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A taldlmény tdrgya szokdsos komponenseket tartalma-
26 tpkozeg rovarok sejtjeinek tenyésztésére és sokszoro-
zé4séra, amely adalékanyagként 0,1—5 sily %, el6nydsen
0,5—2 sily % tojassirgdjat tartalmaz.
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A taldlmény targy 4j tapkozeg rovarok sejtjeinek te-
nyésztésére és sokszorozdsira.

A kémiai kértevdirtészerek kdrnyezetre gyakorolt hatd-
sdnak vizsgilata kévetkeztében egyre novekszik a biols-
giai kdrtevSirtds jelentGsége. A legeredményesebbnek
igérkez6 moddszer a specifikus inszektpatogén virusok,
elsdsorban a magpoliéder-virusok (NPV) és a baculo-
virusok csoportjabdl szdrmazé granuldéz-virusok (GV)
felhaszndl4sa. Ezeket a kémiai peszticidekhez hasonldan
kihordjdk a kornyezetbe és ott specifikus gazdaillatok-
ban okoznak virusfertézést, amely gyors halalhoz vezet.
A kereskedelmi forgalomban illetve gyakorlati kiproba-
14s alatt egy sor NPV- és GV-preparitumot taldlunk [1asd
Shieh és Bohmfalk: Production and Efficiency of Bacu-
loviruses, Biotechnology and Bioengineering XX//, 1357
(1980)].

A sziikséges mennyiségli virustomeg elGéllitdsa azon-
ban olyan gyakorlati problémadkba iitk6zik, melyeket ed-
dig még nem oldottak meg kielégité mértékben. Alapve-
ten két 1t ismeretes:

— nagy mennyiségii gazdaallat kitenyésztése, mes-
terséges megfert§zése a virussal és a virus izol4-
l4sa az elpusztult dllatokbél;

— rovarok sejtjeinek in vitro tenyésztése megfeleld
tdpkozegben, a sejtek fertdzése és a virustdmeg
feldolgozdsa. :

Az elsOnek emlitett eljards nagy mennyiségd virustdme-
get eredményez, jelentSs hdtranya azonban, hogy a gaz-
dadllatok csak meghatérozott évszakokban llnak rendel-
kezésre és a kapott virustbmeg rovarmaradvinyokkal és
mikrobioldgiai szennyezésekkel egyiitt nyerhetS ki. Elvi-
leg lehetséges a virustdmeg tisztitdsa, ez azonban jelentd-
sen megdréagitja a termelést.

A mdsodik eljards kikiisz6boli ezeket a hatranyokat, ez
csak a megfeleld tipkozegtol fiigg. Az eddig ismert és al-
kalmazott tdpkozegek altaldban szervetlen sékat, vitami-
nokat, aminosavakat, cukrot és egy sor szerves vegyiile-
tet tartalmaznak sejtfizioldgiai jelent6ségiik miatt.
Valamennyi eddig ismert tdpkozeg tartalmaz 5—20%
magzati borjiszérumot (FKS), amely a sejtnovekedéshez
elengedhetetlen. Tipikus Osszetételeket ismertetnek pél-
déul a Nature 795, 4843 (1962) és J. Invertebrate Patho-
logy 25, 363—370 (1975) cikkekben.

A rovarsejtek tenyésztésére szolgdlé mdsik ismert elja-
ras szerint az FKS koleszterinnel és lecitinnel helyettesit-
het§ [Invertebr. Syst. in Vitro (Proc. Int. Conf.) 5, 1979
(Pub. 1980) 66—67. Szerkesztette: E. Kurstak. K. Mara-
morosch, A. Duekendorfer, Elsevier, Amsterdam, Net-
herland]. Ez az eljdrds azonban a tapkézeg alacsony hatis-
foka miatt nagy méretekben nem alkalmazhato.

Kémiailag pontosan definidlt osszetételd taptalajt dol-
goztak ki a Shell-cég kutatéi [Dev. Biol. Stad. 1980. 46
(Proc. Gen. Meet. Eur. Soc. Anim. Cell. Technol., 3,
1979) 29—37], mely azonban igen sok anyagbdl 4ll, és
igy elddllitdsa koltséges, és technikai méretekben szinte
megvaldsithatatlan.

Az ismert eljardsok elterjedését tehdt vagy az FKS fel-
haszndldsa, vagy a bonyolult ésszetétel gatolja, emiatt
ezek igen draga és csak korlatozott mértékben alkalmaz-
haté eljardsok. Rovarsejtek ipari méretd termelése,
amely igy inszektpatogén virusok ipari termelésének fel-
tétele, ilyen koriilmények koz6tt nem megoldott. Emiatt
fontos kovetelmény, hogy az FKS adalékanyagot mds ol-
cs6 és nagy tomegben rendelkezésre all6 komponenssel
pétoljuk.
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Megleps médon azt taldltuk, hogy lényegesen jobb ha-
tds érhet6 el tojassargdja felhasznélds4val.

A taldlmény tdrgya tehdt tdpkdzeg rovarok sejtjeinek
tenyésztésére és sokszorozdsira, amely adalékanyagként
tojassdrgdjat tartalmaz.

A tojassargdja mennyisége 0,1—5 sily%, elSnydsen
0,5—2 stly % a tipkdzegben. A tojdssargdja teljesen vagy
akér részlegesen helyettesitheti az FKS-t. Ilyenkor a sejt-
tenyésztésre alkalmas tipkozeg elGdllitisdhoz a sziiksé-
ges FKS-mennyiség toredéke, mintegy 5—20%-a kell.
Nem szikséges, hogy a tojassargdjat elvalasszuk a fehér-
jét61, felhaszndlhatunk felvert és habart tojast is. El6ny6-
sen azonban a kereskedelmi forgalomban 1év§
tojdssdrgdja-emulziét haszndljuk.

A tojdssdrgdja szdrmazasa sem donté szempont. Kony-
ny( hozzaférhetGsége miatt legalkalmasabb a tytktojas
sérgdja, de felhaszndlhat6 mds, péld4ul kacsa- vagy lid-
tojds sdrgdja is.

A taldlmany szerinti tipkozeg alkalmas rovarok, igy
példaul a Diptera és Lepidoptera rendb6] szdrmazé rova-
rok sejtvonalainak. tenyésztésére. Kiilondsen alkalmas a
Spodoptera frugiperda, Lymantria dispar, Mamestra
brassicae, Trichoplusia ni, Aedes albopictus és Acdes
aegypty fajtdkbdl szdrmazé sejtvonalak tenyésztésére.
Ezek pedig alkalmasak szdmos inszektpatogén virus. pél-
déul a Parvo-, Pox-, Baculo- és Rhabdo-virusok, ezek ké-
zil kilonosen a magpolieder-virusok, igy példaul az au-
tographa spp., Spodoptera spp. és Lymantria spp.
tenyésztésére.

A taldlmany szerinti tApkdzeget a Spodoptera frugiper-
da (Sf) telepitett sejttdorzsének tenyésztésén mutatjuk be:
A kereskedelmi forgalomban 1évé TC 10 jelid tipkozeg-
ben [Osszetétel: séoldat, gliikéz, megadott mennyiségd
aminosav és vitamin, protein hidrolizdtum (Triptoseboul-
lion) és 10% FKS: Gardiner, Stockdale: Invertebrate Pat-
hology 25, 363 (1975)] az FKS-koncentriciét 5%-ra
csOkkentjiilk és tojassdrgdja-emulziét (gydrté: Oxoid)
adunk hozza (végkoncentrici6 0,5%). A sejtek tenyészté-
sét egysejtréteg-tenyésztésre alkalmas tivegben (3 ml),
rdz6 kultdraban (20 ml) és kever§ edényben (500 ml) vé-
geztilk. Az adalékanyag a sejtkitermelést a kétszeresére
novelte (1,4 x10° sejt/ml-r6l 2,8X10¢ sejt/ml-re, az Gssze-
hasonlitast a 10% FKS-tartalmt kontroll vizsgalattal vé-
geztiik). A tovibbi vizsgdlatok sordn a szérumot teljesen
elhagytuk és kiildnb6z6 koncentrdci6jui tojdssdrgdjdval
helyettesitettiik. 1% tojassargdja hozziad4séval az FKS
teljesen helyettesithetd, a sejtkitermelés azonos nagység-
rendben mozgott, mint 10% FKS felhaszndldsakor (lasd
az 1. tabldzatot).

1. tabldzat

Sejtkitermelés az egysejtréteg tenyésztésére

alkalmas iivegben
sejtkitermelés (sejt/ml)
TC/10 tdpkdzeg esetén
+10% FKS +1% tOJass.a'rgéja
emulzié

1. kisérlet 1,4x108 1,4x10¢
2 kisériet 2,0x108 1,7x108
3. kisérlet 1,4x108 1,8x10°

2.
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Hasonlé eredményeket kaptunk szuszpenzids sejtek fel-
hasznéldsakor raz6- és kever§ edényben is. A hosszantar-

t6 kisérletek sordn megallapitottuk, hogy a sejtnovekedés

a taldlmény szerinti tipkozegben 60 nemzedék utdn is
stabil marad. Az FKS-mentes és tojassdrgdjat tartalmazé6 g
tapkozegben tenyésztett sejteket szubsztratként hasznél-

tuk inszektpatogén magpoliéder-virusok termelésekor. A
viruskitermelés az FKS-tartalmid kontroll kisérlethez vi-
szonyitva valtozatlan maradt (ldsd a 2. tablazatot).

2. tabldzat

Viruskitermelés az egysejtréteg tenyésztésére
alkalmas tivegben

———

viruskitermelés

Az elektronoptikai vizsgilatok és az in vitro fertézések
szerint a termelt virus morfolégiaja és bioldgiai aktivita-
sa véltozatlan.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Szokdsos komponenseket tartalmazé tdpkozeg rova-
rok sejtjeinek tenyésztésére és sokszorozdsa, azzal jelle-
mezve, hogy a szokdsos komponensek mellett adalék-
anyagként 0,1—5 sily % tojdssdrgdjat tartalmaz.

2. Az 1. igénypont szerinti tdpkdzeg kiviteli alakja, az-
zal jellemezve, hogy adalékanyagként 0,5—2 sily% to-
jassdrgdjat tartalmaz.

TC/10 tapkozeg esetén 15

o +10% FKS  +1% tojdssirgdja

FIB/m! 1.3x107 1,2x107

(polyhedral 1,9x107 1.6x107

inclusion bodies) 13x10" 20

(soklapi bezarédé

testek) (2. kisérlet) (3. kisérlet)

Abra nélkiil

3-
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