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Tabelle II. Elution des As-Asia- und A2-HK-SW-Stammes von versehiedenen Erythrozyten~ 

EXPERIENTIA 26/12 

H~ilnagglutinationstiter des 1Jberstandes 

Nach Elution Elution Elution Elution Elution 
Adsorption 1 h 2 h 5 h 8 h 24 h 

As-Asia 1 : 512 

As-HK 1:256 

Huhn < 2 32 64 128 128 128 
Esel < 2 128 128 128 128 128 
Rind < 2 128 128 128 128 128 
Ziege 4 64 64 128 128 128 
Staehelmausb 16 128 128 128 128 256 
Pferd < 2 4 8 16 32 32 

Huhn < 2 4 16 64 128 128 
Esel < 2 16 32 64 64 64 
Rind b 8 64 64 128 128 128 
Ziege 4 32 32 64 64 64 
Staehelmaus b 32 64 64 64 128 128 
Pferdb 8 32 32 64 64 64 

Die Zahlen geben den reziproken Wert der Virusendtiter an. b Erythrozyten, die bei Zimmertemperatur mit dell entsprechenden Viren 
nieht agglutinieren. 

I s t  n u n  die schnel lere  E l u t i o n  n a c h  er folgter  A d s o r p t i o n  
daf i l r  ve r an twor t l i c h ,  dass  m a n c h e  Vi ren  bei  Z immer -  
t e m p e r a t u r  d iese lben  E r y t h r o z y t e n  n i c h t  zu agg lu t in ie ren  
vermSgen,  die sie bei  4 ~ w e n n  auch  in n iedr igen  Ti te rn ,  
agg lu t in i e ren  ? U m  diese F rage  fiir das  A2-HK-Virus  zu 
kl~Lren, wurde  die E l u t i o n  des A~-Asia- u n d  A 2 - H K - S W -  
S t a m m e s  yon  verschiedeneI1 E r y t h r o z y t e n a r t e n  gepri if t .  

Tabel le  n zeigt  folgendes:  1. Die Elut ionsf~ihigkei t  des 
A2-HK-SW-Vi rus  is t  ger inger  als die des A~-Asia bei  den  
E r y t h r o z y t e n  des H u h n e s  u n d  des Esels.  2. Sie is t  v o n  
derse lben  G r 6 s s e n o r d n u n g  bei  den  E r y t h r o z y t e n  des R in -  
des, der  Ziege u n d  der  S tache lmaus .  3. Sie is t  gr6sser  fiir 
A2-HK bei  den  E r y t h r o z y t e n  des Pferdes.  

Diskussion. Wir  n e h m e n  folgende A r b e i t s h y p o t h e s e  a n  : 
Die A d s o r p t i o n  der  Vi ren  an  die E r y t h r o z y t e n  is t  t em-  
peraturunabh~Lngig.  Die E l u t i ons ges chw i nd i gke i t  h in-  
gegen is t  bei  Z i m m e r t e m p e r a t u r  gr6sser  als bei  4~ 4. Sie 
k a n n  so gross werden,  dass  t r o t z  e r fo lg ter  A d s o r p t i o n  
ke ine  A g g l u t i n a t i o n  m e h r  s t a t t f i n d e t .  

Die E lu t i onsgesch w i nd i gke i t  yon  A2-Asia is t  offensicht-  
l ich n i c h t  gross genug,  u m  eine A g g l u t i n a t i o n  der  E r y t h r o -  
zy t en  d u r c h  das  Vi rus  zu ve r h i nde r n ,  d a  das  A2-Asia- 
Vi rus  aueh  bei  Z i m m e r t e m p e r a t u r  alle u n t e r s u e h t e n  E ry -  
t h r o z y t e n  agglu t in ie r t .  Bei  den j en igen  E r y t h r o z y t e n ,  die 
bei  Z i m m e r t e m p e r a t u r  d u r c h  das  A2-HK-Vi rus  agglut i -  
n i e r t  werden,  soll te die E l u t i ons ges chw i nd i gke i t  des A2-HK 
gleich gross oder  k le iner  sein als die des A2-Asia. Das  is t  
der  Fa l l  ftir die E r y t h r o z y t e n  des Huhnes ,  des Esels  u n d  
der  Ziege. 

Die E lu t i onsgesch w i nd i gke i t  des A2-HK-Virus  yon  den-  
j en igen  E r y t h r o z y t e n ,  die bei  Z i m m e r t e m p e r a t u r  n i c h t  

agg lu t in i e r t  werden,  soll te gr6sser  sein als die des A2-Asia- 
Virus.  Das  s t i m m t  n u r  fiir die E r y t h r o z y t e n  des Pferdes.  
Die E r y t h r o z y t e n  des R indes  werden  bei  Z i m m e r t e m p e r a -  
t u r  yon  den  A a - H K - S W - V i r e n  n i c h t  agg lu t in ie r t ,  obwohl  
diese ke ine  gr6ssere E lu t i onsgeschwind igke i t  yon  diesen 
E r y t h r o z y t e n  zeigen als die A~-Asia-Viren,  die diese 
E r y t h r o z y t e n  a u c h  bei  Z i m m e r t e m p e r a t u r  zu agglut i -  
n ie ren  ve rmSgen .  

Fi i r  die E r y t h r o z y t e n  des Huhnes ,  des Esels,  der  Ziege 
u n d  des Pfe rdes  k S n n t e  die Gr6sse der  E lu t ionsgeschwin -  
d igke i t  also den  Ausschlag  geben,  ob  bei  Z i m m e r t e m p e r a -  
t u r  e ine A g g l u t i n a t i o n  d u r c h  das  A2-HK-SW-Vi rus  s t a t t -  
f i nde t  oder  n ich t .  F i i r  die E r y t h r o z y t e n  des R indes  mi iss te  
eine ande re  Erkl~irung ge funden  werden.  

Summary. A2-Hongkong  in f luenza  v i rus  does no t  
agg lu t i na t e  t he  e r y t h r o c y t e s  of t he  cow, t he  calf, t h e  
horse,  t h e  pol ly a n d  t he  sp iny  mouse  a t  room t e m p e r a t u r e ,  
whi le  t he  A2-Asia in f luenza  v i rus  causes  agg lu t ina t ion .  
A t  a t e m p e r a t u r e  of 4 ~ A , - I I o n g k o n g  was able  to  agglu-  
t i n a t e  t h e  e r y t h r o c y t e s  of all  species e x a m i n e d  excep t  
those  of t he  sp iny  mouse.  W h e t h e r  t he  A , - H o n g k o n g  v i rus  
does or does no t  a g g l u t i n a t e  t he  e r y t h r o c y t e s  of t h e  
chicken,  t he  donkey ,  t he  goat,  t h e  sp iny  mouse  and  t h e  
horse  a t  r oom t e m p e r a t u r e  could d e p e n d  on t he  speed 
of e lut ion.  
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Zur Massenkultur des insektenpathogenen Pilzes Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. 

Von  den  i n s e k t e n p a t h o g e n e n  Pi lzen wi rd  fiir Versuche  
zur  b io logischen  Bek~tmpfung yon  S c h a d i n s e k t e n  Beau- 
veria bassiana a m  h~Lufigsten b e n u t z t  1. Solche A n w e n d u n g  
wird  s ich u m  so le ichter  rea l i s ieren  u n d  in t ens iv i e ren  las- 
sen, je  e infacher ,  bi l l iger  u n d  ergiebiger  die M a s s e n k u l t u r  
des Pilzes u n d  die G e w i n n u n g  seiner  Kon id i en  ist. Kul-  
t u r e n  s ind auf  fes ten  oder  fliissigeI1 N/~hrmedien m6gl ich  
u n d  f i ihren  re l a t iv  l a n g s a m  zu den  z iemlich w ide r s t ands -  
f~ihigen K o n i d i e n ;  oder  sie erfolgen s ubm er s  in  geeigneter  

N~ihrI6sung u n d  l iefern schnel l  grosse Mengen  von  Bla-  
s tosporen,  die abe r  weniger  widers tandsf~ihig sind.  Auch  
I ~ o m b i n a t i o n e n  von  S u b l n e r s k u l t u r  u n d  nach fo lgende r  
Ober f l / i ehenku l tu r  (du rchwachsene  Kul tur f l i i s s igke i t  in  

1 E. Mi3LLER-K6GLER, Pilzkrankheiten bei Imekte~ (P. Parey, Ber- 
lin und Hamburg 1965). 
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flachen Schalen) sind bekannt .  L i t e ra tu r  zu diesen Fragen  
und Methoden vergleiche 2. 

Uns interessierte,  ob die Prager  Methode der Sub- 
merskul tur  yon B. bassiana 3, 4 sich besonders einfach m i t  
einer Oberfl~ichenkultur ve rb inden  lasse, indem die Niihr- 
16sung mi t  den in ihr  nach 3 Tagen gebi ldeten Blastospo- 
ren (etwa 6 •  10S/ml) zur reichlichen Be impfung  yon 
Weizenkleie  benu tz t  wird. Die Submerskul tur  k6nnte  so 
schneI1 und laufend reichlich Impfma te r i a l  liefern, die 
Weizenkleie  das Auske imen der Blas tosporen und Ko- 
nidienbi ldung erm6glichen. Weizenkleie  schien uns wegen 
ihrer  Saugfiihigkeit  ftir das hoch dosierte Inocu lum beson- 
ders geeignet, z u m a l  sie als Ku l tu r subs t r a t  fiir den Pilz 
bekann t  ist  1 und bei der  Aufbere i tung  des Materials  (wie 
Zerkleinern, Absieben) n icht  s t6ren diirfte. 

Die Kleie  wurde  unsteri l  benutzt ,  da bei der hohen 
E insaa tmenge  des Pilzes ein unterdr t ickender  Ef fek t  auf 
die nat i i r l iche Mikroflora der Kleie zu erwar ten  war. Das 
Resu l t a t  best / i t igte unsere Annahme  : Fremdpi lze  erschie- 
nen nicht.  Soll das fert ige P roduk t  aus hygienischen 
Gri inden keinerlei  F r emdke ime  enthal ten,  1/isst sich 
nat i i r l ich auch zuvor  steril isierte iKleie verwenden.  

E in  Beispiel  m6ge die Brauchbarke i t  der Methode be- 
legen. Unster i le  iKleie wurde mi t  3 Tage alter, Blastospo- 
ren-durchse tz ter  Submersku l tu r  im Verh/i l tnis 1:1 (Gew./ 
Vol.) gemischt .  Die erhal tene Pas te  wurde  in Petr ischalen 
ausgestrichen,  die bei 20 ~ im Labor  oder bei  28 ~ im 
Bru t schrank  aufgestel l t  wurden.  Nach  48 S tunden  wurden  
die Deckel  der Schalen geliiftet.  14 Tage nach Ansetzen 
der Ku l tu ren  ha t t e  sich auf der bei  20~ gehal tenen 
Kleie reichlich Mycel  entwickel t ,  die Sporulat ion war  
aber  gering. Sic zeigte sich aber  sehr s tark  auf der bei 
28 ~ gehaltenei1 Kleie. 1 cm a Mater ia l  (Kleie plus frukti-  
f izierter  Pilz) aus 20~ enth ie l t  8 ,3•  , au~ 28~ 
dagegen 4,8 • 101~ Konidien.  

Man wird die Methode den jeweils vorhandenen  M6g- 
l ichkei ten und dem P i l z s t amm anpassen, indem z.B. 
Lagerung  der be impf ten  I(leie - ausgest r ichen oder, bei 
Zusatz einer geringeren Menge Impffl i issigkeit ,  locker 
geschi i t te t  - ,  Tempera tur ,  Bel i i f tung und Ku l tu rdaue r  
var i ie r t  werden. Uns kam es hier nur  darauf  an, auf ein 
fiir Massenkul turen m6gliches Pr inzip  hinzuweisen, das 
sich ausser fiir B. bassiana auch fiir andere insekten- 
pa thogene  Pilze eignen diirfte. 

Summary. After  incubat ion  for 3 days, a submerged 
culture con ta in ing  blastospores of Beauveria bassiana 
was mixed  wi th  unsteri le  whea t  bran  at  the  rat io  of 1:1 
(v/w). The pas te  was then  spread to form a th in  layer  
and stored for 2 weeks at  28~ This  combina t ion  of 
cul ture methods  resulted in a r ich product ion  of the  
re la t ive ly  resis tant  conidia  (4.8 • 101~ a pas te  medium) 
which are ve ry  sui table in exper iments  for b i o l o g i c a l  
control  of insect pests. 
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Two Cell,Free Systems for the Assay of Virus-Specific Polymerase 

In  the  early stage of repl icat ion of R N A  viruses virus 
specific polymerase  (RNA-dependen t  R N A  nucleot idyl  
transferase) is synthesized.  This  enzyme is coded by  vi ra l  
gellome and i t  catalyzes  the  synthesis  of v i ra l  RNA.  The 
synthesis  occurs in the  presence of four  nucleosidetr i -  
phosphates  (ATP, GTP,  UTP,  CTP), ATP-regenera t ing  
system, Mg++ and SH-cont in ing  compounds.  

In  ceils i n f e c t e d  wi th  Arbovi ruses l ,  2 and Picorna-  
viruses 3,4 virus specific polymerase  is associated wi th  
the  mi tochondr ia l -microsomal  (MM) fract ion of the  cells, 
t h a t  is sed imented  a t  12,000-15,000g. The  react ion 
reaches a p la teau  wi th in  30-45 min  and the  main p roduc t  
synthesized is a double-s t randed RNA.  

We a t t e m p t e d  to prolong the  t ime-course  of polymerase  
react ion and compared  two po lymerase  systems for this 
purpose.  

Expe r imen t s  were conducted  wi th  the  S P F  strain of 
Venezuelan equine encephalomyel i t i s  (VEE) virus  propa-  
gated in chick embryo  f ibroblast  monolayers  5. The  cells 
(1-2 • 106 cells/ml) were infected wi th  the  virus (50-100 
PFU/ce l l )  and incubated  in med ium 199 wi th  act ino- 
myc in  D (2 ~zg/ml) and 5% bovine  serum at  37~ for 
var ious  intervals .  Thereaf te r  t h e y  were cooled, scraped 
f rom the  glass, a l lowed to swell for 15 min  in a hypotonic  
buffer  (Tris HC1 0 .01M p H  7.2, E D T A  10 aM) and 
dis rupted  in a Dounce homogenizer .  The  nuclei  and cell 
debris  were r emoved  by  cent r i fugat ion  at  800 g for 
10 rain, the  MM fract ion was sedimented  a t  15,000 g 
for 20 min,  resuspended in TMM buffer (Tris HC1 0 .01M 

p H  7.5; MgC1 0 .001M;  2 mercap toe thano l  0.01M) at  the  
concent ra t ion  of 5 mg/Fnl of prote in  and stored at  --  20 ~ 

Two polymerase  systems were used:  
1. N u c l e o s i d e - t r i p h o s p h a t e - m e d i u m :  1 ml  of poly- 

merase prepara t ion  was resuspended in 3 ml  (final volume) 
of incubat ion  mix tu re  which conta ined 20 ~zmole Tris 
HC1 p H S . 0 ;  2~xmole MgC12; 6[zg ac t inomycin  D;  
7 tzmole 2-mercaptoethanol ;  0.5 [zmole phosphoenolpyru-  
r a t e ;  0.01 mg p y r u v a t e  kinase;  0.5 ~mole ATP,  CTP, 
U T P  each;  25 [zCi 8H-GTP (specific ac t iv i ty  0.6 mCi /m 
mole). The mix tu re  was incubated  at  37~ al iquots  
(0.3 ml) were t aken  a t  var ious in tervals  and react ion 
was s topped by  addi t ion  of ice-cooled HC10~ 0 .5N and 
Na2P207 0.1M. 0.1% caseine and 10% tr ichloracet ic  
acid (TCA) was added, TCA precipi table  mater ia l  was 
sedimented on Millipore filters, washed wi th  5% TCA, 
dried wi th  alcohol and the  filters were placed into vials  
wi th  to luene  (PPO + POPOP)  scintillaeor for count ing 
rad ioac t iv i ty  in a Packard-Tr ica rb  l iquid  scinti l lat ion 
counter.  
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