Kutatasi zarojelentés

Az OTKA F043155 szamq, ,,A mézelé méh (Apis mellifera L.) virusfertézéseinek és a
mehpatogen virusok molekularis szerkezetének tanulmanyozasa” cimt ifjusagi OTKA

palyazat keretében, 2003-2006 idészakban végzett kutatdmunkarol.

Az OTKA altal tamogatott kutatas egy korabbi program (OTKA T030335) keretében
megkezdett vizsgalatok kiterjesztését, illetve egyes kérdesek részletesebb vizsgalatat tizte Ki
céljaul. Az el6z6 palyazat soran végzett kutatasaink kimutattdk a heveny meéhbénulés virus
(acute bee paralysis virus, ABPV) el6forduldsat magyarorszagi méhészetekben. Igazoltuk a
virus széles kori elterjedtségét egy reverz-traszkripcios polimeréz lancreakciora (RT-PCR)
alapozott felméré vizsgalat segitségevel. Kozép-eurdpai virustorzsek részleges nukleotid
szekvencidinak 6sszehasonlitdsaval feltartuk a virustorzsek kozti feltételezett rokonsagi
viszonyokat, valamint egy 0j, az ABPV-vel és a Kashmir méhvirussal (Kashmir bee virus,
KBV) rokon virus jelenlétét mutattuk ki egy hazai mintabdl. Az altalunk kidolgozott RT-PCR
modszer segitsegével végzett vizsgalatok eredményei alapjan nyujtottuk be palyazatunkat a
méhvirusok eléfordulasanak es genetikai jellemzoinek tovabbi vizsgalata, valamint a méhek
virusfert6zéseinek kimutatasara alkalmas diagnosztikai modszerek fejlesztése céljabal.
Mindegyik, a kutatasi szerzédésben nevesitett részteriileten végeztiink vizsgalatokat, és azok a
témak nagyobbik reszében tudomanyosan jelentés (publikalt vagy publikaciora el6készitett)
eredményekre vezettek. Egyes témakban viszont olyan eredményeket kaptunk, amelyek
onmagukban nem elegendbek kdzlemény megjelentetéséhez, ezért ezek esetében tovabbi
vizsgéalatokra lesz sziikség.

A Kkutatds gyakorlati lebonyolitasa sordn a hazai és kuilfoldi partner-intézményekkel és
kutatdcsoportokkal kordbban kialakitott és hatékony egydttmukddest tovabb folytattuk,
valamint Ujabb, elsésorban nemzetk6zi kutatasi kapcsolatokat épitettink ki. A kutatasba
bekapcsolodtak azok a viroldgiai osztalyon 2003-ban alkalmazasba kerilt palyakezdd

kollégak is, akik a korabbi vizsgalatokban tudomanyos diakkori hallgatoként mar részt vettek.



I. Virusok kimutatasa hazai és kilfoldi eredeti méhmintakbol

A kordbbi OTKA palyazat keretében végzett felmér6 vizsgélatok ravilagitottak az ABPV
széles kort hazai elterjedtségére, ami felvetette, hogy megvizsgéljuk a meézelé mehben
fert6zest okozo tovabbi virusok esetleges magyarorszagi el6fordulasat. Az irodalmi adatok
alapjan kortani szempontbdl leginkdbb jelentés 6t méhvirus, a larvatomlosddés virusa
(sacbrood virus, SBV) a fekete anyabdlcsé virus (black queen cell virus, BQCV), a méhek
szarnydeformitasat okozo virus (deformed wing virus, DWV), a kronikus méhbénulas virus
(chronic bee paralysis virus, CBPV), és a korabban mar emlitett KBV kimutatasara alkalmas
RT-PCR rendszereket dolgoztunk ki és/vagy alkalmaztunk a korabbi ABPV vizsgalatoknak
alavetett mehmintdkon. A méhészetekbol beklldott, tobbnyire a kaptarak aljarol gyijtott,
elhullott méheket, lehullott tormeléket, parazitakat stb. tartalmaz6 mintékat Varroa destructor
atka jelenlétére is vizsgaltuk, és a 11 mintabol az 6sszegyijtott atkakat is bevontuk az emlitett
virusok jelenlétére iranyulo vizsgalatokba. (A tébbi minta nem tartalmazott atkat.) Az RT-
PCR vizsgélatok soran ausztriai és németorszagi pozitiv kontrollok alkalmazéasaval
gy6z46dtink meg a diagnosztikai rendszerek miikddéképességérdl, valamint a pozitiv leleteket
egyes esetekben a képzodott termek direkt szekvenaldsaval és a  génbanki
virusszekvencidkhoz torténé illesztésével ellenériztik. Az eredmények 0Osszegzését az 1.

tablazat mutatja.

1. tablazat: Virusfertézések eléforduléasi gyakorisaga magyarorszagi méhészetekben.

Fertdzott mehészetek ]
Virusok Tarsfert6zés jellege
szama aranya
Mindegyik virusra negativ 3 6 % 3 (6 %)
ABPV 3 6 %
BQCV 5 10 % Egy virus
CBPV 0 0%
DWV 11 21 % 19 (37 %)
SBV 0 0%
ABPV & BQCV 4 8 % ]
Ketto virus
ABPV & DWV 6 12 %
BQCV & DWV 13 25 %
24 (46 %)
DWV & SBV 1 2%
ABPV & BQCV & DWV 6 12 % Harom virus 6 (12 %)




Egyuttmiikddésben a bécsi Allatorvos-tudomanyi Egyetem klinikai viroldgia osztalyaval,
hasonl6 felméré vizsgalatot végeztiink ausztriai méhészetekb6l szarmazd mintakon is
(Berenyi és mtsai. 2006). Az eredmenyek 0sszehasonlithatdsdga céljabdl a két felmérésben
ugyanazokat a diagnosztikai modszereket alkalmaztuk. Eredményeinket dsszehasonlitottuk
egy franciaorszagi felmerés eredményeivel is (2. tablazat). Azt allapitottuk meg, hogy egyes
virusok (pl. SBV, CBPV, KBV) el6fordulasi aranya jelent6sen alacsonyabb a hazai

méhészetekben, mint az emlitett nyugati-eurdpai allomanyokban.

2. tablazat: Egyes méhvirusok eléfordulasi gyakorisaganak ésszehasonlitasa kiilonb6z6 eurdpai orszagokban

Virusok Magyarorszag Franciaorszag Ausztria
(52 méhminta) (36 méhminta) (131 méhminta)
DWV 2% 97 % 91 %
BQCV 54 % 86 % 30 %
SBV 2% 86 % 49 %
ABPV 37 % 58 % 68 %
CBPV 0% 28 % 9%
KBV 0% 17 % 0%
Virusok 11 atka minta 22 atka minta nem vizsgalt
DWV 81 % 98 % -
SBV 0% 14 % -
ABPV 36 % 10 % -
KBV 0% 1% -
BQCV 0% 0% -
CBPV 0% 0% -

Mivel a hazai mintakat 1999 és 2004 kozott gyujtottik, az eredmények az Europai Unids
csatlakozas elotti helyzetet mutatjdk. Az EU csatlakozas miatt varhatéan felélenkilo
nemzetkdzi méh-, és méhészeti termék kereskedelem hatassal lehet egyes virusok hazai
elterjedtségére is. Néhany év mulva végzett hasonlo jellegii felmérések alkalmasak lehetnek a
valtozasok nyomon kovetésére. A hazai vizsgalatokrol készitett cikk keziratat 2007
januarjdban kildtik el a ,Journal of Invertebrate Pathology” nemzetk6zi tudomanyos
folydirathoz, ahol az jelenleg lektoralas alatt all. Az eredményeket hazai és nemzetkozi
konferenciakon is ismertettik.

A CBPV és a KBV jelenlétét nem lehetett kimutatni az 1999 es 2004 kozott gyajtott

mintakbdl. A KBV eléforduldsara iranyuld vizsgalatok eredményeit megosztottuk egy



németorszagi  kutatocsoporttal, akiknek el6szor sikerilt KBV-t kimutatni Hessen
tartoményban. Az eredmények arra utalnak, hogy a KBV-t az utébbi években hurcoltak be
Nyugat-Eurdpéba (feltételezhetéen az Egyesiilt Allamokbol), és a virus egyeldre nem jutott el
a kozép-eurdpai meéheszetekbe (Siede és mtasi., 2005). Egy 2005-ben gyijtétt méhminta
vizsgalata soran viszont a CBPV jelenlétét is sikerllt igazolni hazankban RT-PCR és
elektronmikroszkopos vizsgélatok segitségével. A CBPV el6forduldsara irdnyuld
vizsgalataink vératlan melléklelettel is szolgaltak: A polimerdz lancreakcido harom hazai
méhminta vizsgalata soran intenziv, de a varttol eltér6 méretii amplifikacios terméket
képezett. A termékek direkt szekvenalasaval megallapitottuk, hogy a mintakbol a zablevélteti
(Rhopalosiphum padi) virus (RhPV) nukleinsavat sikerult kimutatni. Az RhPV genomra
tervezett specifikus primerekkel végzett RT-PCR segitségével is igazoltuk a diagnozist. Ez az
elsé leirds nem fajspecifikus virus kimutatasarol mézelé méhbsl. A méhekbe vagy a levélteti
valddi gazdaja, a zelnicemeggy (Prunus padus) kontaminalt viragairdl gyijtott nektar és
pollen Utjan, vagy pedig a tetvek altal kivalasztott mézharmat gyijtése soran juthatott be a
virus. Annak az elddntése, hogy a virus képes-e aktivan szaporodni a méhek szdveteiben,
mesterségesen fert6ztink méhbabokat, valamint a replikativ intermedier RNS képz6dését
prébaltuk kimutatni RT-PCR vizsgalatok segitségével. Az eredmények nem bizonyitottak
ugyan a virusszaporodast a méhbabokban, de még tovabbi vizsgalatokat sziikségesek annak
egyértelmii kizarasahoz is. Fajidegen izeltlabd-virus jelenléte a méhekben ugyanakkor felveti
a gazdafaj-valtas jovobeli lehetoségét. Vizsgalatunk eredményerdl nemzetkdzi szakmai

konferencian szamoltunk be.

1. Méhvirusok genomanalizise és filogenetikai 6sszehasonlitasa

A megel6zé kutatasi program keretében filogenetikai vizsgalatokat vegeztink az ABPV
kozép-europai torzseinek 0Osszehasonlitasa céljabol. A korédbbi vizsgalatok sordn a virus
szerkezeti fehérjéket kodold genomteriletét analizaltuk. Mivel nem allt rendelkezésre adat az
ABPV genom tovabbi részeinek genetikai valtozekonysagarol, vizsgélatainkat Kiterjesztettik
egy magyarorszagi és egy lengyelorszagi torzs teljes genomszekvencidjanak meghatarozasara.
Atfedé primerpéarokkal végzett RT-PCR reakciok, az ampifikacios termékek szekvencia-
meghatarozasa és a szekvenciak 0Osszeillesztése segitségevel feltartuk a két torzs teljes
genomjanak nukleotid sorrendjét (GenBank akcesszids szam: AF486072 és AF486073). A
kdzép-eurdpai ABPV torzsek 97%-ban hasonlitottak egymasra, és 94%-ban a dél-afrikai

referencia torzsre. A genomok 0sszehasonlitasa soran nem lehetett kiugréan magas, vagy



alacsony valtozékonysagu regiokat kimutatni (1. abra). A szekvencia meghatarozas és analizis

eredményét egy kilfoldi méhészeti konferencian ismertettik.
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1. dbra: A heveny méhbénulas virus két kozép-eurdpai térzsének genomszekvencia hasonlésaga a dél-afrikai
referencia térzshdz viszonyitva.

A méhek szarnydeformitasat okozo virus (DWYV) elsé hazai és ausztriai kimutatasat kdvetoen,
— egyuttmtikodésben osztrak, lengyel és német kutatokkal — filogenetikai vizsgalatokat
végeztink a virus valtozékonysaganak és a torzsek genetikai rokonsaganak felderitése
celjabol. A vizsgalatok elsé részében egy ausztriai DWV torzs részleges nukleotid-
szekvenciajat hataroztuk meg hét régidban, és dsszehasonlitottuk azt a génbankban talalhatd
olaszorszagi és az Egyesilt Allamokbdl szarmazé referencia szekvenciakkal. Mivel nem
talaltunk kiemelkedéen magas valtozékonysagu teriletet, két régiot, a szerkezeti fehérjeket
kodolo szakaszt egy részet és az RNS helikaz gén régiojat valasztottuk a tovabbi filogenetikai
vizsgalatok alapjaul (2. abra). Ot kozép eurdpai orszaghdl (Ausztria, Lengyelorszag,
Magyarorszag, Németorszag, Szlovénia) és 6t Eurdpan kivili orszagbdl (Egyesilt Arab
Emiratusok, Kanada, Nepal, Sri-Lanka, Uj-Zéland) gyjt6tt méhmintakat vizsgaltunk a DWV
jelenlétére. Az Uj-zélandi mintdk kivételével mindegyikbdl sikerllt kimutatni a DWV
nukleinsavanak jelenlétét. Osszességében 34 virustorzset vontunk be a filogenetikai
analizisbe. A torzsek kozott tapasztalt nagy foku hasonlésag (98-100%) miatt a statisztikai

analizis nem eredményezett egyeértelmii, féldrajzi alapon magyarazhatd elkilonilést a



genotipusok kozott. Az altalunk meghatarozott szekvencidkat 6sszehasonlitottuk mas kutatok,
génbankban elhelyezett DWV szekvencidival, és ezekben az esetekben is magas hasonlosagi
értékeket tapasztaltunk. Ez arra utal, hogy a jelenleg rendelkezésre allé adatok szerint a DWV
vilagszerte el6fordul6 térzsei nagyon szoros genetikai rokonsagban allnak egymassal. Mivel
arra semmi sem utal, hogy a DWV mutécios rataja alacsonyabb lenne, mint mas RNS
virusoké, a jelenség legvaldszintibb magyarazatdnak azt talaltuk, hogy a virus evollcids
szempontbdl a kdzeli multban terjedt el a fold mézel6 méh populécidiban. Ennek az
elterjedésnek a hatterében valdszintileg a Varroa destructor atka utobbi negyven évben
tapasztalt gyors ,,vilaghdditasa” allhat, mivel ez az atka hordozéja és hatékony vektora a

virusnak. Az atkak nagy aranyu fertézottséget sajat vizsgalataink is aldtamasztjak.

A 5-____] L |VP2K{ VP1 |VP3| |Helicase # [3C RdRP [1-3’
B —1 =3 ==’ =% —"°
[ —
|
Italy I 1 NC_004830, AJ489744
USA L 1 AY292384
C Austria-1 — — /| /|3 =3 — — DQ224278
This paper** — — DQ224279-DQ224311
France [ 1 AY224602
France — AY669851-AY669852
Costa Rica /——3 — DQ139981-DQ139982
Uruguay = DQ364631
Spain = DQ385499-DQ385507

2. abra: A DWV torzsek filogenetikai dsszehasonlitdsahoz hasznalt genomteriiletek.
(A: a DWV genom sematikus rajza. B: Az RT-PCR-ek soran képz6dott termékek helyezédései.

C: A filogenetikai dsszehasonlitasokba bevont virustérzsek)

A vizsgalatok eredményeit 0sszegz6 és értékelé kéziratot benydjtottuk az ,,Appied and
Environmental Microbiology” cimii tudomanyos folydirathoz. A kéziratot véleményezé
lektorok modositasokat és tovabbi vizsgalatokat javasoltak. A vizsgalatok elvégzését és a
kézirat atdolgozasat kovetéen azt ismételten benyujtottuk az Gjsaghoz, ahol az jelenleg a

lektori elbiralas stddiumaban van.

A fekete anyabolcsé virus (BQCV) elsé hazai és ausztriai kimutatasat kovetéen az ABPV és
DWV esetében ismertetett filogenetikai 0sszehasonlitast végeztink a kdzép-eurdpai
genotipusok kozotti rokonsagi viszonyok és a virustorzsek valtozékonysaganak jellemzése

céljabol. Ebben az esetben is két genomrégidt, a helikaz enzimet és a szerkezeti fehérjéket



kodold teruleteket valasztottuk a filogenetikai analizis alapjaul. A vizsgalatokba 10
magyarorszagi, 7 lengyelorszagi és 5 ausztriai torzset vontunk be, amelyek részleges
nukleotid szekvencia meghatarozasat kdvetéen osszehasonlitottunk a dél-afrikai referencia
szekvencidval. A helikaz régio alapjan veégzett torzsfa-rekonstrukcids vizsgalatok soran a
kozép-europai torzsek egyértelmien elkilonultek a dél-afrikai referencia torzstél, viszont a
csoporton belil nem lehetett megfigyelni statisztikailag megalapozott tovabbi elkildndlést.
Meglepé modon harom lengyelorszagi torzs kilénall6 csoportot képezett (3a. abra). A
szerkezeti fehérjék régioja alapjan konstrualt torzsfaban a kdzép-eurdpai virusokon beldl a
magyarorszagi és ausztriai genotipusok képeztek egy agat, a lengyelorszagi virusok pedig egy
masik agba rendezédtek. A kordbban elkilonilé harom lengyelorszagi torzs kozil kettd
betagozodott a tobbi lengyelorszagi torzs kdzé (Poland 5, 6), egy viszont valtozatlanul
elkilonulo agat alkotott (Poland 4). A kozep-europai torzsek ezen a torzsfan is egyértelmiien

elkilonultek a dél-afrikai referencia torzstol (3b. abra).
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3. dbra: A BQCV vizsgalt genotipusai kozotti feltételezett rokonséagot illusztralé filogram, A: a részleges
helikdz gén szekvencidi alapjan; B: a részleges szerkezeti fehérjéket kodolé genomtertlet alapjan. A
70% feletti bootstrap értékek feltlintetésre keriltek.



“sez

helyez6dése okainak vizsgalata céljabol tovabbi vizsgalatokat végeztink Kivalasztott
virustorzsek bevonasaval. A harom lengyelorszagi genotipus (a 3. abran Poland 4, Poland 5 és
Poland 6), valamint egy magyarorszagi virus (Hungary 10) genomszekvenciajat hataroztuk
meg a genom 54. és 8431. nukleotid pozicidja kdzott. Ez a teriilet magaba foglalja az 5° nem
kodolo régid nagyobbik részeét, a két nyitott leolvasasi keretet (open reading frame, ORF) és a
koztik levé nem kodolo intergenikus régiot, valamint a 3’ nem kodol6 régio nagy részét. A
szekvencidkat 6sszehasonlitottuk egymassal és a dél-afrikai referencia szekvenciaval. Azt
allapitottuk meg, hogy az 5’ nem kddolo régio es az intergenikus régid tertiletén a virusgenom
nagy fokban konzervalt. Itt talalhatdéak olyan, 150-200 nukleotid hosszusagu szakaszok, ahol
100%-0s homoldgiat taldltunk a vizsgélt virusok kozott. Ezzel szemben a nem-strukturalis
fehérjéket kodold6 ORF1 5’ oldali harmada nagyon véltozékonynak bizonyult. Itt tobb,
hosszabb-rovidebb szakaszra kiterjed6 deléciot/inzerciot figyeltink meg, illetve a toérzsek
jelentésen eltértek egymastol. Ezzel szemben az ORF1 3’ oldali részén a vizsgalt
lengyelorszagi torzsek nagy fokban hasonlitottak egymashoz, és jelentésebben eltértek a
magyarorszagi torzstél, mint a del-afrikai referencia torzstél. Az ORF2 terlletén a torzsek
valtozékonysaganak atlaga elmaradt az ORF1-en megfigyelt értektol, viszont a lengyelorszagi
torzsek kozul itt ketté mutatott kozelebbi rokonsagot egymassal, a harmadik pedig hasonld
mértékben tért el t6luk, mint a magyarorszagi és dél-afrikai genotipusok. A BQCV egyes

genomterileteinek valtozekonysagat a 4. abra szemlélteti.
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4. abra: BQCV torzsek egyes genomterileteinek hasonlésaga a referenciaként valasztott Poland 6 genotipushoz

viszonyitva. A nyilak a nagyfokban konzervalt nem kodol6 régidk helyezdését mutatjak.



A lengyelorszagi BQCV torzsek kulonb6zé genomterlletei kdzott megfigyelt hirtelen
eltérések a hasonl6sagi értékekben a genomok kozotti rekombindciéra utalnak, amelyet
méhvirusok esetében eddig még nem irtak le. Az eredményeket egy kézirat formajaban
foglaltuk ©ssze, amelyet jelenleg a kilfoldi tarsszerzék javitanak, illetve kiegészitik sajat
gondolataikkal. Terveink szerint néhany napon belll sikerul kialakitani a publikaciora kesz,
végleges valtozatot.

Folytattuk a korabbi vizsgalataink soran kimutatott, az ABPV-vel és a KBV-vel rokon virus
nukleinsav szekvenciajanak meghatarozasat. Méhbabokban mesterségesen elszaporitottuk és
CsCl;, gradiens ultracentrifugalassal tisztitottuk a mintaban talalhato virust. Az ABPV és a
KBV konszenzus szekvenciai alapjan tervezett primerek segitségével specifikus nukleinsav-
szakaszokat amplifikaltunk, és azok szekvenalasaval két genomterilet részleges nukleotid
sorrendjét hataroztuk meg, 6sszesen 3094 nt hosszusagban. Sajnos a mintaban szennyezé
viruskent jelen levé ABPV komponens megnehezitette a munka folytatasat. A tovabbiakban a
virusgenom molekuldris klénozasara alapozott technikaval szeretnénk folytatni az eddig még
ismeretlen genomteriletek szekvencigjdnak meghatarozasat.

Az hazankban eddig kimutatott egyetlen CBPV torzs filogenetikai vizsgalatai céljabdl egy
francia kutatocsoporttal kezdtink egyuttmiikddésbe. A hazai SBV torzsek filogenetikai
vizsgalatainak megkezdése el6tt tovabbi pozitiv mintdkat szeretnénk talélni, hogy a
vizsgalatok pontosabb képet adjanak a hazai torzsek valtozatossagarol.

I11. Méhvirusok kimutatasara alkalmas diagnosztikai mdodszerek fejlesztése

A méhvirusok kimutatasa klasszikus viroldgiai mddszerekkel idoigényes, nehézkes és
specidlis feltételeket (méhbabok, tipussavok) igényel. A molekularis biolégiai (pl. PCR) alapd
diagnosztikai modszerek alkalmazésaval kiklszobolhetok az emlitett problémak. Sajat
vizsgalataink is alatamasztjak, hogy a meéhekben gyakori a szimultan virusfert6zések
eléfordulésa. Ezért altalaban indokolt ugyanannak a mintanak tébb virus jelenlétére iranyuld
vizsgéalata. A vizsgalatok egyszeriisitése, és killondsen a koltségek csokkentése szempontjabol
elényds, ha tobb virus egyideji kimutatasara alkalmas diagnosztikai modszer all
rendelkezéslinkre. Egyuttmtkddésben a bécsi allatorvos-tudomanyi egyetem munkatarsaival,
olyan multiplex RT-PCR mddszert fejlesztettink ki, amely megbizhat6 moddon képes
kimutatni az ABPV, a BQCV és az SBV jelenlétét méhmintakban. A rendszer optimalizalasat
és érzekenységének meghatarozasat kovetéen annak gyakorlati alkalmazhatdsagat is

vizsgaltuk méhészetekbdl gyijtott mintak felhasznalasaval (Grabensteiner és mtsai., 2007).



A molekularis biologiai és szerologiai alapu diagnosztikai modszerek talan legnagyobb
hatrdnya a virusizolalassal szemben, hogy csak mar legaldbb részben ismert nukleotid-
sorrendii virusok jelenlétének kimutatasara, illetve ezek azonositasukra alkalmazhatok. Ezzel
szemben virusizolalas soran esély van kordbban még nem azonositott virusok in vitro
elszaporitasara is. A méhvirusok szaporitasanak klasszikus médszere a méhbabok oltasa virus
tartalma inokulummal, amely szamos technikai nehézséggel jar (a méhbabok szezonalis
hozzéaférhet6sége, magas oltasi veszteség, inapparens virusfert6zés jelenléte a babokban stb.).
Ezért merult fel az igény mehsejt eredetti szdvettenyészet kialakitdsara. Hasonloan a
genincesek sejtjeinek in vitro szaporitasahoz (pl. csirke embrionalis fibroblast szovettenyészet
készitése), az egyedfejlédes korai stadiumaban 1évé méhek (larvdk és babok) sejtjeit
prébaltuk mesterséges kortlmények kozott életben tartani és osztodasra birni. A kezdeti
problémék a sejttenyészet baktériumos, gombas és egysejti élélényekkel tapasztalt
kontaminacidjaban nyilvanultak meg, de ezeket a fiasitas feldolgozasa elétti fertétlenitési
maodszerek fejlesztésével, illetve antimikotikumok és antibiotikumok alkalmazasaval sikerilt
Kikuszobolni. A sejteket specidlis, rovarok szamara kifejlesztett tapfolyadékban tartottuk
életben, es foetalis borjusavé mellett méhlarvak homogenizatumabdl nyert és sterilre szirt
kivonatot adtunk a sejtekhez az osztdédas elésegitése céljabol.  Prébalkozésaink
eredményeképpen sikerilt a méhfiasitas sejtjeit mesterséges kortlmények kozott életben
tartani. A szdvettenyészet két f6 sejttipusbol allt. Egyrészt nagy méretii, a gerincesek
zsirsejtjeihez hasonld morfologidja, Ggynevezett trophicus sejtek alkottak, masrészt a méh
kilénbdzo szerveinek kezdeményeit képvisel6, pre-immagindlis korongokat lattunk a
szOvettenyészetben. A sejtek inkubalasa soran néhany nap mulva a korongokbdl kilénb6zé
szervek (Malpighi-edények, légcsovecskék, bél stb.) kezdtek kifejlédni, amelyek az eredetileg
egyrétegii sejttenyeszet szintje folé burjanzottak és mozogtak. Készitettiink olyan
sejttenyészeteket is, ahol a pre-immaginalis korongokat a trophicus sejtektdl elkulonitettik.
Ebben az esetben a korongok sejtjeinek talélési aranya jelentésen csokkent. A korongok
hosszabb tripszines emésztésével azokat kilonallo sejtekre vélasztottuk szét, viszont a
szOvettenyeszet inkubacidja soran Ujra 6sszealltak a korongok. A csak trophicus sejteket
tartalmazd tenyeszetek viszont egybefiiggs, egyretegi sejtsorbol alltak. Az eléallitott
sejttenyészeteket mesterségesen fertéztik tisztitott ABPV és DWV tartalmu inokulumokkal.
Sajnos nem tapasztaltunk a virusfert6zés utan lathatd elvaltozasokat a sejteken, és a
szOvettenyészet felullszdjanak illetve sejtjeinek RT-PCR-es vizsgalataval sem sikerilt
igazolni a virusszaporodast. A kdzelmultban mehpeték sejtjeibol eléallitott sejtvonalrol jelent

meg publikacié a szakirodalomban, ugyanakkor a sejtek virusok iranti fogékonysagat a



publikal6 kutatok nem vizsgaltak. Amennyiben sikerll beszerezni és fenntartani a
publikacidban ismertetett sejtvonalat, tovabbi kutatasokat terveziink a sejtek kilénbdz6
virusok iranti fogékonysaganak meghatarozasa céljabol.

A méhek gyakori inapparens fertézése miatt még kevéssé tisztazott, hogy mely esetekben
lehet egyeértelmiien kapcsolatba hozni egyes virusfertézesek jelenlétét a méhcsaladok gyujtesi
aktivitasaval, népességével, betegsegeivel vagy kipusztuldsaval. A PCR alapu technikék csak
a virusok jelenlétének kimutatdsara, €s bizonyos esetekben a mennyiségi viszonyok
jellemzésére alkalmasak, viszont nem nydjtanak informaciot a virusok szOveti
lokalizaciojaval és karositd hatasaival kapcsolatban. Erre a célra szdvettani technikékra
alapozott modszerek (pl. in situ hibridizacié, immunhisztokémia, elektronmikroszképos
vizsgalatok) lennének alkalmasak. Ezért szerepelt kutatési terviinkben az in situ hibridizacios
eljaras kidolgozésa a virusok kimutatdsara a méhek és V. destructor atkdk szoveteiben. Elsé
lepésként szbvettani metszeteket probaltunk eléallitani méhekbél. Mivel a formaldehid nem
volt képes athatolni a mehek kitinkutikuldjan, az allatok testuregeibe injektaltuk a fixalo
folyadékot. A szdvettani beagyazast kovetéen, a mikrotomos metszéskor a kitin annyira
ridegnek bizonyult, hogy repedt, tort és roncsolta a szoveteket. igy csak olyan metszeteket
sikerlt eléallitani, ahol a méhek egyes szerveinek szOveti struktirdja és sejtjei csak
korlatozottan voltak tanulmanyozhatdk. Sikerult egyittmiikodést kialakitani egy ljubljanai
méhészeti kutatdcsoporttal, akiknek van tapasztalatuk a méhek boncolasédban és szervek
szOvettani vizsgalataban. Egy 2007-2008 évre elnyert szloven-magyar TeT palyazat keretében

kivanjuk folytatni az in situ hibridizacios modszer kifejlesztésére iranyulo kutatasainkat.

IV. A kutatas kozvetlen tudomanyos és gyakorlati haszna

Az OTKA altal tamogatott, F043155 szamu kutatasi program keretében vegzett vizsgalataink
hozzéjarultak harom, referdlt nemzetkozi szakfolydiratban megjelent publikécid (Siede és
mtsai., 2005; Berényi és mtsai., 2006; Grabensteiner és mtsai., 2007), valamint kér elbiralas
alatt all6 (magyarorszagi felmeré vizsgalatok és DWV filogenetika) és egy publikaciora
elokeszitett (BQCV genom analizis) kezirat létrejottéhez. A vizsgalatok eredményeit emellett
ot kalfoldi és tiz hazai konferencian ismertettik. A méhvirusok genetikai vizsgalatai terén
elért eredményeink alapjan a program témavezetéje meghivast kapott a ,,Bee Research and
Virology in Europe” tudomanyos konferenciara (Franciaorszag, 2005), hogy a méhek virusai
kozti filogenetikai kapcsolatrol tartson eléadast. Az el6adast kbvetéen a témavezetot felkérték

a Nemzetkozi Virustaxonomiai Bizottsag (International Committee on Taxonomy of Viruses,



ICTV), izeltlabtuak virusai albizottsdg (Invertebrate Subcommittee) Dicistroviridae és
Iflavirus  munkacsoport (Studygroup) tagsagara, amely tovabbi elismerése eddigi
kutatdsainknak.

Az egyes kutatasi résztémakba bevontunk gradualis és posztgardualis egyetemi kepzésben
résztvevé hallgatokat is. A program Kkeretében végzett kutatasai eredményeirél két
allatorvostan-hallgatd (Roza Eszter és Doron Harel) a kari Tudoméanyos Diékkdri (TDK)
konferencian szamolt be, harman (Talli Balaban, Fiona Monks és Csukds Domokos) pedig
szakdolgozatot allitottak 6ssze es azt sikeresen megvédték. Az ausztriai kutatdcsoportokkal
egyuttmikodésben vegzett kutatasok eredményei alapjan egy magyar allampolgarsagu, de a
bécsi allatorvos-tudomanyi egyetemen végzett hallgatdé (Berényi Olga) doktori fokozatot
szerzett. Tapaszti Zsuzsanna a SzIE Doktori Iskola allami 0Oszténdijas doktorandusz
hallgatoja, aki eddigi munkajat elsésorban ennek az OTKA programnak a keretében tervezett
kutatasok teruiletén vegezte.

A tudoményos forumokon tdal szamos, a méhészeknek és méhegészségligyi felel6soknek
szervezett tovabbképzo el6adasok keretében ismertettiik kutatisaink eredményeit, és felhivtuk
a gyakorlatban mehekkel foglalkozok figyelmét a virusfert6zések jelentéségere.

A kutatdsi program tamogatasaval olyan diagnosztikai modszereket dolgoztunk ki,
amelyekkel gyorsan és megbizhatdéan kimutathatok a méhek legfontosabb virusfertézései. A
program id6tartama alatt gyakorlati méhegészségugyi problémékkal kutatocsoportunkhoz
forduld tébb mint 50 méhésznek nyudjtottunk ingyenes viroldgiai diagnosztikai szolgaltatast és
szaktanacsadast. A kidolgozott virusdetekcios modszereket hozzaférhetéve tettlik tovabbi

méhegészségligyi diagnosztikai laboratériumok szamara is.



