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KIVONAT: A csip8szinyogok elleni bioldgiai védekezésre a gyakorlatban a Bti
(Bacillus thuringiensis pathovar. israelensis) tartalmu szerek hasznalata terjedt
el. E készitmények toxintartalmanak meghatarozasa leggyakrabban bioldgiai
hatastesztek segitségével torténik, mivel a szunyogallomany-gyérités
gyakorlataban jelenleg nincs rendelkezésre allé specifikus analitikai modszer
az endotoxin mennyiségének kimutatasara. Célunk, hogy medgfelel
érzékenységli, sorozatmérésre alkalmas eljarast dolgozzunk ki a Cry4 toxin
kimutatasara. Jelen munka soran a Vectobac WDG granulatum (hatéanyaga
Cry4 toxin) hatastartamanak és lebomlasanak nyomon kévetése volt a célunk.
A laboratériumi tesztekben a szinyogok természetes él6helyeinek megfelelé
korilmények kozt vizsgaltuk a szer hatasat és megmarado képességét. A Cry4
toxinfehérje kimutatasara sajat fejlesztésli enzimjelzéses immunoassay
(ELISA) médszert alkalmaztunk. A toxin szunyoglarvakra gyakorolt élettani
hatdsat laboratériumi bioldgiai tesztekkel mértik. A kapott adatokbdl az a
kovetkeztetés vonhaté le, hogy a Cry4 toxin hatdsosan gatolja a larvak
kifejlédését, de a hatas nagyban fligg a larvak életkoratdl és a tenyész6helyek
jellegétsél. A toxin idében valé lebomlasat sikerult kimutatnunk részben
biotesztekkel, részben direkt ELISA moddszerrel. Ezen eredmények alapjan
kovetkeztetni lehet a kezelések ismétlésének gyakorisagara az optimalis hatas
elérése érdekében.
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ABSTRACT: The widespread practice for the biological control of mosquitoes
is the use of preparations containing Bti (Bacillus thuringiensis pathovar.
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israelensis). The most common assays of toxin content are biological efficacy
tests, as no specific analytical method is available for the present mosquito
population density thinning practice to quantitative determination of endotoxin
content. Our aim is to develop a detection procedure of sufficient sensitivity,
suitable for serial determinations of Cry4 proteins. The aim of the present work
was to monitor effect duration and degradation of preparation Vectobac WDG
granulate (with Cry4 protein as active ingredient). Efficacy and durability of the
preparation were examined in laboratory tests under conditions characteristic to
the natural mosquito habitats. An in-house developed enzyme-linked
immunoassay (ELISA) was applied for the determination of Cry4 toxin protein
content. The physiological effects of the toxin on mosquito larvae were
measured in laboratory biotests. It is concluded from the data is that Cry4 toxin
effectively prevents larval development, but the effect is highly dependent on
the age of the larvae and the breeding place characteristics. Degradation of the
toxin was successfully detected partly with biotests and partly with the direct
ELISA method. The results allow it to reach conclusion regarding optimal
frequency of the treatments in order to reach the optimal effect.

Key words: mosquitoes, Bt-toxin, Bacillus thuringiensis pathovar. israelensis,
ELISA, immunoassay, biotest

Bevezetés

A csip8szunyog elleni védekezésnek alapvetbéen két mddja lehetséges:
imagok elleni permetezés (féként szintetikus piretroidok alkalmazasaval) a
megjelenés helyén; valamint a larvaallomany csdkkentése a vizes él6helyeken. A
kivitelezés ellenérzése és a kornyezeti kockazatok értékelése miatt mindkét esetben
alapvetd fontossagu a felhasznalt szerek kimutathatésaga. A piretroidok, igy a
hazankban jelenleg kizarélagosan alkalmazott deltamethrin kimutatasara is jol
alkalmazhatéak a gazkromatografias (GC; MS vagy ECD) és a nagyhatékonysagu
folyadékkromatografias (HPLC) eljarasok (VAYSSE et al. 1984; BAKER és BOTTOMLEY
1982), amelyek alacsony, deltamethrin esetén 0,33 ng/l, kimutatasi hatart
eredményeznek (VAYSSE et al. 1984; HuskovA et al. 2008). A vizsgalatokban
kimutatott vegylletek részint analitikai standardok, részint spektrumkonyvtarak
(NIST, Wiley) segitségével azonosithatdéak. Szunyoglarvaallomany-gyéritésre
lehetéség van egyrészt a juvenoid (juvenilhormon-analég) S-methoprene
hatéanyagu készitmények hasznalataval, azonban a nem célzott (non-target)
szervezetekre gyakorolt jelentds toxicitdsa miatt az e hatbéanyagot tartalmazé
készitményeket csak zart rendszerekben (természetes vizekkel dsszekottetésben
nem allé tertleten) lehet alkalmazni (ERDOS és munkatarsai. 2008). A gyakorlatban
a Bti (Bacillus thuringiensis pathovar. israelensis) tartalmu szerek terjedtek el. Ez
utobbi szereknél mar a hatdbanyag mennyiségének megadasa is problémakat vet fel.
A hagyomanyos szintetikus készitmények mennyiségét altalaban egységre
vonatkoztatott tiszta hatéanyag-tartalomban lehet megadni (pl. g/l, viv%, m/m%),
mig a baktérium altal termelt endotoxin esetén ezt a specifikaciot sajnalatos médon
mar nem kivanjak meg az engedélyezd hatdésagok. Ehelyett az elterjedt mennyiségi
jelélés a nemzetkdzi toxinegyenértékben mért bioldgiai hatékonysag (International
Toxic Units, ITU/mg) hasznalata. Mindez azt jelenti, hogy a — valéjaban helytelenil —
hatéanyagként feltiintetett baktérium mennyiségi jellemzése értelmetlen a
vizsgalatok soran, hiszen nem a baktérium felelés a hatasért, hanem az altala
termelt toxin, igy annak mennyisége jellemzi ténylegesen a készitmény varhato
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hatéasat. A hatéanyag kimutatédsara két lehetséges megoldas létezik: 1.) biokémiai
eljaras alkalmazasaval vizsgalni a Cry4 endotoxin mennyiségét; 2.) biologiai
hatastesztben mérni a tényleges aktivitast, meghatarozott koérilmények kozott,
standardnak tekintett csip&szinyogfajok alkalmazasaval. Mivel jelenleg a
szunyogallomany-gyérités gyakorlatdaban nincs rendelkezésre all6 specifikus
analitikai médszer az endotoxin mennyiségének kimutatasara, a meghatarozas
féként biotesztek segitségével torténik (FEKETE és ZOLDI 2009). Célunk, hogy
megfelel6 érzékenységl, sorozatmérésre alkalmas eljarast dolgozzunk ki a Cry4
toxin kimutatasara.

A Cry toxinok mennyiségi meghatarozasara jelenleg legalkalmasabb analitikai
mddszer az enzimjelzéses immunanalitikai (ELISA) eljarés, melyet tébb endotoxin
esetén (Cry1, Cry3), megvasarolhaté antitest segitségével alkalmaznak (TOMLIN
2000; OESTERGAARD et al. 2007). Az ELISA rendszerek mérési alapelve az, hogy a
mérendé anyaggal (célvegyllettel) szemben allati szervezetbdl (esetiinkben
nyulszérumbol) nyert antitestet alkalmaznak a célvegyllet szelektiv felismerésére.
Az immunanalitikai munka elvégzéséhez (n. direkt ELISA rendszert (1. abra)
kivantunk kidolgozni, mely soran a Cry4 toxinra specifikus antitestet fizikai
adszorpcioval szilard fazison (96-lreges mikrotalca Uregeinek falan) rogzitjik
(érzékenyités), erre visszik ra a mérend6 anyagot (standard vagy mintaoldat
formajaban), amit az antitest szelektiven megkét. Ezutan célszerlien megvalasztott
jelzéenzimmel (torma peroxidaz) jelzett antitestet (HRP-antitest konjugatumot)
kétink a lemezen megkotdétt mérendé komponenshez, s a megk6tédott enzim
mennyiségét szubsztrat (hidrogén-peroxid) és kromofér (3,3’,5,5'-tetrametil-benzidin
vagy o-fenilén-diamin) hozzaadasaval spektrofotometrias eljarassal (492 nm
hullamhosszon) mérjikk. A médszerre optimalt mérési koncentraciétartomanyban a
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C 1. abra: A direkt ELISA rendszer
mikddési elve. Az abra 96-lUreges
mikrotélca egy Uregét jelképezi, melybe
az immunreagenseket adagoljuk. A

B kialakulé immunkomplex szerkezete: az
treg falan rogzitett Cry4-specifikus
antitest (A), Cry4 Bt toxin (B) a

mintaban, enzimjelzett Cry4-specifikus
antitest (C), kolorimetrias szubsztrat
A (D). A szaggatott vonalak mosasi Iépést
jelképeznek az ELISA meghatarozas

| & & & & ¢ & ¢ & & & | kivitelezése soran.

A modszer elterjedésének azonban korlatja, hogy jelenleg egyetlen gyartd
sem forgalmaz a Cry4 endotoxin kimutatasara alkalmas antiszérumot, igy azt a
méreést veégz6 laboratériumnak kell elGallitania, és tiszta toxin alkalmazasaval
tesztelni a kimutatas paramétereit. Kiszerelt készitményekbdl a kimutatas
megbizhatéan megvaldsithaté direkt ELISA eljarassal, és bizonyos mértékig
kdrnyezeti mintakbdl (alléviz) is megoldhatd (SzekKACS és munkatarsai 2006).
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A szerves és szervetlen mikroszennyez8k viztest és Uledék kozotti
megoszlasat részletesen leirtak és modellezték (NOWELL et al 1999, CHiou 2002),
ez képezi ezen szennyezdk kornyezeti sorsat, biokoncentralédasat és
Okotoxikodinamikajat leiré elemzések alapjat. Ehhez képest a fehérjék viztest és
Uledék Kkozotti megoszlasa a mai napig nem leirt szakteriilet. A fehérjék
megkotédése montmorillonit kristalyokon a talajtan korai id6szaka 6ta ismeretes
(ENSMINGER és GIESEKING 1939, PIck 1962). A kotédés erdésségét kisérletesen is
megmérték kildnbozé fehérjékre, igy a Cry4 (LEE et al 2003) és Cry1Ab lektinekre
(PAGEL-WIEDER et al 2004), a ricin fehérjére (JAYNES et al 2005), illetve azt is
kimutattak, hogy a talaj &svanyianyag-tartalma ezen fehérjeadszorptiv
tulajdonsagokon keresztul hatassal van a talaj-mikroorganizmusok bioldgiai
aktivitasara (FILIP 1971). Am a viz-iledék megoszlasi hanyadost a Cry tipusu
lektinekre nem hataroztak meg, és mas fehérjékre is kevéssé irtak le (DING AND
HENRICHS 2002). A Cry4 fehérje agyagasvanyhoz valé kotédését gyors (30 perc
alatt egyensulyi allapotra jutd) folyamatnak talaltak, kaoliniton kisebb,
montmorilloniton nagyobb kotéserésséggel (LEE et al 2003). A vizsgalatok azt is
kimutattak, hogy az asvanykristalyon megkotédott Cry4 toxinfehérje megdrizte
larvicid aktivitasat, és szamottevéen perzisztensebbnek is bizonyult a szabad
toxinnal.

A Dbioldgiai hatasvizsgalat soran a készitmények ITU-meghatarozasahoz
Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) vagy Culex pipiens pipiens (Linnaeus, 1758) larvak
hasznalhatéak (DULMAGE, 1981). Az L, fiatal L, larvakbdl ismétlésenként 25 egyedet
kell vizsgalni, a meghatarozand6 minta 5 koncentraciéjaban. A mortalitédsi adatokat
meghatarozott aktivitasu (adott ITU/mg) standard okozta pusztulassal 6sszevetve
allapithaté meg a célvegyiilet bioldgiai hatékonysaga (WHO 2007).

Anyag és médszer

A szunyogirtasban hasznalt szerek kézil a Cry4-toxintartalmu Vectobac WDG
hatasat laboratériumi koérilmények kozt teszteltik az intézet sajat tenyészetébdl
szarmazé 3. stadiumu Aedes aegypti larvakon. A kisérlet beallitasakor a
természetes csip8szunyog-tenyészdhelyek korilményeinek reprodukalasahoz 4 db
15 literes akvariumot hasznaltunk, amelyek kozul egyikbe egy hévizi
larvatenyészéhelyrdl szarmazé iszapot (sok bomlé névényi részt tartalmazott) és 15
I, szintén a tenyész8helyrél szarmazé vizet raktunk. Egy masik akvariumba a Kéros
folyobdl szarmazé iszapot és szintén 15 | vizet helyeztiink. A harmadik akvarium
kontrollként szolgalt, ebbe 15 | csapvizet tettink. Az akvariumokban a
vizhémérséklet 25 °C, a megvilagitas 16 ora/nap volt.

Ezen kivil, ugyanezen tesztkérilmények kozott berendeztiink egy szunyogok
nélkuli, desztillalt vizet tartalmazé masik kontrollakvariumot is, melyben a toxin
onallé lebomlasat figyeltik meg. Erre azért volt sziikség, hogy a természetes
vizekben  el6forduld, az ELISA mérést befolyasold6 matrixhatasokat
kikiiszdbolhessuk.

Az akvariumok berendezése utan az akvariumokba — a csapvizes
kontrollcsoportot kivéve — 6 mg Bt-készitmény granuldtumot szértunk. Ez a 6 mg /
15 | megfelel a szabadfdldi larvadllomany-gyéritéseknél alkalmazott

koncentracionak (0,4 kg/ha). A toxin beszérasa utan mindharom akvariumba 30 db
L3 stadiumu larvat helyeztink.

A larvak tormelékkel és a vizben él6 mikroszkopikus szervezetekkel
taplalkoztak, emellett a tenyészetben is hasznalt eledelikb8l — steril, 6&rolt
macskatap (Whiskas®), ami kiegyensulyozott, egyenletes Utemi fejlédést biztosit
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szamukra — is kaptak. A mortalitast kétnaponta ellenériztiik, az ekkor életben lévé
egyedeket eltavolitottuk és eldltik. Ezutdn ismét 30 db L; stadiumu larvét
helyeztink az akvariumokba. A mortalitds mértékét szazalékos értékben
hataroztunk meg (M%).

Az ELISA méréshez vizmintavételre el6sz0r 2 6raval a larvak és a Vectobac
WDG granulatum beszoérasa utan kerilt sor. Minden akvariumbdl 3-szor 100 mi
vizmintat vettink alkalmanként. A tovabbi mintavételek kétnaponta kovetkeztek. A
minta-el8készités soran minden mintavétel utdan a mintakat lefagyasztottuk, majd
szdrazra liofilizaltuk. Ezutan a szaraz port 1-1,5 ml desztillalt vizben feloldottuk és
kis mlanyagcsévekbe toltottik, majd Gjra szarazra liofilizaltuk. A mintakat a mérésig
-20 °C-on mélyhitében taroltuk.

A Cry4 toxinfehérje analitikai kimutatasdhoz korabban kidolgozott ELISA
modszerinket (SZEKACS és munkatarsai 2006) alkalmaztuk és fejlesztettiik tovabb.
Az ELISA mérés elsd lépése az érzékenyités. Ennek soran az anti-Cry4 szérumot
1:500 aranyban higitottuk érzékenyité pufferrel. A szérumot az Evirologix Ltd. cég
(Portland, MN, USA) bocsatotta rendelkezésinkre kutatasi egyuttmikodés
keretében. A masodik lépés az 1%-os zselatinoldattal torténd blokkolas. A
mikrotalcat ezutan inkubaltattuk, majd mosopufferrel mostuk. E lépés utan
kovetkezett a mintak felvitele: a lemez elejére a kalibrald sor kertlt, azutan a mintak.
Ezutan a mikrotalcat inkubaltuk, majd a reagensek eléntését kdvetéen mosdpufferrel
mostuk. Ezutan vittik fel az enzimjelzett Cry4-specifikus antitesteket, majd ismét
inkubacié és mosopufferes mosas kdvetkezett. A kolorometrids szubsztratot a
kromoférral k6zds oldatban pipettaztuk a talcara.

Amennyiben a minta tartalmazott Cry4 Bt-toxint, ugy sargas szinreakciét
tapasztaltunk a szubsztratreakci6 terméke és a kromofor kozotti reakcio
eredményeképpen. E lépés utan behelyeztik a lemezt a spektrofotométerbe (iIEMS
Reader. LabSystems, Helsinki, Finnorszag) és Otpercenként mértik az optikai
elnyelést (abszorbanciat) 450 nm hullamhosszon egészen addig, amig a
standardsorban a maximalis abszorbancia 1-1,5 OD-érték f6lé nem emelkedett.
Ekkor az enzimreakciét 4 N kénsavoldat hozzaadasaval leallitottuk. Ezutan a
mikrotalcat visszahelyeztik a spektrométerbe, 15 percig allni hagytuk, majd 492 nm
hulldamhosszon mértiik a mintak abszorbancigjat. A mérés eredményeit Microsoft
Excell® programcsomag segitségével értékeltik ki.

Eredmények és értékelésiik

Az ELISA mérés tovabbfejlesztése soran optimalizaltuk a mérést megel6zé
minta-el6készitési 1épést az abban alkalmazott oldasfokozok és segédanyagok
tekintetében. Az alkalmazott hatéanyag-standardokat, valamint a liofilizalasnak
alavetett vizmintak szaritott maradékat desztillalt vizben, ligos pufferben és
antioxidans oldasfokozo6t tartalmazé pufferben egyarant extrahaltuk, majd -
semlegesitést kovetben — ELISA eljarasnak vetettik ala. Emellett a korabbi,
Vectobac WDG granulatumkészitményre 0,17 ug/ml kimutatasi hatar (KH) értéket
jelentésen javitottuk, 0,08 + 0,02 ug/ml értékre. A desztillalt vizes és tovizzel
készitett mintakbdl a liofilizalasos minta-el6készitési eljaras utan nyert betéményitett
oldatokkal elvégzett ELISA vizsgdlatok kimutattak, hogy az alabbi bemérési
referenciakoncentraciékon a Bt-toxint a vizes mintabdl meg tudtuk hatarozni. Az 1.
tablazatban feltintetett adatokbdl az latszik, hogy a tévizbél készitett
referenciamintakban a granulalt készitményt 0,4 ng/ml koncentrcion, sikeresen
meg tudtuk mérni. A mérések soran csak 22-28%-os kimutatasi visszanyerést
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sikerUlt elérni, ez a hatékonyséagi tényez6 azonban kbzel allandonak bizonyult, ezért
korrekcios faktorként figyelembe vettik.

Az iszapmintakban a toxin jelenlétét nem tudtuk kimutatni a jelenlévé egyéb
szerves alkotok okozta méatrixhatas miatt. A vizbdl valdé visszanyerés hibaja
ugyanakkor tartalmazza az iszapban a fehérje megkdtédése altal okozott
veszteséget, mely a toxinnak a viz-lledék rendszer kozott beallt gyors (30 perc)
egyensulya miatt allandénak tekinthetd. Alacsony visszanyerési hatékonysagot okoz
tovabba, hogy a toxinfehérje vélhetéen erésen kotédik a liofilizalas utan a mintaban
megmaradt szarazanyag-tartalomhoz, és onnan nehezen oldhaté vissza.

1. tablazat A liofilizalt desztillaltviz- és tévizmintak visszanyerési paraméterei a
direkt ELISA mérés eredményei alapjan.

Vectobac WDG granulatum

Matrixtipus
Bemérési koncentracid6 Mért koncentracié  Visszanyerés
[ug/ml] [ug/ml] [%]
Desztillalt viz 0,4 0,092 + 0,023 23+6,6
Desztillalt viz 0,2 0,060 £ 0,014 30+10,5
Toviz 0,4 0,096 £+ 0,012 24 +3,9

A referenciakoncentraciok méréseinek figyelembevételével, az ELISA mérés
alapjan, valamint a larvamortalitdsok alapjan a Bt-toxint tartalmazé Vectobac WDG
granulatum viselkedését a 2. tabldzat szemlélteti. A kisérletben azt vartuk, hogy a
larvak mortalitasa az elsd ellendérzéskor lesz a legmagasabb, mert ekkor a
legmagasabb a Cry4 toxin szintje a vizben. A toxin id6ben valé lebomlasara, vagy
az iszapban valo eltemetédésére szamitottunk, és ezzel parhuzamosan a mortalitas
csOkkenését feltételeztik.

A desztillalt vizet tartalmazé akvariumban a f6 cél az volt, hogy a Bt-toxin
lebomlasat nyomon koévessiik, és kimutassuk a toxin idében valé lebomlasat az
ELISA moddszerrel. A csapvizes kontrollcsoportba nem juttattunk a toxinbdl, igy
abban kizarélag a csipdszunyogok kezelés nélkili mortalitasat mértik. Figyelembe
kell venni, hogy a rendszer bonyolultsaga miatt kezelésenként csak 1-1 akvariumot
tudtunk berendezni, ezért a csipdszunyog larvak mortalitasi adatai dnmagukban
nem tekinthetéek megbizhaténak. Célunk az volt, hogy a toxinmérési adatokhoz
kiegészité informacioként bioldgiai hatastani adatokat tudjunk hozzarendelni,
valamint megallapithaté legyen az analitikai vizsgalatok szikséges id6tartama. Az
analitikai mérés jelentés koltségigénye, valamint a gyakorlati felhasznalas igényeit
figyelembe véve a vizsgalatokat 50% alatti mortalitas eléréséig érdemes végezni.

A KkorGsi vizet és iszapot tartalmazd akvariumban is egészen a beallitast
kovetd 9. napig 100% volt a mortalitas, de utana elkezdett néni a tulélé egyedek
szama, és ez az érték az utolsé napra elérte az 50%-ot. A hévizi vizet és avart
tartalmazé akvariumban, mar a beallitast koveté 5. napra 80%-ra csokkent a
mortalitas, és ez az érték a beallitas utani 10. napra 40%-ra csokkent. Az utolso
ellen6rzéskor kapott 57% mortalitast befolyasolhatta, hogy a viz felszinén vastag
baktérium-filmréteg alakult ki, ami gatolta a larvak leveg6hdz jutasat.
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Az akvariumi tesztek és a direkt ELISA méréssel
Az alkalmazott Vectobac WDG

kapott

granulatum koncentraciéja a vizes oldatban a mért Cry4 toxinkoncentraciok
alapjan. ** A legkisebb meghatarozhaté szerkoncentracioét az ELISA modszer

kimutatasi

hatara

(KH) ~ és

minta-el6készitési

lIépesben

elérhetd

visszanyerések hatarozzak meg. KH-kozeli vagy KH alatti érték. Zardjelben a
bioldgiai tesztek alapjan extrapolalt adatok szerepelnek.)

Akvarium / Ellenérzés Héviz Koéros Csapvizes  Desztillalt vizes
kontroll kontroll
Kezelés utaneltelt 5\ . . 00 151viz+iszap 151csapviz 15| desztilldlt viz
napok
0. nap
Telepités 30 db larva 30 db larva 30 db larva -
Mért szerkoncentracio *
0,39 £ 0,05 0,39 £ 0,09 - 0,40 + 0,04
(Hg/ml)
2. nap
Tulélé egyed (db) 0 0 30 -
M% 100 100 0 -
Mért szerkoncentracio *
0,34 + 0,05 0,37 £ 0,06 - 0,39 £ 0,05
 (ug/mi)
Ujratelepités 30 db larva 30 db larva 30 db larva -
4. nap
Tulélé 6 0 28 -
M% 80 100 6,67 -
Mert szerkoncentracio ™ 4 5) ¢ og 0,32 + 0,07 - 0,37 + 0,09
~ (ug/ml)
Ujratelepités 30 db larva 30 db larva 30 db larva -
7. nap
Tulélé 9 0 30 -
M% 70 100 0 -
Szamitott ~ KH ** ~ KH **
szerkoncentracio * - -
’ (ug/ml) (0,14) (0.16)
Ujratelepités 30 db larva 30 db larva 30 db larva -
9. nap
Tulélé 18 7 29 -
M% 40 76,67 4 -
szeroncentrécio+  <KH* < K = - -
 (ugimi) (0,07) (0,07)
Ujratelepités 30 db larva 30 db larva 30 db larva -
11. nap
Tulélé 13 15 27 -
M% 56,7 50 10 -
kszam'tft,t - < KH ** < KH **
szerkoncentracio (0,06) (0,06) - -

(ug/ml)
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120 -
100 - =
80 -
£
£ 60
X
=
40 -
—&— M% (korr.) Héviz
—=— M% (korr.) Kéros
20 1 —a&— M% Kontroll
0 ‘/‘\. /_‘/‘

Kezelés utan eltelt napok szama

2. abra. Kontroll mortalitassal korrigalt mortalitasi adatok idébeli abrazolasa.
(Mivel a mortalitasméréseket vizkdzegenként egy-egy akvariumban végeztik,
az egyes idépontokhoz szérasi adat nem rendelhetd.)

A mortalitasi adatokat dsszesitve az a kdvetkeztetés vonhaté le, hogy a szer
hatasossagat jelentésen befolyasolja a vizben taldlhaté névényzet és szerves
anyagok mennyisége. llyenkor valdszin(lleg a larvak a béségesebben rendelkezésre
allé taplalék miatt kevesebbet fogyasztanak el a toxinbdl, mint a tdpanyagban
szegényebb vizekben, és ezdltal kisebb mértéklii a szer hatasossaga is. Az
adatokbdl kitlinik, hogy tdbbek kdézt ezen okok miatt van szikség a bioldgiai
védekezés alapos megtervezésére, a tenyészbhelyekben taladlhaté larvak
mennyiségi és minéségi adatainak felmérésére, és a tenyészbhely adottsagainak
felmérésére, mert csak ezeket figyelembe véve szamithaté ki az adott terileten
hatasos vegyszer mennyisége és a kezelések ismétlésének sziikséges gyakorisaga.

A Cry4 toxin bomlasat direkt ELISA moddszerrel meghatarozva a 2.
tablazatban lathaté eredményeket kaptuk. Az adatok mutatjak, hogy a Vectobac
WDG granuldtum — Cry4 Bt-toxintartalom alapjdn meghatérozott — vizbeli
koncentraciéja a kezdeti 0,4 ug/ml (0,39 + 0,07 pg/ml) koncentraciordl a beallitast
kovetd 2. napra 9,3%-kal, a 4. napra 24,3%-kal csdkkent. A 7. napon a
toxinkoncentracié az analitikai standard gérbe alapjan még éppen a KH kdzelében
volt, &m a minta-el6készitési 1épésre meghatérozott visszanyerések alacsony volta
(25,7 + 8.9%) miatt ezen KH-kozeli értékeket mar nem tekintettik megbizhatonak.
Ezt kdvetéen pedig mar a toxinkoncentraciok is az ELISA rendszer kimutatasi hatara
ald estek. A csip8szunyog-larvak mortalitdsi adatai alapjan lathaté, hogy a
toxinkoncentracio az ezt kdvetd idészakban is tovabb csdkken (Az ezen adatok
alapjan szamitott koncentraciok délt betlivel szerepelnek a tablazatban).

A fentiekb8él kovetkezik, hogy az ELISA mddszer altal mért
koncentracidadatok annak KH értéke alatt is tovabb becsulhetSk a toxicitasi teszt
segitségével. Ennek értékelésénél azonban figyelembe kell venni, hogy a
szunyoglarvakon tapasztalhato toxicitds nem — vagy nem feltétlentl — aranyos a Bt-

felvehetik az aljzaton val6 taplalkozasuk soran. Ezen tényez&ket figyelembe véve
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megallapithatd, hogy a moddszer alkalmas a toxin kimutatdsara, de kérnyezeti
mintakbdl csak bizonytalansaggal terhelve valosithatd meg a kimutatas, ezért a
modszer tovabbi fejlesztésre szorul.

Koszonetnyilvanitas: Jelen munka a Nemzeti Fejlesztési Ugyndkség UMFT (GOP-1.3.1-
07/1-2008-0049 sz. palyazat) tAmogatasaban részesilt. A szerzdk kdszonetiket fejezik ki
Bruce Fergusonnak (EnviroLogix Inc.; Portland, MN, USA) az ELISA kivitelezéséhez
sziikséges immunreagensekeért.
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