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Ten geleide

Voor u ligt het verslag van het Centraal Diergeneeskundig Instituut (CDI) over
het jaar 1983,

Eenverslag dat qua vorm en inhoud afwijkt van dat van voorgaande jaren. De
omvangrijke verslagen uit het verleden gaven wel een goed inzicht in de
groeiende activiteiten van het Instituut, maar werden door de toenemende
complexiteit van het onderzoek voor een steeds kleiner publiek toegankelijk.
Voor veel projecten geldt, dat ze over meerdere jaren studie enonderzoek ver-
gen: een jaarlijkse externe verslaggeving hierover is niet zinvol.

Bij het huidige verslag is dan ook niet meer getracht een compieet overzicht
en verantwoording van alle iopende projecten m.b.t. onderzoek, diagnostiek
en productie te geven, maar worden enkele saillante punten uit de afgelopen
jaren belicht. Een totaal overzicht wordt vermeld in de projecteniijst. Voor ge-
interesseerden is een projectbeschrijving en verantwoording beschikbaar.
Naeen algemene terugblik op het jaar 1983 worden achtereenvolgens behan-
deld: de ontwikkeling van het CD!-product Specol® tegen speendiarree/slin-
gerziekte bij biggen; een aspect van de moleculair-biclogische ontwikkelin-
gen t.a.v. de diagnostiek van de ziekte van Aujeszky; het varkenspestonder-
zoek; de aviaire leukase bestrijding; het vogelsterfteproject; het kalverdiarree
onderzoek en het gebruik van online documentatie systemen binnen het CDL.
De samenvattingen van de in 1983 door CDI-medewerkers gepubliceerde ar-
tikelen complementeren het beeld.

Wij menen dat een ieder die in de ontwikkelingen van het diergeneeskundig
onderzoek in Nederland geinteresseerd is, hiermee een goede indruk ver-
krijgt van het werk van het Centraal Diergeneeskundig Instituut.



Bestuur en directie

In 1983 was de samenstelling van het bestuur van de Stichting Centraal Dier-
geneeskundig Instituut als volgt:

W. J. Lokhorst — voorzitter
Prof, Drs. D. J. Vervoorn - onder-voorzitier
Drs. H. A.vanden Berg - secretaris

Prof. Dr. S. G. van den Bergh
Prof. Dr. J. Huisman

Ir. P P. Koks

Drs. C. D. W. Kbnig

J. L. Nysingh

K.P.A.J.Boonen - adviserend bestuurslid
Dr. P. Leeflang — adviserend bestuurslid
Ir. G. Wansink - adaviserend bestuurslid

De heer Dr. Ir. A. P. Verkaik neemt aan de vergadering van het bestuur deel
als vertegenwoordiger van de Secretaris van de N.R.L.O.

De directie van het Centraal Diergeneeskundig Instituut bestaat uit:

Drs. P. H. Bool - algemeen directeur

Prof. Dr. J. G. van Bekkum — directeur onderzoek

Drs. C. F. van Nispen = directeur economische zaken
Dr. J. M. van Leeuwen - adjunct-direcleur onderzoek



Organisatie

De CDl-organisatie is weergegeven in onderstaand schema.
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In 1983 trok het nieuwe complex vele bezoekers uit binnen- en buitenland. Hier de
deelnemers aan het FAO-congres van de European Commission for the control of
foot-and-mouth dissease, dat in september op het CDI gehouden werd.



1983

Het jaar 1983 vormde voor het CDI het eerste verslagjaar waarin vrijwel de ge-
hele werkgemeenschap in drie vestigingen rond Lelystad functioneerde. De
verhuizing van de Rotterdamse afdelingen in oktober 1982, met de daarbij
aansluitende reorganisatie van het gehele instituut was een ingrijpende ope-
ratie. Een groot aantal medewerkers die de vacatures, ontstaan bii de over-
plaatsingen opvulden, moesten worden ingewerkt. Helaas werd aan deze va-
caturevervulling een beperking opgelegd, doordat de in 1982 door het Mi-
nisterie van Landbouw en Visserij reeds aangekondigde reductie op de perso-
neeisformatie er toe leidde dat deze met 20 plaatsen teruggebracht werd naar
327. Gelukkig bleef de mogelijkheid aanwezig om, voor projecten die door
derden gefinancierd worden, tijdelijk personeel aan te trekken. Hierdoor werd
het mogelijk uitbreidende activiteiten in de productiesfeer, zowel als in de on-
derzoeksfeer te realiseren. Vanzelfsprekend geeft de aanwezigheid binnen
één organisatie van medewerkers met een verschillende rechtspositionele
status aanleiding tot spanningen. Naar mate de bhezuinigingen toenemen
enerzijds en anderzijds beroepen op het instituut niet afnemen, moet ook met
een tosname van deze spanningen rekening gehouden worden.

Het bieek mogelijk de uitrusting van het instituut op peilte houden en wel in die
zin dat wij in staat waren om bij te blijven in de kwaliteit van de uitrusting van
onze onderzoekafdelingen. De snelle ontwikkelingen in de technologie van
het onderzoek zullen in de komende jaren stijgende eisen stellen aan de
financieringsmogelijkheid van de instrumentatie.

Hoewel de centralisatie van de verschillende vestigingen in één gebouw op
bepaalde onderdelen een efficiéntere werkwijze mogelijk maakte, vroeg het
in gebruik nemen van het nieuwe complex een grote inzet aan mankracht, met
name van de Technische en interne Dienst.

Daarnaast vormde voor veel "Rotterdamse” medewerkers de nieuwe organi-
satie in disciplinair gerichte afdelingen een ingrijpende verandering. Binnen
de afdeling Virologie vonden eveneens verschuivingen plaats. Een aantal
laboratoria werd bijeengegroepeerd tot secties. Een groep medewerkers ver-
huisde naar het Hoofdcomplex en vormde daar de kern van de nieuwe zgn.
Open Sectie Virologie.

Een anders ingrijpende wijziging betrof het verder doorvoeren van de auto-
matisering. Door de aanschaf van een grotere computer kon een Laborato-
rium Management Systeem opgezet worden, waarmee in de naaste toekomst
al het binnenkomend onderzoeksmateriaal administratief-organisatorisch
behandeld zal kunnen worden.



In het verslagjaar werden verkiezingen gehouden voor een nieuwe sa-
menstelling van de Dienstcommissie, waarbi] ook de zgn. "Niet-
georganiseerden” hun vertegenwoordigers konden aanwijzen. Voortaan is
het instemmingsrecht van kracht, waardoor bepaalde voornemens van de di-
rectie aan de Dienstcommissie dienen te worden voorgelegd.

Het Ministerie van Landbouw en Visserij maakte een Beleidsvoornemen be-
kend, waaruit bleek dat metingang van 1 januari 1984 het instituut zal ressor-
teren onder de Directie Landbouwkundig Onderzoek.

Ontwikkelingssamenwaerking kreeg ookin het afgelopen jaar ruime aandacht,
mede doordat verschillende instanties een beroep op het instituut deden
(DGIS - Ministerie van Buitenlandse Zaken, EEG, FAQ, advies-bureaus). Door
diverse medewerkers werden studie-reizen uitgevoerd naar Rwanda, Egypts,
Zambia, Sri-Lanka, Tunesid, Benin, Sultanaat Oman en Uruguay. Fellows uit
Thailand, Singapore en Vietnam verbleven gedurende enkele weken op het
instituut.

Onderzoek

Het moderne medisch-biologische onderzoek wordt vooral gekenmerkt door
verdieping op bepaalde omschreven terreinen, zoals moleculaire biologie en
immunologie. Hier worden onder meer ten gevolge van de ontwikkeling van
verbeterde technieken soms spectaculaire vorderingen geboekt. Deze ont-
wikkeling is mede de oorzaak van de grote aandacht die de biotechnologig
ook in ons land vraagt en ontvangt. '

Aan het CDI gaan deze ontwikkelingen nietongemerkt voorbij. Genoemd kun-
nen worden, in deze context:

— toenemende ontwikkeling en toepassing van monaoclonale antilichamen
(MCA). Deze worden binnen het instituut vooral gebruikt voor diagnostiek
en als zeer specifieke "tools” voor immunoclogisch onderzoek. Toepas-
singsgebieden waar resultaten geboekt werden zijn: karakterisering van
E. coli stammen, detectie van lymfoide leukosevirusinfecties bij pluimvee,
zwoegerziekteserologie, varkenspestdiagnostiek. Van fundamentele be-
tekenis is de bereiding van isotype specifieke MCA's runder- en varkens-
gammaglobulinen.

- Introductie van recombinant DNA-technieken, in samenwerking met de
Universiteit van Nijmegen, in eerste instantie gericht op de constructie van
een volledig gekarakteriseerd Aujeszky-vaccin. Plannen tot inrichting van
een eigen laboratorium op C Il niveau binnen de vestiging Virologie ver-
keerden tegen de jaarwisseling in gevorderde staat.
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— In samenwerking met een Australische groep, de Commonwealth Serum
Laboratories, werd een onderzoek gericht op de karakterisering van de be-
langrijkste epitopen van mond- en klauwzeervirus ter hand genomen.
Er is een snelle techniek ontwikkeld om van verschillende, uit de nucleoti-
desequentie van het virus afgeleide, peptiden na te gaan in hoeverre zij
herkend worden door tegen het virus gerichte polyclonale antisera.

Meerfundamenteel gerichtimmunologisch onderzoek, lang belemmerd door
ruimtegebrek, kreeg in de nieuwe behuizing eindelijk de mogelijkheid de
vieugels uit te slaan. Hoewel de noodzakelijke personele versterking stechts
op zeer bescheiden schaal kon worden gerealiseerd is een begin gemaakt
met het onderzoek rond de immunologisch bescherming van de slijmviiezen.
Hierbij zijn zowel onderzoekers van de Afdeling Immunologie in het hoofdge-
bouw als van de vestiging Virologie betrokken.

Doelvan de organisatie van een Open Sectie Virologie was in de eerste plaats
het versterken van de samenwerking met de Gezondheidsdiensten voor Die-
ren op het gebied van de virale diagnostiek en hen te steunen bij het streven
hun laboratoriumactiviteiten op dit gebied te optimaliseren. De Sectie verricht
naast onderzoek ook diagnostiek maar tracht te bevorderen dat het diag-
nostisch onderzoek ten dienste van de praktijk waar mogelijk regionaal wordt
vitgevoerd.

in het kader van de landelijke dierziektenbestrijding vroeg vooral de var-
kenspest de aandacht. De al in 1981 begonnen epizodtie breidde zich naar
verschillende provincies uit en maakte massa-entingen noodzakelijk.
Qok in ons omringende landen deden zich problemen voor. Binnen de EEG
gemaakte afspraken waren daarbij van invioed op de nationale maatregeien.
Diagnostiek en het bijbehorend onderzoek ter ondersteuning van de bestrij-
dingscampagne werden binnen het CDI uvitgevoerd.
De bestrijding werd ernstig gehinderd door de geringe virulentie van het veld-
virus. De infectie kan daardoor, zelfs op bedrijven die ervan verdacht waren
besmet te zijn, weken aanwezig zijn zonder dat duidelijke klinische verschijn-
. selen onderkend werden.
Tegelijkertijd deed zich op de Veluws varkenspest voor bij wilde zwijnen. Het
causale virus doodde zowel de in het wild levende dieren als ermee besmette
proefvarkens.
De, de laatste jaren, bij de gebiedentingen tegen varkenspest gehanteerde
politiek om het entgebied gedurende zes maanden volledig geént te houden,
bleek in deze epizodtie niet afdoende. Het virus zag kans om zich te handha-
ven, vermoedelijk via intra-uterien besmette zeugen en de daaruit geboren
gezond lijkende biggen en manifesteerde zich opnisuw toen de entingen wer-
den gestaakt.

"



De laatste dagen van 1983 werd Nederland opgeschrikt door enkele gevallen
vanmond-en klauwzeer in de Noord-Oostpolder. Hetvirus werd geisoleerd en
geidentificeerd als behorende tot het (sub)type 0,.

De ziekteverschijnselen kwamen, behoudens één enkele uitzondering, al-
leen voor bij ongeént jongvee.

Deze uithraak, op ca. 15 km van het complex waar het Nederlandse mond-en
klauwzeeronderzoek is geconcentreerd, was reden een diepgaand onder-
zoek in te stellen naar de herkomst van de smetstof, met name voor wat betreft
de mogelijkheid dat het om uit het CDI ontsnapt virus zou kunnen gaan.

De laatste jaren werd binnen het Ministerie van Landbouw een behoefte ge-
signaleerd aan visziekte-onderzoek, met name ter ondersteuning van een
certificeringsbeleid. Tegelijkertijd meldde het bedrijfsleven een behoefte aan
meer onderzoek op dit gebied.

Waar min of meer tegelijkertijd de Faculteit der Diergenseskunds, waar de vis-
ziektendeskundigheid in de afgelopsen 10 & 15 jaar werd ontwikksld, aangaf
haar activiteiten op dit terrein sterk te willen inkrimpen, is gezocht naar een
mogelijkheid een visziekten-onderzoekgroep binnen het CDI op te bouwen.
Bij het eind van het versiagjaar waren de verschillende daarbij gerezen pro-
blemen nog niet opgelost.

Reeds jaren bestaat het voornemen binnen het CDI een epidemiologis-groep

te ontwikkelen. Ook in 1983 kwamen de hiervoor benodigde middelen echter
nog niet ter beschikking.
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Een nieuwe immuunstimulator van het Centraal Diergenees-
kundig Instituut?).

Infectieziekten bij mens en dier worden al vele jaren bestreden door midde!
van hygiénische maatregelen, waaronder desinfectie, voorts vaccinatie, che-
motherapie en andere. De noodzaak tot het toepassen van deze maatregeien
is in de afgelopen decennia toegenomen, mede door de intensivering van de
veehouderij. De resistentie van een groot aantal micro-organismen tegen
antibiotica heeft de veterinaire problematiek verder vergroot.

Vaccinatie blijft één van de middelen welke bij uitstek geschikt zijn om infectie-
ziekten te voorkomen. Dit heeft geleid tot een voortdurend onderzoek naar
wegen om hieuwe vaccins en vaccinatiemethoden te ontwikkelen en te ver-
beteren: Onderdelen van micro-organismen worden gezuiverd en gekarakte-
riseerd om toepassing te vinden in vaccins; antigenen worden bereid middels
DNA recombinant methoden, terwijl peptide-vaccins en nieuwe adjuvantia
worden ontwikkeld en toegepast. Tot laatstgencemde ontwikkelingen kan ge-
rekend worden de ontwikkeling, productie en toepassing van Specol®.

Het hoofdbestanddeel van conventionele vaccins wordt gevormd door antige-
nen (= aldan niet gemedificeerde micro-crganismen of delen daarvan) waar-
tegen men de gastheer door vaccinatie wil beschermen. In vele gevallen
wordt aan dit antigeen een adjuvans toegevoegd met het doel de door de anti-
geencomponent in het vaccin geinduceerde immuunrespons te versterken.
Specol®bestaat uitsiuitend uit een immunologisch adjuvans met een conser-
vans en bevat derhalve geen antigeen. Toch is voor het ontwikkelen van de zo
specifiek immunologische afweerreactie contact tussen gastheer en anti-
geen noodzakelijk.

Bij het opstellen van de werkhypothese omtrent de werking van Specol® is
men uitgegaan van de veronderstelling, dat het adjuvans (Specol®) de immu-
nologische respans modificeert ten opzichte van antigenen die langs natuur-
lijke weg de gastheer bereiken (bijv. bijinfectie). Op hetmoment van adjuvans-
applicatie moeten die antigenen in de gastheer aanwezig zijn, dan wel korte
tijd (enige dagen) na adjuvansinjectie het immuunapparaat van de gastheer
bereiken. Met andere woorden: de werkhypothese veronderstelt de mogelijk-
heid de immuunrespons, volgend op contact tussen gastheer en infectieus
agens, door adjuvanstoediening zodanig te manipuleren, dat dit leidt tot een
meer adequate immuunrespons dan in het geval van een infectie zonder ad-
juvanstoediening.

De gedachte een adjuvans zonder antigeen te gebruiken voor vaccinatie werd
geformuleerd op basis van de volgende waarneming: Na vaccinatie van big-
gen met een commercieel toxine vaccin op basis van een water-in-olie (W/O)

1} Dit produkt is geregistreerd onder de naam Specol®
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emulsie, ter preventie van speendiarree veroorzaakt door Escherichia coli
0149: K31, KB8, namen wij waar dat in de gevaccineerde biggen ook minder
diarree en sterfte voorkwam veroorzaakt door E. coli0139; KB2. Aangezien de
beschermende wearking niet verklaard kon worden op basis van een syner-
gisme van beide E. coli typen of op basis van onbekende gemeenschappe-
lijke antigene determinanten werd bovengencemde hypothese getoetst.

De eerste experimenten werden uitgevderd op varkensbedrijven met een
hoge mortaliteit van de biggen na het spenen. Enkele dagen voor het spenen
werd Specol®intraparitoneaal (i.p.) aan biggen toegediend en het sterfteper-
centage na het spenen gemeten. De sterfte voor de toepassing van het adju-
vans met gebruikmaking van allerlei antibictica bedroeg ca. 12%. Behan-
deling met Specol® resulteerde in een sterftepercentage van ca. 2%, vrijwel
zonder gebruik van antibiotica. Dit experiment betrof ca. 8000 dieren.
Sindsdien werd verder onderzoek gedaan naar de verbetering van de pro-
ductisomstandigheden van Specol® en werd de toepassing in de praktijk uit-
gebreid. Eind 1983 waren meer dan 150.000 biggen met Specol® behandeld
met doorgaans uitstekende resultaten: Aanzienlijk lagere tot geen sterfte bij
biggen na het spenen, een veel lagere diarree frequentie en een aanzienlijke
verlaging van het antibioticumgebruik.

De waargenomen hescherming van biggen tegen speendiarree na i.p. toe-
diening van Specol® wordt, zoals boven uiteengezet, voorlopig {werkhypo-
these) toegeschreven aan de modificatie door Speco!® van de immuun-
respons ten opzichte van ,,natuurlijke’” antigenen (pathogenen/voedsel-
bestanddelen) welke via de slijmvliezen van de darm worden aangeboden.
De centrale vraag die diende te worden beantwoord bij de aanvang van heton-
derzoek luidde als volgt: ,,Is het mogelijk middels adjuvans toediening de im-
muunrespons te modificeren ten opzichte van antigenen die op een later
tijdstip en via een andere route worden aangeboden?”

In het muis-model is een begin germaakt met sen toetsing van de centrale
vraag. Van deze species bestaan ingeteelde stammen en bovendien is deze
diersoort immunologisch veel beter gekarakteriseerd dan het doeldier, het
varken. Het onderzoek in het muis-model kan worden verdeeld in onderzoek
van de B-cel respons (humorale immuniteit)en van de T-cel respons{celiulaire
immuniteit).

Heteffect vani.p. Specoi®injectie op de B-cel respons werd in eerste instantie
bestudeerd bij muizen, waarbij antigeen intraveneus (i.v.) werd toegediend.
Door het antigeen enkele dagen na Specol®te appliceren werd voldaan aan
het criterium van gescheiden toediening van adjuvans en antigeen naar tijd
en plaats, zoals ditin de werkhypothese werd geformuleerd. Op basis van een
aantal experimenten kan worden geconcludeerd, dati.p. Specol®injectie een
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stimulerend effect heeft op de B-cel respons gemeten in de milt, ook wanneer
Specol®5 dagen voor iv. antigeen applicatie wordt toegediend.

De T-cel respons werd gemeten op basis van een overgevoeligheidsreactie
van hetvertraagde type. Daarbij duidden waarnemingen in het muizen-model
erop, dat i.p. Specol® applicatie, voorafgaand aan een orale antigeen toedie-
ning, de T-cel respons onderdrukt.

Ten einde het werkingsmechanisme van Specol® beter te leren kennen is te-
vens een begin gemaakt met een immunologische inventarisatie in situ van
tymfocyten en macrofagen-subpopulaties in lymfoide organen en in de mu-
cosavan de darm. Dit zal het mogelijk maken de immuunrespons te metendie
op de plaats van inductie tot expressie komt.

Daarnaast Is de ontwikkeling van een immunologisch testsysteem in het var-
ken ter hand gencmen, De eerste resuitaten duiden erop, dat de B-cel respons
in het varken na i.p. Specol® injectie dezelfde tendens vertoont als die welke
gevonden werd in de muis.

De verbrede aanpak van dit onderzoek lijkt voorshands te leiden tot nieuwe in-
zichten in de mogelijkheden van manipulatie van de mucosale immuun-
respons. Deze bieden nisuwe vooruitzichten voor de dierziektepreventie, on-
der andere in de intensieve veehouderij.

Het project ,,Onderzoek naar methoden voor (de verbetering van) de pro-
ducten van adjuvantia en evaluatie van hun biologische activiteit”, wordt uit-
gevoerd door drs. B. A. Bokhout, drs. Ph. J. van der Heijden, drs. M. J. A,
Nabuurs, dr. F. van Vugt en medewsrkers.
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Differentiatie van Aujeszky virus veldisolaten enidentificatie
van geattenueerde Aujeszky virus vaccins

inleiding.

De ziekts van Aujeszky (Aujeszky's disease: AD) wordt veroorzaakt door een
herpesvirus (H. suis). De gensetische informatie van dit virus is een dub-
belstrengig DNA-molecuul met een lengte van ongeveer 150.000 base-paren
(150 kbp). Onderzoek aan het viraie DNA heeft geleerd, dat het is opgebouwd
uit een kort (S) en een lang (L) deel (fig. 1). Het korte unieke deel (Ug) is be-
grensd door base-volgorden die in spiegelbeeld liggen en complementair
zijn. Deze identieke maar omgekeerde sequenties worden aangeduid met
TR (terminal repeat sequence) en IRg (internal repeat sequence). Het
unieke lange deel (U is slechts aan een zijde begrensd en wel door IR,.

Vanuit epizoétiologisch cogpunt is het van belang individuele Aujeszky’s dis-
ease virus (ADV}) stammen te kunnen onderscheiden. Hierbij kan gedacht
worden aan micro-epizodtiotogisch onderzoek binnen een bedrijf, differentia-
tie tussen vaccin- en veldvirusstammen en identiticatie van vaccin-virus. Om
veldvirus- en vaccinstammen te kunnen onderscheiden is aanvankelijk ge-
zocht naar markers voor virulentie. Daarbij werden meestal biologische ei-
genschappen, zoals groei in weefselkweek, resistentie tegen hoge tempera-
turen en trypsine, van virusstarnmen vergeleken. Op basis van dergelijke bio-
logische eigenschappen is onderscheid tussen virulente en avirulente stam-
men tot op zekere hoogte mogelijk. Het s echter niet mogelijk om via deze weg
ADV-stammen te identificeren.

Dit laatste doel is bereikbaar geworden dankzij de introductie van de DNA-
restrictie-endonuclease analyse. Hierbij wordt met behulp van restrictie-
enzymen als het ware een vingerafdruk gemaakt van de virale genetische in-
formatie, het DNA, van de te onderzoeken virusstam.

Restrictie-enzymen reageren op een bepaalde volgorde van basen in DNA.
Bijvoorbesld, het restrictie-enzym BamH] dat geiscleerd is uit de bacterie
Bacillus amylofiquefaciens H, herkent de base-volgorde GGATCC. Binnen
een DNA-molecuul kan het enzym deze volgorde cpsporen en vervolgens op
die plaats de keten doorknippen. In DNA van de virulente ADV-stam NIA-3
komt voornoemde base-volgorde 19 maal voor. Ditbetekent dat het NIA-3DNA
na knippen (digestie) met het enzym BamH] uiteen zal vallen in 20 brokstuk-
ken, die grotendeels verschillend van lengte zijn (fig. 1). Deze fragmentan wor-
den door middef van agarose-gel-electrophorese op grootte gescheiden en
zichtbaar gemaakt met een fluorescerende stof die aan DNA bindt. Het resul-
terende bandenpatroon is karakteristiek voor de onderzochte virusstam.
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Fig. 1.

Restrictie-kaart van de ADV-stam NIA-3. De open rechthoeken geven de geinverieerds repeat-
gebisden aan.

Fragmenten worden in numerieke of alfabetische volgorde gegeven overeenkemstig hun
grootte.

Aangezien de isolatie van zuiver virus DNA zeer arbeidsintensief is en er addi-
tionele stappen nodig zijn voor een waterdichte identificatie, is de methode
aangepast.

Hieronder zullen we ingaan op de toepassing van deze techniek voor de diffe-
rentiatie van veldvirusstammen en de identificatie van vaccinvirusstammen.

Methode.

Varkensniercellen worden geinfecteerd met het te onderzoeken praktijkiso-
laat. De geinfecteerde cellen worden 24-48 uur na infectie verzameld en ver-
volgens wordt het virale DNA samen met het cellulaire DNA geisoleerd. Een
deel van het verkregen DNA preparaat wordt ,,geknipt” met een restrictie-
enzym en de aldus verkregen DNA fragmenten worden gescheiden d.mw.
agarose-gel-electrophorese. De DNA fragmenten worden in de gel gedenatu-
reerd en overgebracht op een nitrocellulose filter, waaraan ze vastplakken. De
relatieve posities van de DNA fragmenten in de gel blijven bewaard ge-
durende de overdracht naar het filter. Het aan het filter gehechte DNA wordt
vervolgens gehybridiseerd met radioactief gemerkt (32P) DNA (probe) van de
virulente stam NIA-3 of met, via moleculaire clonering, opgezuiverde BamH]I
fragmenten van deze stam. Virusspecifieke DNA fragmenten kunnen vervol-
gens zichtbaar worden gemaakt d.m.v. autoradiografie.

Differentiatie van veldvirus- en vaccinstammen.

DNA van de virulente stam NIA-3, de mild-virulente stam vDoorn en 5 vac-
cinstammen, werd vergeleken met het restrictie-enzym BamH! (Fig. 2). De
bandenpatronen verkregen voor NIA-3 en vDoorn DNA zijn verschillend.
Deze verschillen hebben enerzijds betrekking op verschillen in electrophore-
tische beweeglijkheid (grootte-verschillen} van de fragmenten 10, 12, 13en 8/,
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