 mikroliter DNS
templat. A termociklusos program beallitasa 95 °C 10 perc, 35 ciklus 95 °C
30 masodperc, 61,8 °C 30 masodperc, és 72 °C 45 masodperc, végsd
meghosszabbitds 72 °C 7 perc. Ennek a technikdnak az érzékenységi
szintjei 2,5spora Nosema ceranae vagy 25spora Nosema apis
150 mikroliter méh szuszpenziobdl. A lehetséges szennyezddés kimutatasa
¢s a mintafeldolgozas megbizhatosdganak felmérése érdekében a DNS
1zolalas és a PCR elemzési fazisai soran a negativ és a pozitiv kontrollokat
parhuzamosan dolgoztam fel. A PCR programot Eppendorf Mastercycler
Ep gradient S 7601 késziiléeken futtatam.

Minden PCR-terméket nagyfelbontasu kapillaris elektroforézis
rendszerben Qiagen QIAxcel késziilékkel elemeztem, QIlAxcel DNS
Resolution Kit (QIAgen, 929002 sz.) alkalmazasaval.



2.4 Minta feldolgozas a ,,RET”-ben

A 2004-bdl szarmazo6 archiv, konzervalt méhmintak retrospektiv
vizsgélatat és a 2010. nyari mintagy(ijtésbdl szarmazé méhmintamintak
egy részének, illetve a 2010. 0szi mintagyiijtésbol szarmazé méhmintak
vizsgalatat a Szent Istvan Egyetem Go6dolléi Regionalis Egyetemi
Tudéaskozpontban végeztem. Az archiv méhmintak 10-20 darab
méhegyedbdl alltak, igy az archiv méhmintdk feldolgozasahoz annyi
méhegyedet hasznaltam, amennyi a mintanként rendelkezésre allt. A 2010-
ben gylijtott méhmintdkbol egyszerre 30 darab méhegyedet hasznaltam. A
mintanként Osszetartoz6 méhegyedeket LDPE simitozaras (M6080B,
Labsystem) tipusu tasakba helyeztem ¢és 5 ml molekulédris biologiai
mindségli H20-t (MilliQ system) adtam hozza. A tasakokat kézben
dorzsoltem addig, amig a tartalmuk homogén allapotiva valt. A tasakok
szajat nem zartam be, hogy a felesleges levegd tavozni tudjon és ne
szakadjanak ki a tasakok. Az eljaras mintanként legalabb 1 percig tartott.
Tasakok tartalmat 50 mikronos nylon sziir6halon keresztiil 15 milliliteres
centrifugacsovekbe szlirtem at, ezt kovetden a csoveket 6 percig 20 °C
homérseékleten 800 X g sebességen centrifugdltam. A centrifugalést
kovetden a csovek tartalmat dekantdltam, és a centrifugacsovek aljara
letapadt pelletet 1 milliliter H>O-val 3 perc idGtartamra vortex mixer
segitségével Ujra szuszpendaltam.

Minden szuszpenziobol késziilt keneten biologiai
fénymikroszkoppal 400 X-0s nagyitds mellett ellendriztem a Nosema spp.
eléfordulasat és leszamoltam az egy méhegyedre jutd atlag spora szamot
(részletesen ,,A sporaszam és fert6zott méhek aranyanak szédmolésa”
fejezetben targyalom). Az 1 milliliter szuszpenziot ismét centrifugaltam, ez
alkalommal 1,5 milliliteres Eppendorf csdvekben, 15 perc idétartamra,
4°C hoémérsékleten, 13000 rpm fordulaton. A csovek tartalmat
dekantaltam és a centrifugacsdvek aljara letapadt pellethez 300 ul CTAB
buffert (CORNMAN ¢és mtsai 2009) és 200 milligramm iiveggyongyoket
(425-600 mikrométeres, Sigma-Aldrich) kevertem. Az Eppendorf cséveket
tizesével ragasztoszalaggal a vortex mixer (ZX3m, Velp Scientific) rezgd
fejéhez rogzitettem ¢és maximum fordulaton miikodtettem 5 perc
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id6tartamra. A szuszpenziot 1000 milligramm proteinaz K hozzaadasat
kovetden 12 ora id6tartamra 200 rpm fordulaton rdzva inkubaltam. A DNS
kinyeréséhez 4 ciklus centrifugalast alkalmaztam, ciklusonként 15 perc
idotartamra, 4 °C homérsékleten, és a ciklusok kozott a feliiliszot
(300 mikrolitert) minden alkalommal atmértem 0j Eppendorf csébe a
kovetkezOk szerint: elsé ciklusban egyenld mennyiségben 1:1 aranyban
szuszpenzio-fenol keveréket, masodik ciklusban egyenlé mennyiségben
1:1:1 aranyban feliiluszo-fenol-kloroform keveréket, harmadik ciklusban
egyenlé mennyiségben 1:1 ardnyban feliiluszo-kloroform keveréket,
negyedik ciklusban 1:2,5 aranyban feliiluszo- -20 °C hdmérsékletii etanol
keveréket centrifugaltam. A negyedik ciklust kovetéen az etanolt
eltavolitottam, az Eppendorf cs6 aljara letapadt pelletet kiszaritottam és ezt
kovetéen 30 mikroliter H,O-t hozzaadva feloldottam. Az izolalt DNS-t
tartalmazd  Eppendorf csoveket -20°C  hdOmérsékleten taroltam
felhasznalasig. A DNS mennyiségét, mindségét ¢és tisztasagat
spektrofotometriasan elemeztem Implen nanofotométerrel (Implen GmbH,
Németorszag), és a koncentraciot vizzel 20 nanogramm/mikroliterre
allitottam be. A kivont DNS-t PCR-rel elemeztem a Nosema fajokra
specifikus 218MITOC F/R és 321APIS F/R primerekkel (MARTIN-
HERNANDEZ és mtsai 2007). A vizsgalat soran a nyugati mézeldméh
DNS citokrom c-oxidaz (COI) génjének el6fordulasat ellendrizve
allitottam be a pozitiv kontrollt. Az alkalmazott COI primerek szekvenciai
a ,,CAR”-ban alkalmazott primerek szekvencidival megegyeztek. A
25 mikroliter PCR reakcioelegy komponensei a kovetkezdk voltak:
1 egység AmpliTag Gold Polymerase buffer (Applied Biosystems),
1.5 mikroliter MgClI (25 mM), 2 mikroliter ANTP (2,5 mM), 2.5 mikoliter
BSA (250 mg/ml), 3.3 mikroliter Triton X-100, 0.9 mikroliter minden
218MITOC (10 mM) és 321APIS (10 mM) primerbél, 0.2 mikroliter COI-
F/R (10 mM) primerek, és 9 mikroliter DNA templat (20 nanogramm /
mikroliter). A PCR termociklusos program beallitas szekvenciai a ,,CAR”-
ban alkalmazott programmal megegyeztek.

A PCR-termékeket agaroz  gélelektroforézises  eljarassal

jelenitettem meg.



2.5 A spéraszam és fert6zott méhek aranyanak szamolasa

Az atlagos sporaszamot a 2010. év oktdberi mintagylijtésbol késziilt
szuszpenziok ellendrzésekor szamoltam haemocytometerrel (Biirker, Fein
- Optik Jena, Tiefe 1/100mm, 1/400 és 1/25 gmm). Az altalam hasznalt
standard haemocytometer 3 X 3 nagy kvadratbol all, harmas vonalakkal
elvalasztva. A ko6zépsO nagy kvadrat felett 0,1 mikroliter folyadékréteg
van. A kozépso kvadrat tovabbi 25 darab kisebb kvadratbol all, szintén
harmas vonallal elvalasztva, amelyek felett 4 nanoliter folyadékréteg van.
A 25 darab kvadrat tovabbi 16 darab kisebb kvadratbol all, szimpla
vonallal elvalasztva, amelyek felett 0,25 nanoliter folyadékréteg van. Ha a
4 nanoliter térfogat alatti kvadratok esetében a sporak szdma els6 ranézésre
is egyértelmiien tobbnek mutatkozott, mint 100 spora, akkor a
0,25 nanoliter térfogat alatti kvadratokkal szamoltam. A sporakat szamolva
azok koziil, amelyek a vonal f6l6tt helyezkedtek el, csak a bal oldali vonal
¢s a fels6 vonal folott elhelyezkeddket szamoltam.

CANTWELL (1970) és HUMAN ¢és mtsai (2013) kozleményei
alapjan az eredeti ~30 darab méhegyedhez adott 5 milliliter vizes higitasi
aranyt kovettem. A 4 nanoliter térfogat alatti kvadratra szamolt sporak
szamabol a dolgozatban szerepld 21. é4bra szerinti formula alapjan
szamitottam ki a higitasi faktort és az egy méhegyedre jutd atlag sporak
szamat.

A fert6zott mehek ardnyat a 2010. év oktoberi mintagyiijtésbol
szarmaz6 mintdk maradék méhegyedét (n=30) felhasznalva szamoltam ki.

A mintakbél minden méhegyedet kiilon-kiilon egyesével
dorzsmozsarban 1 milliliter desztillalt viz hozzaadasaval dorzsoltem szét.
A homogén dorzs6lékbol késziilt keneteken fénymikroszkoppal 400 X-0s
nagyitas mellett ellendriztem a Nosema spp. eléfordulasat. Minden egyes
mintan tobbszoros latomezo ellendrzést alkalmaztam, ha a keneten harom
kiilonboz6 latomezdre poziciondlva nem lattam sporat, akkor negativnak

mindsitettem.
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2.6 Fertozottségi kategoriak és kockazati szintek meghatarozasa

A vizsgalatom soran mért adatok feldolgozasakor a fertdzés
mértékének hagyomanyos, kvalitativ ¢s kvantitativ kategorizalast
Osszehangoltam. A fertdzottségi kategoridk és  kockazati  szintek
meghatarozasahoz a nosemosis diagnosztikdjaban kockazati szint alapu
szemikvantitativ értékelési modszert nem talaltam, ezért csak részben
tudtam az irodalomra tamaszkodni. FINGLER ko6zleményében talaltam a
legnagyobb vizsgalt elemszamot, ezért az altala mért értékeibol indultam
ki. A legmagasabb értékeit a ,,mar elkéstiink” kategéridba soroltam. Az
atlag sporaszamok esetében a FINGLER és mtsai. (1982) legmagasabb
értékének négyzetgyok értékét vettem +++-esnek, a legalacsonyabb mért
értéket az +-esnek, a ++-es értéket a kettd kozépértékével hataroztam meg.
A fertdzott méhek %-os aranya esetén a FINGLER legmagasabb értékének,
ami 100% volt, annak a felét, az 50%-ot hataroztam extrém kockazatinak.
A kozepes kockézati értékhez a 30%-ot pedig utdlag a mar kapott mérési
eredmények szerint hataroztam meg (CSAKI és mtsai. 2015), amikor mar

leszamoltam az 0sszes mintat. Ezt az eredményeknél targyalom.
2.7 Statisztikai elemzés

A fliggetlen valosziniiségek Osszehasonlitdsara Z-tesztet végeztem
az MS Excel alkalmazasaval. Az eloszlasok homogenitdsanak
vizsgalatdhoz Khi-négyzet tesztet alkalmaztam szintén az MS Excel
alkalmazasaval. Az atlagos sporaszam és a fertdzott méhek aranya kozotti
Osszefliggés elemzéséhez az MS Excel alkalmazasaval végzett linearis

kvantilis regressziot hasznaltam.
3 Eredmények és azok megbeszélése
3.1 Archiv, konzervalt mintak retrospektiv vizsgalati eredménye

Mind a 26 minta esetében fénymikroszkopos vizsgalattal igazoltam
a Nosema spp. eléfordulasat. A PCR vizsgélatokkal azonban csak 6 (23%)
minta esetében tudtam igazolni a Nosema spp. eléforduldsat. A 6 minta
koziil 5 minta esetében mindkét Nosema faj eldfordulasat igazoltam, és

csak egy minta esetében igazoltam a Nosema ceranae 6nall6 eléfordulasat.
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3.2 A 2010-ben gyiijtott méhmintak vizsgalati eredményei

A 2010. évben gylijtott méhmintak vizsgalatabol szarmazo adatok
alapjan a Nosema spp. fertdzott méhcsaladok ardnya 95% ¢€s 98% kozott
valtozott. Az  évszakonkénti  Osszehasonlitisban a  fertézott
méhcsaladoknak sem a szama, sem az aranya nem mutatott szignifikans
kiilonbséget (Z-teszt: P> 0,05). A Nosema ceranae ¢és a Nosema apis
fert6zési arany eloszlasa az évszakok tekintetében homogén (Khi-négyzet-
teszt: ¥%(2) =1,11; P = 0,57). A Nosema ceranae prevalenciija minden
évszak tekintetében szignifikansan magasabb volt, mint a Nosema apis
vagy a mindkét faj egyiittes eléfordulasa (mindhdrom évszakban Z>15,3;
P<0,001). A fert6zott mintdkban a Nosema ceranae fertézések aranya 95%
és 98% kozott valtozott. Kiszamitottam az egy egyedre vonatkozo
sporaszam-kategoriakban az 5%; 10%; 50%; 90%, és 95%-os fertdzottség-
kvantiliseket a benti méhek mintdiban. A fert6zott méhek aranya szerinti
kvantilisekre az egy egyedre jutd sporaszamoktol fiiggd linearis modellt
illesztettem. Szamitasaim alapjan a benti méhek esetében, ha az egy
egyedre jutd sporaszdm 1,2 millio érték alatt van, akkor a méhcsalad
fertdzottségének kockazati szintje kozelitdleg 95% valoszinliséggel
kozepes (ez az, amikor a méhegyedek kevesebb, mint 30%-a fertdzott). Ha
az egy egyedre vonatkozo6 spoéraszam 1,2 milli6 és 3,6 millio kdzott van,
akkor a méhcsalad fertézottségének kockazati szintje kozelitdleg csupan
50% valoszinliséggel marad kozepes. Ha az egy egyedre vonatkozd
sporaszam meghaladja a 3,6 milli6 értéket, akkor a méhcsalad fert6zottsége
kozelitéleg csak 10%  valoszintiséggel marad kozepes, 90%
valdszinliséggel ennél magasabb kockdzatt, és tobb mint 10%
valoszinliséggel extrém magas kockdzattal kell szamolnunk (ez az, amikor
a méhegyedek tobb mint 50%-a fertdzott).

A kijar6 méhek mintai esetében is kiszamitottam az egy egyedre
vonatkoz6 sporaszam-kategoridkban az 5%; 10%; 50%; 90%, és 95%-0s
fert6zottség-kvantiliseket. A kijaré6 méhek esetében is a fertdzott méhek
aranya szerinti kvantilisekre az egy egyedre jutd sporaszamoktol fiiggd
linearis modellt illesztettem. Szamitasaim alapjan a kijaré6 méhek esetében,

ha az egy egyedre jutd sporaszam 3,6 millié érték alatt van, akkor a
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méhcsalad  fertézottségének  kockazati  szintje  kozelitéleg 10%
valoszinliséggel kozepes (amikor a méhegyedek kevesebb mint 30%-a
fert6zott). Ha az atlag sporaszam 3,6 millio és 6 millio kdzott van, akkor a
méhcsalad fert6zottségének kockazati szintje csupan 5% valdszintiséggel
kozepes és tobb mint 50% valdszintiséggel extrém magas (amikor a
méhegyedek tobb mint 50%-a fertdzott). Ha az egy egyedre vonatkozo
spéraszam meghaladja a 6 milli6 értéket, akkor a méhcsalad fert6zottsége
95%-nal nagyobb valdszinliséggel magas kockézata (amikor a
méhegyedek 30- 50%-a fert6zott), és tobb mint 50% valdszinliséggel

extrém magas (amikor a méhegyedek tobb mint 50%-a fert6zott).
3.3 A Kkijar6 méhek és a benti dolgozé6 méhmintak 6sszehasonlitasa

A regresszidanalizis szignifikdns korrelaciot mutat az egy méhre
jutd spoéraszam €s a fertdzott méhek szazalékos aranya kozott (Rpenti = 0,65;
N = 130; Rujare = 0,43; N = 138; P<0,001 mindkét esetben). A fertézott
meéhek aranya a kijaré6 méhek mintaiban minden évszakban magasabb volt,
mint a benti dolgozd6 méhek mintdiban, azonban szignifikans
kiilonbségeket nem sikeriilt kimutatni (Z-proba: P>0,05).

A 2010. évben gyiijtott mintdk mikroszkopos kiértékelésének
eredményeit a PCR-elemzési eredmények tamasztottdk ala. A
faziskontraszt-mikroszkoppal nyert adatok  Osszehasonlithatok a
fénymikroszkoppal nyert adatokkal. A 7. tablazat szerint barmelyik
mikroszképos vizsgalat eredményeihez képest a PCR  vizsgalatok
eredményei valamivel magasabb fertézési szintet mutatnak. A tavaszi
gyljtésbdl szarmazd mintdknal a mikroszkopos vizsgalatok 89%-anak
pozitiv eredményével szemben a PCR vizsgalatok 95%-a hozott pozitiv
eredményt. A nyari gyljtésbol szarmazoé mintdknal a mikroszkopos
vizsgalatok 97%-anak pozitiv eredményével szemben a PCR vizsgalatok
98%-a hozott pozitiv eredményt. Az 6szi gyiijtésbdl szarmazo mintaknal a
mikroszkdpos vizsgalatok 95%-anak pozitiv eredményével szemben a PCR
vizsgalatok 97%-a hozott pozitiv eredményt. Azonban a Z-teszt szerint
egyetlen szezonban sincs szignifikans kiilonbség a mikroszkoppal és a
PCR-rel kimutatott fertézési arany kozott (P>0,05).
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Olcsébb DNS izolalasi modszert és multiplex PCR-analizist
alkalmazva a két Nosema fajt kimutattam és azonositottam a
magyarorszagi nyugati mézeld méhbdl. A modszerrel kimutattam a
Nosema spp. eléforduldsat azokbdl a méhmintakbol is, amelyek

fertdzottsége fénymikroszkdppal nem volt igazolhat6.
3.4 Uj tudomanyos eredmények

1. Archiv, konzervalt méhmintdk alapjan meghatdroztam a Nosema
ceranae faj fert6zését és magyarorszagi jelenlétét 2004-ben. Az 1.
szamu hipotézist elfogadom.

2. A 2010. évben tavasszal, nyaron és Osszel Magyarorszag egész
teriiletére reprezentativan gyijtétt méhmintdkon PCR-el végzett
vizsgélataim alapjdn meghatdroztam a Nosema fajok magyarorszagi
teriileti elterjedését az évszakok tekintetében. A Nosema sp. minden
évszakban és minden teriileten kimutathato, tovabba a Nosema ceranae
az elterjedtebb. Meghataroztam a ,,C” tipusi nosemosis betegség
prevalenciajat. A 2. szamu hipotézist elfogadom.

3. A nosemosis diagnosztikajaban kockazati szint alapi szemikvantitativ
értékelési modszert vezettem be, amivel pontosabban lehet
meghatarozni a fertézottséget méhcsalad szinten. A benti dolgozo és
kijaro méhek mintait eltéréen kell értékelni. A 3. szamu hipotézist
elfogadom.

4. Tudomasom szerint elészor végeztem a hazai Nosema spp.
vizsgalatokhoz sikeres triplex PCR vizsgalatot 218MITOC F/R,
321APIS F/R és 118COI F/R primerekkel tigy, hogy ennek soran a
DNS-kinyeréséhez ¢és tisztitasahoz a kereskedelmi forgalomban 1évo
szoveti lizatort és sejttorét helyettesitettem kozonséges vortex
keverdvel és hagyomanyos fenol-kloroformos keverék
centrifugalasaval, tovabba az elektroforézist szintén hagyomanyos
agardéz gélen futtattam. E moddszer alkalmazdsaval egyszerli és
gazdasagos lett a Nosema fajok kimutatdsdhoz alkalmazott molekularis
vizsgalat, mellyel megbizhatd6 moéddon lehet megkiilonboztetni a

Nosema spp. fert6zési tipusokat. A 4. szamu hipotézist igazolom.
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4  Kovetkeztetések és a javaslatok

Az archiv, konzervalt mintak retrospektiv vizsgalataval igazoltam,
hogy Nosema ceranae legalabb 2004. ota létezik Magyarorszagon. Az,
hogy hat pozitivnak talalt minta koziil 6tben mindkét Nosema faj jelen volt,
az arra is utalhat, hogy nagyjabol ebben az idében (nem sokkal korabban)
torténhetett a Nosema ceranae behurcolasa, és még nem szoritotta ki a
Nosema apis-t. TAPASZTI és mtsai (2009) és a sajat 2010-ben végzett
vizsgalataim sordn a 2004-hez képest joval nagyobb aranyban taldltunk
Nosema ceranae-t. A legfrissebb vizsgalatok szerint pedig napjainkra
szinte eltiint a Nosema apis a méhészetekbdl. Az archiv, konzervalt mintak
esetében a nosema fertdzottségre pozitiv eredmény igazoldsa a
fénymikroszkopos vizsgalati eredményekhez képest a PCR vizsgalattoknal
kevesebb volt, amit Ugy vélem, hogy a tarolasi koriilmények okoztak.
Ezeket a mintékat az évek sordan szdmos alkalommal kiolvasztottak, és ujra
lefagyasztottak.

Mivel minden évszakban rendkiviil alacsony Nosema apis
el6fordulasi aranyt talaltam, véleményem szerint a BAILEY (1955) altal
kozolt Nosema apis ciklikus eléfordulasi elméletét feliil lehetne vizsgalni.
Ezzel szemben a Nosema ceranae eléfordulasa folyamatos. TAPASZTI és
munkatarsai (2009) kimutattak, hogy a Nosema ceranae a nyari szezonban
volt domindns, és a vizsgalataim adatai azt igazoljak, hogy a Nosema
ceranae egész évben dominans.

Annak ismeretében, hogy a Nosema ceranae fert6zés egész évben
magasabb szinten fennmarad, az a szokvanyos szezonalis kezelési
stratégia, amit eredetileg Nosema apis-hoz alakitottak, nem lenne
megfeleld. Ezt tdmasztja alé a fertdzés tipusan alapuld terminologia, vagyis
a ,,C” tipusu n0semosis mas, mint az ,,A” tipusu nosemosis. Korabban a
nosemosis kezelésére akkor keriilt sor, amikor a klasszikus tiinetek kora
tavasszal €és késo Osszel jelentkeztek. A nyari honapokban Magyarorszag

minden teriiletén sok méhész figyelt meg varatlan méhcsaladd-gyengiilést és
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elhullast. Mivel nem szamitottak a Nosema ceranae elofordulasara, ezért
nem alkalmaztak semmilyen beavatkozast ellene. FORSGREN ¢és FRIES
(2010) munkaja szerint a két Nosema faj k6zott nem lehetnek szignifikans
kiilonbségek a patogenitasban, azonban az egyetlen tipushoz idomult
kezelési stratégia lehetové tette a Nosema ceranae terjedését. Ez utdbbit
mas kozlemények is megerdsitették (MARTIN-HERNANDEZ és mtsai
2011), (HIGES és mtsai 2013), (WILLIAMS és mtsai 2014) és (VAN DER
ZEE és mtsai 2014), ezért javaslom a nosema fert6zottség rendszeres
ellendrzését nyari idészakban is.

Tanulmanyom eredményei alapjan MEANA és munkatarsai (2010)
javaslatat megerdsitem a méhcsaladok egészségi allapotanak felmérésével
kapcsolatban, ami szerint a fertézott méhegyedek aranya megbizhatobb
modszer lehet a méhcsalad fertdzottségi szintjének megallapitasara. Ez
kiilondsen fontos, mert a Nosema ceranae egy egész évben létezd
probléma. A kijar6 méhek mintazasaval végzett proaktiv monitorozas egy
jobb ellendrzési modszer a nosemosis ellendrzésére, mint a benti dolgozok
mintdzasaval végzett vizsgalati modszer. A méhcsaladok veszélyeztetése
€s zavarasa szempontjabol harminc-harminc egyedszamos vizsgalatot
javaslok. Véleményem szerint ez az a mintaméret, amit gyakorlatilag
barmilyen, az évszaknak megfeleld6 népességli csaladtol elvehetd
komolyabb veszteség nélkiil. Azonban a vizsgalatom soran sem iddzitettem
téli honapra mintdzast. Egyrészt, mert télen altalaban nincsenek kijaro
méhek, masrészt télen a benti méhek mintazéasa kaptarbontassal jarna, ami
olyan drasztikus zavarast jelent egy csalad esetében, ami mar
visszafordithatatlan kovetkezményekkel jarhat.

ANTUNEZ (2009) megallapitotta, hogy a Nosema spp. fertzés
kovetkeztében a méhekben a vitellogenin szint csokken, kiilondsen a
Nosema ceranae fertézés esetén. NELSON (2007) megallapitotta, hogy a
méhekben a vitellogenin befolyasolja a méhek kijardsi, gytjtogetési

viselkedését. Kutatasi eredménye szerint minél alacsonyabb a méhek
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vitellogenin szintje, annal korabban valnak kijar6 méhekké. Az el6bbi két
publikaciobol arra lehet kovetkeztetni, hogy a Nosema ceranae-vel
megfert6z6dott méhegyedek vitellogenin szintje lecsokken, ennek
kovetkeztében kordbban valnak kijar6 méhekké. Ha ez a kdvetkeztetés
igaz, akkor ez magyarazatot ad arra is, hogy a benti dolgozo
méhegyedeknél miért magasabb a kijar6 méhekbdl szarmazoéd
méhmintakban a fert6zott méhegyedek aranya. Ha a méhcsalddon beliil a
N. ceranae fertdz¢s hatasara eltolddik az €lettani arany a bent dolgozo és a
kijar6 méhek kozott (az utobbiak javara), akkor ez problémat okozhat a
fiasitas gondozasaban. Véleményem szerint a probléma el6szor az idGsebb,
mar fedett fiasitds gondozasaban meriil fel, ugyanis, ha Nosema sporas
pollennel a legfiatalabb dajkaméhek fertéz6dnek meg, azok esetében is,
ANTUNEZ (2009) publikéacioja szerint a fert6z6déstl eltelt hetedik napra
lesz szignifikansan alacsonyabb a vitellogenin szint. Hétnapos kordban a
benti méhek mar nem a fiasitas etetésével foglalatoskodnak, de fontos
szerepiik van az idésebb fiasitas takaradsdban. A takaras nélkiil marado
fiasitas megfazik, elpusztul. Ha a csalad takarit6 hajlama ezt nem kiisz6boli
ki, akkor tovabbi méhbetegségek is kialakulhatnak a csaladban. A N.
ceranae fertdzéstdl korabban kijarova valt méhek véleményem szerint tobb
okbdl kifolyodlag is rovidebb életliek lesznek, mint azok a tarsaik, akik a
normalis életkorukban, nosema fert6zéstdl mentesen, a 21 napos koruktol
valnak kijar6 méhekké. Az egyik alapvetd ok, hogy vitellogenin szint
csOkken a nosema fertozés kovetkeztében, az a tokéletlen emésztésbol
fakad. Az ilyen egyed vélhetéen mindségi ¢hezésben, energia deficitben
szenved, mikdzben ,,gylijtd bogarként” sokkal intenzivebb aktivitast, mint
a benti tarsai. Az intenzivebb aktivitas mellett, a tokéletlen emésztés miatt
a regeneralodas is tokéletlenebb. Ezek az egyedek gyorsabban kopnak,
iddvel enervaltabban replilnek. Vagy elgyengiilés kozben haza sem érnek
a repiilésbdl, vagy az enervalt, lassabb repiilésiik miatt, hamarabb esnek

aldozatul a ragadozoiknak. Ezt a feltételezést alatamasztja HIGES és mtsai.
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(2008a) kozleménye, amelyben publikaltak, hogy a gyurgyalag (Merops
apiaster) kopetében jellemzéen megtalalhatdo a Nosema ceranae.

Véleményem szerint, ha a méhcsalad Nosema fert6zottségét idében
észreveszik, akkor a dolgozatomban fentebb példaként emlitett csersav
kezelésbdl adodo peritrof hartya vastagodéas nem egyedi, hanem méhcsalad
szinten segithet a gyogyuldsban. Ehhez azonban kell a csalad jo takarito
hajlama. A takarit6 méhek a takaritas soran meg fognak betegedni, de a
fertdz¢és elhatalmasodédsa elodazodik. Ha takaritds intenzitdsa nagyobb,
mint a spordk kaptaron beliili terjedése, akkor a meggyogyulhat a csalad.

A DNS-kinyeréséhez és tisztitasahoz a kereskedelmi forgalomban
1évé szoveti lizatort és sejttordt helyettesitettem kozonséges vortex
keverdvel és fenol-kloroformos keverék centrifugalasaval. A helyettesito
modszer kapacitdsa a kisérletben vizsgalt nagy mintaszamhoz képest
alacsonynak mondhat6, de a szerényebb miszerparkkal rendelkezd
laboratoriumok szamara alkalmi vizsgalatokhoz elegend6. A TAPASZTI
¢s munkatdrsai (2009) altal alkalmazott PCR-RFLP modszer esetében
egyszerre egy PCR termék futtathatd, valamint a PCR és az elektroforézis
kozott meég két 1€pés sziikséges, egy tisztitds €s egy emésztés 1épés. Az
altalam alkalmazott triplex PCR esetében egy PCR programban harom
PCR terméket is lehetett futtatni, tovabba a PCR program utan kozvetlentil
futtathato az elektroforézis.

A nosemosis magyarorszagi vizsgalatait ki kell egésziteni a
méhallomany szazalékos fertdzottsége és az Osszeomlott méhcsaladok
szdma kozotti korrelacio vizsgalataval, illetve annak alakuldsara vonatkozo
adatok gytijtésével. Szintén javaslom a Nosema ceranae altal okozott

méhcsalad mortalitas €s a méztermelés kiesés nyomonkovetését.
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