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program szczepiefi ochronnych na fermach drobiu. Od
3 miesigey, liczac od maja 1993 r. choroba w Holandii
nie jest notowana. ND stwierdzono w pafistwowej fermie
(20 000 ptakéw) w Uzbekistanie.

W latach 1992 i 1993 liczne kraje europejskie (m.in.
Niemcy, Francja, Austria, Wegry), ktére prowadza do-
usine szcezepienia liséw przeciw wsciekliznie, co najmniej
raz w ciggu roku wykonaly t¢ akcj¢ na calym obszarze
stref zakazonych.

W Meksyku zanotowano ponownie pojawienie si¢ lar-
wy okreslonej jako screwworm (robak korkociggowy).

Po 22 latach zwalczania gruzlicy bydta Australia o$wiad-
czyla, ze od 31 grudnia 1992 r. nalezy ja uzna¢ za kraj
wolny od tej choroby.

W 1992 r. stwierdzono ponad 35 000 przypadkéw
gabczastej encefalopatii bydla (bovine spongiform encep-
halopathy — BSE) w Wielkiej Brytanii; w Irlandii zano-
towano 18, a w Szwajcarii 15 zachorowan. W Wielkiej
Brytanii w por6wnaniu do 1991 r. stwierdza si¢ w latach
1992-1993 spadek liczby zachorowan, zwlaszcza u zwierzat
urodzonych po dacie, kiedy wprowadzono zakaz karmienia
bydla paszami zawierajacymi biatko pochodzace od prze-
zuwaczy. Jak dotyd nie wykazano, by transmisja wirusa
nastgpowala bezposrednio od matki na potomstwo.

W czerweu 1992 1. Meksyk zgtosit uwolnienie sie od
wenezuelskiego zapalenia moézgu i rdzenia u koni.

Do paristw, na terenie kt6rych stwierdzono rozrodczo-od-
dechowy zesp6t chorobowy $wiri (PRRS), dolgczyta Dania
i Malta. Jednak restrykcje nalozone przez EWG, doty-
czace tej choroby, zostaly anulowane, gdyz nie uwaza sie
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jej za typowa chorobe zaraZliwa, a raczej schorzenie
produkcyjne o etiologii wirusowej. Nie sa zatem, zdaniem
EWG, uzasadnione daleko idgce ograniczenia w obrocie
zwierzetami.

Wielka Brytania informowala o wystgpieniu krwioto-
cznej choroby wirusowej krélikéw; pierwsze ognisko
stwierdzono w kwietniu 1992 r. Podobng informacje,
odnoszacg sig do jej terenu, przekazala Libia. Omawiana
jednostka chorobowa zostala zlikwidowana w Meksyku
po wybiciu 121 000 krolikow.

Na Cyprze wystgpowata bruceloza u malych przezuwaczy.

Warroz¢ zanotowano po raz pierwszy w Chile, na
Malcie, w Meksyku i Wielkiej Brytanii.

Reasumujac, z przedstawionej charakterystyki sytuacji
epizootiologicznej wynika, Ze choroby zaraZliwe nadal
stanowia powazne zagrozenie dla produkcji zwierzecej,
powodujg znaczne straty bezposrednie i oprécz tego sa
czynnikiem obniZajgcym zyski w zwigzku z restrykcjami
w obrocie zwierzat. Szczeg6lne znaczenie nadal maja
pryszczyca i klasyczny pomor $win. Dotyczy to réwniez
kontynentu europejskiego. Biorac to pod uwage — uza-
sadnione jest utrzymywanie mozliwe wysokiej sprawnosci
pafistwowej stuzby weterynaryjnej. Niezbedne jest tez
fozenie znacznych kwot na unowocze$nienie dzialalno-
Sci naukowej i ustugowej wydzialéw weterynaryjnych wy-
zszych uczelni, Instytutu Weterynarii i zakladéw higieny
weterynaryjnej.

Adres autora: prof. dr hab. Marian Truszczyfiski, al. Partyzantéw 57,
24-100 Putawy

ANDRZEJ LIPOWSKI, GRAZYNA KOCHAN*, ZYGMUNT PEJSAK, BOGUSEAW SZEWCZYK*

Opracowanie biotynylowanej sondy genetycznej
wirusa choroby Aujeszkyego*)

Zaklad Choréb Swin Instytutu Weterynarii, Al Partyzantéw 57, 24-100 Putawy
*Katedra Biochemii Uniwersytetu Gdaiskiego, ul. Kiadki 24, 80-822 Gdansk

Summary

Construction of a biotinylated genetic probe of Aujesz-
ky’s disease virus (ADV)

A simple and quick method of viral DNA purification from RK
13 infected with NIA-3 strain of ADV cell culture yielded DNA which
was easily digested with its enzyme restriction. Moreover, it was of a
sufficient purity for a restriction pattern (RFP) analysis. The purified
DNA was labelled with photobiotin 1o obtain a biotinylated genetic
probe. The full length DNA probe that was developed was found to
be very sensitive and specific when it was used for hybridization with
ADV DNA. Furthermore, the forenamed biotinylated probe greatly
enhanced the detection limits of restriction fragments compared to
RFP analysis in ethidium bromide stained agarose gel. These resulis
indicate that the described probe can be used for analysis and
characterization of ADV genomes even if only minute amounts of
viral DNA are available.

Praca zostata wykonana w ramach realizacji projektu PL-ARS-155,
we wspdlpracy z National Animal Disease Center, Ames lowa, USA,
finansowanego przez Il Polsko-Amerykariski Wspélny Fundusz im. M.
Sktodowskiej-Curie.

Choroba Aujeszkyego (chA) wywolywana jest przez
typowego przedstawiciela rodziny Herpesviridae, podro-
dziny Alphaherpesvirinae, rodzaju Varicellovirus — Herpes-
virus suius 1 (3). W epidemiologii chA najwicksze
znaczenie ma trzoda chlewna. Zwierzgta tego gatunku
ulegaja bowiem zakazeniu niezaleznie od wieku i statusu
immunologicznego, a wyst¢pujace jednoczesnie zjawisko
latencji powoduje, ze §winie, stajac si¢ dozywotnimi no-
sicielami i siewcami wirusa, sa jego jedynym rezerwuarem
(17, 23, 24, 25, 30, 31).

Gwaltowny wzrost liczby ognisk chA w poczgtkach lat
70. (26) wymusit niejako intensyfikacj¢ badai nad cho-
robg oraz nad samym wirusem choroby Aujeszkyego
(Aujeszky’s Disease Virus — ADV).

Jedng z podstawowych technik w tym zakresie jest,
oparta na wykorzystaniu endonukleaz (enzyméw restry-
keyjnych, restryktaz), analiza restrykcyjna DNA wirusa
(7, 12, 13, 19, 20). Zastosowana w celach diagnostycz-
nych, umozliwia m.in. odréznienie szczepéw szczepion-
kowych ADV od dzikich, terenowych. Wykazano réwniez
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istnienie réznic w budowie genomu tak wsréd szczepow
stosowanych do uodporniania zwierzat, jak i wsréd szcze-
p6éw terenowych (4, 5, 7, 8, 10, 13, 19, 27, 28).

Czulo$¢ analizy restrykcyjnej zwiekszono znacznie po-
przez wykorzystanie hybrydyzacji kwaséw nukleinowych
(7, 12, 21). Technika ta jest w tej chwili nicodzowna w
biologii molekularnej przy wykrywaniu specyficznych,
komplementarnych sekwencji kwaséw nukleinowych. Sto-
sowane w tych badaniach sondy genetyczne znakowane
izotopami (tzw. "gorace") ustgpuja coraz czedciej miejsca
sondom nieradioaktywnym (tzw. "zimnym") ze wzglgdu
na ich stabilno$¢ i bezpieczenistwo. Wérdd nich rosnacym
zainteresowaniem cieszg si¢ ostatnio sondy znakowane
biotyng (12, 14, 16, 18, 29).

Celem prezentowanej pracy bylo opracowanie biotyny-
lowanej sondy genetycznej przydatnej w wykrywaniu
DNA wirusa choroby Aujeszkyego.

Materiatl i metody

Oczyszezanie wirusowego DNA, Uszyty do badafi re-
ferencyjny, zjadliwy szczep NIA-3 ) wirasa chA namna-
zano w komérkach lini cigglej nerki kr6lika RK 13
metoda hodowli rotacyjnej. Zbioru wymienionego szcze-
pu dokonywano po 36-48 godzinach inkubacji, przy efe-
kcie cytopatycznym obejmujacym 85-95% zakazoncj
tkanki. Zrddlo wirusa stanowily komérki, kiére wstgpnie
odwirowywano przez 15 minut przy 5000 obr./min. w
temperaturze 4°C. Po odlaniu plynu hodowlanego osa-
dzone komorki zawieszano w 1 ml buforu lizujacego
(30mM Tris-HC1 pH 8,0, 5mM EDTA, 15mM Nacl,
0.5% Nonidet Np-40). Po 10 min. inkubacji w 37°C
resztki komorkowe usuwano poprzez krétkie wirowanie
(5 min,, 15 000 obr./min.) w wir6wce Eppendorf. Super-
natant, zawierajacy wirus, przenoszono do nowej pro-
béwki, a peletke resztek komorkowych poddawano lizie
po raz drugi, w uprzednio podanych warunkach. Po
zakoficzeniu inkubacji i ponownym wirowaniu zbierano
supernatant i mieszano z uzyskanym w pierwszej reakcji.
Zawarte w otrzymanej zawiesinie czastki wirusowe DNA
i RNA pochodzenia komoOrkowego usuwano poprzez in-
kubacj¢ z DNaza i RNaza (100 ug/ml) przez 1 godzing
w temperaturze pokojowej. Oczyszczony wirusowy DNA
uzyskano drogg 2 kolejnych ekstrakeji przy uzyciu mie-
szaniny fenol-chloroform (1:1). Resztki fenolu usuwano
mieszaning chloroform-alkohol izoamylowy (24:1). Na-
stgpnie DNA precypitowano dodajac 2 objetosci etanolu
do probki zawierajacej 1/10 objetoSci 2M octanu sodu i
przetrzymujac ja w -20°C przez noc lub w -70°C przez
30 min. Wytragcone DNA osadzano przez wirowanie w
ciagu 15 min. przy 15 000 obr./min. w 4°C, po czym
2-krotnie przemywano 70% etanolem. W koficu, po bar-
dzo dokladnym zebraniu resztek alkoholu, oczyszczony
w ten sposéb DNA szczepu NIA-3 zawicszano w malej
objetosci buforu TE (10mM Tris-HCl pH 8,0, 1mM
EDTA).

W przypadkach, kiedy wymagana byla duza iloS€ DNA,
po odwirowaniu komdrek, zbierano supernatant, wirus
osadzano przez wirowanie (28 000 obr./min., 90 min.,
4°C), a nast¢pnie oczyszczano w gradiencie sacharozy
(30%, warunki wirowania j.w.). Kolejne, dalsze etapy
pracy zgodne byly z opisanymi poprzednio.

Czysto$C€ i stezenie uzyskanego DNA ADYV okreslano
metody elektroforezy agarozowej wobec markera, kKtérym
byt DNA faga A trawionego restryktaza HindlIIl, o znanym
stgzeniu. W tym celu wirusowy DNA szczepu NIA-3
trawiono przez 1-3 godzin w temperaturze 37°C szeScio-

* %
)Szczep NIA-3 otrzymano od dr J.T. van Oirschot'a z Central
Veterinary Institute, Lelystad, Holandia

ma réznymi endonukleazami (15). Po zakoficzeniu tej
reakcji wykonywano elektroforeze w 0,6% Zelu agarozo-
wym, stosujac bufor TAE (40mM Tris, 20mM kwas
octowy lodowaty, ImM EDTA pH 8.0), a nast¢pnie

Zygolo - 3 wanej ¢ znej. Uzy-
skany wirusowy DNA, w ilosct ok. 10 ug, poddawano
wstepnie trawieniu enzymem restrykcyjnym Pstl (w celu
otrzymania fragmentow o malej masie czgsteczkowej),
po czym precypitowano etanolem. Nastgpnic DNA za-
wieszano w 0,1IM EDTA (koficowa koncentracja 0,2-1,0
ug/ul) i mieszano z réwng objgtoscia wodnego roztworu
fotobiotyny (1 mg/ul). Mieszaning umieszczano w tazni
lodowej i naswietlano 20 min. zwykia zaréwka (500 W)
umiejscowiong ok. 15-20 cm od otworu probowki. Na-
stepnie do probéwki dodawano Tris-HCI pH 9,0 do
koncowej koncentracji 50mM, po czym, w celu usunigcia
nadmiaru fotobiotyny, calo§¢ ckstrahowano dwukrotnie
nasyconym, wodnym roztworem butanolu. Zawarte w
fazie wodnej DNA, znakowane biotyng, precypitowano
dwoma objetosciami etanolu i pozostawiano w -20°C
przez noc. Uzyskany precypitat przemywano w korcu
dwukrotnie 70% etanolem i zawieszano w buforze TE.

Sprawdzenie czulodci wykrywania biotynylowanego
DNA metoda dot blot. W tym celu przygotowywano w
buf8rze ”61“E kolejne, 10-krotnie wzrastajace, rozcieficzenia
(10"-10) uzyskanej sondy, kiére nanoszono nastgpnie,
w objetoSci po 1 wpl kazde, na blong nitrocelulozowa
(Schleicher-Schuell, BAS 85, 0,45 um). Po jej zapieczeniu
w temperaturze 60°C przez noc (18 godz.), zanurzano
ja w buforze TBS (50mM Tris-HCI pH 7,0, 0,5M NaCl),
po czym przenoszono do roziworu blokujacego (bufor
TBS, 1% albuminy surowicy bydlecej) na 1 godzine. Po
tym czasie nitroceluloz¢ umieszczano w roztworze ko-
niugatu (streptawidyna-alkaliczna fosfataza) i inkubowa-
no przez 30 minut. Nadmiar koniugatu usuwano przez
3-krotne plukanic w buforze TBS. W celu uwidocznienia
reakcji blong nitrocelulozowg zanhurzano w roztworze
substratu (NBT/BCIP w 100mM Tris-HCI pH 9,5, 50mM
MgClz, 100mM NaCl). Po 10-30 minutach inkubacji
nitroceluloze przenoszono na 30 min. do wody, pe czym
SUsZono.

Hybrvdyzacja. Oczyszczony DNA wirusowy ze szCzepu
NIA-3 podzielono na trzy czeSci i kazdg z nich oddzielnie
trawiono enzymami restrykcyjnymi, odpowiednio: Pstl,
BamHI i Kpnl. Po zakoficzeniu reakcji wykonywano
rozcieficzenia wymienionych probek tak, aby zawieraty 1
ug, 0,1 ug i 0,01 ug DNA, a nastgpnie poddawano
elektroforezie w 0,6% zelu agarozowym, stosujac bufor
TAE. Po jej zakoficzeniu zel barwiono bromkiem etydyny
i fotografowano w Swietle UV. Nastegpnie przenoszono
DNA z agarozy na blong¢ nitrocelulozowa metoda Sout-
herna (15). Po wykonaniu repliki, nitroceluloze¢ zapieka-
no w temperaturze 60°C przez noc, po czZym nasgczano
w roztworze 6XSSC (20XSSC - 3M Na(l, 0,3M cytrynian
sodu, pH 7,0). Kolejnym etapem bylo umieszczenie blony
w woreczku plastikowym, do ktérego wprowadzano roz-
twér prehybrydyzacyjny (50% dejonizowanego formami-
du, 5XSSC, 5x roztwor Denhardta, 5S0mM fosforan sodu
pH 6,5, 250 pg/ml zdenaturowanego DNA spermy loso-
sia). Po zgrzaniu woreczka prowadzono prehybrydyzacje
w 42°C przez 12 godzin delikatnie mieszajac. Po zakon-
czeniu tego procesu usuwano wym. roztwor i do woreczka
wprowadzano roztwér hybrydyzacyjny o skladzie: 50%
dejonizowanego formamidu, 3XSSC, 1x roztwdr Den-
hardta, 20mM fosforan sodu pH 6,5, 10% siarczan de-
kstranu, 5 mM EDTA, 50 ug/ml zdenaturowanego DNA
spermy lososia i zawierajacy co najmniej 200 ng/ml bio-
tynolowanej sondy, uzyskanej w poprzednim etapie pracy.
Hybrydyzacjg prowadzono w tych samych warunkach i
przez ten sam okres czasu, jak prehybrydyzacje. Po za-
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Ryc. 1. Elektroforetyczny profil fragmentéw restrykeyjnych genomo-
wego DNA szczepu NIA-3 wirusa chA. Sciezka 1 — marker: DNA
faga A trawiony HindIIl; $ciezki 2 — 7 wirusowy DNA trawiony kolej-
no: BamHI, Pstl, Kpnl, Sall, Pvull, HindIII

1 5
2 6
3 7
3

Ryc. 2. Analiza metods dot blot czuto§ci wykrywania biotynylowane-
g0 DNé&. Doty od 1 do 7 przedstawiajg kolejne rozcieficzenia (10° —
107™) biotynylowanego DNA. Dot nr 1 odpowiada 1 g DNA

konczeniu hybrydyzacji odptukiwano z nitrocefulozy nad-
miar sondy, stosujac kolejno: I-krotnie roztwor 2XSSC
z 0,1% SDS (15 min. w temperaturze pokojowej), 3-
krotnie roztwér 0,1XSSCO z 0,1% SDS (po 20 min. w
temperaturze 65°C), 1-krotnie bufor TBS (15 min. w
temperaturze pokojowej). Nastgpnie przenoszono blong
do buforu blokujgcego, inkubujac przez 1 godzing w
temperaturze pokojowej delikatnie mieszajge. Dalsze eta-
py wykrywania produkiow hybrydyzacji byly identyczne,
jak opisano przy sprawdzaniu czufo$ci wykrywania bio-
tynylowanego DNA.

Wyniki i omOwienie

Oczyszczanie wirusowego DNA. Opracowana we wias-
nym zakresie szybka metoda uzyskiwania wirusowego
DNA opierata si¢ na wykorzystaniu zakazonych szczepem
NIA-3 komoérek linii cigglej nerki krolika RK 13. Przed-
stawiona oryginalna metodyka pozwalala na otrzymywa-
nic kwasu nukleinowego o odpowicdniej czystosci i
koncentracji. Na ryc. 1 przedstawiono profil elektrofore-
tyczny fragmentéw catego, tj petnej diugosci DNA, uzy-

9 10

78

Ryc. 3. Elektroforetyczny profil fragmentéw restrykeyjnych réznych
ilodci genomowego DNA szczepu NIA-3 wirusa chA. Sciezka 1 -
marker: DNA faga 4 trawiony HindIIl; $ciezki 2, 3, 4 DNA wiruso-
wy trawiony Pstl; $ciezki 5, 6, 7 — BamHI; Sciezki 8, 9, 10 — Kpnl

38 % 10

LR

Ryc. 4. Replika prolilu elektroforetycznego z ryc. 3 wykonana na ni-
trocelulozie i poddana nast¢pnie hybrydyzacji z biotynylowana sonda.
Opis $ciezek — tak jak na ryc. 3
skanych w wyniku trawienia enzymami, odpowiednio:
BamHI, Pstl, Kpnl, Sall, Pvull i HindIIl. Brak plam
(ang. smear) oraz ostre prazki sg wskazéwka duzej czy-
stosci otrzymanego DNA i jego znacznej koncentracji.

Przyvgotowanie biotynylowanej sondy genetveznej oraz
sprawdzenie czulodci wykrywania biotynvlowanego DNA.
W prezentowanych badaniach wilasnych do znakowania
genomowego DNA szczepu NIA-3 uzywano fotobiotyny.
Zwigzek ten laczy sig z kwasem nukleinowym pod wply-
wem kilkunastominutowego na$wietlania silnym promie-
niem $wiatla widzialnego, dajac w efekcie biotynylowany
kwas nukleinowy. Reakcja ta, opisana po raz picrwszy
przez Forstera i wsp. (6), jest wiec prosta, szybka i nie
wymaga specjalnego wyposazenia. Wymienione zalety
opisanej metody mialy decydujacy wplyw na jej wykorzy-
stanie w niniejszych badaniach. Otrzymany w ich wyniku
produkt badano w celu okreslenia, jaka najmniejsza ilo§¢
biotynylowanego DNA sondy mozna wykry¢. Jak wyka-
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zuje to ryc. 2, nawet w przypadku rozcieficzenia 10°
sonda jest wykrywalna. Poniewaz w punkcie nr 1 nanie-
siono 1 ug DNA, to mozna stwierdzi¢, iz czuto$¢ metody
z zastosowaniem biotynylowanego DNA wynosi 10-100
pg. Ta wysoka warto$¢ jest pordwnywalna do uzyskiwa-
nych przez sondy znakowane radioaktywnym fosforem (1,
2, 14, 16, 29).

Zastosowanie uzyskanej biotynylowanej sondy genety-

cznej w_hybrydyzacji DNA. Na ryc. 3 przedstawiono
rozklad elektroforetyczny genomowego DNA szczepu
NIA-3 wirusa chA, trawionego trzema roznymi enzyma-
mi, w zelu agarozowym barwionym bromkiem ctydyny.
Rycina 4 obrazuje wykonang na blonie nitrocelulozowej
replike tego rozdzialu po wykonaniu hybrydyzacji z przy-
gotowana uprzednio biotynylowang sonda. Poréwnanie
ryc. 3 z ryc. 4 wyraznie wskazuje, ze hybrydyzacja z
opracowang sonda, pozwalajaca na jednoznaczng analizg
DNA wirusa chA, winna by¢ metodg z wyboru w sytu-
acjach, kiedy ilo§¢ wirusowego DNA jest ograniczona.
Uzyskany rezultat dowodzi jednak przede wszystkim, ze
przygotowana w oparciu o genomowy DNA ADV, sonda
biotynylowana jest wysoce czula oraz specyficzna, co
potwierdzono brakiem jej hybrydyzacji do DNA faga 1
(ryc. 4, §ciezka 1). Ponadto sonda tego rodzaju, ze wzglg-
du na swa stabilno$¢ i bezpieczenistwo stosowania, moze
by¢ uzywana wielokrotnie przez dlugi okres czasu. Z
badani wlasnych wynika, ze w ciggu co najmniej 1 roku
nie stracita ona swej aktywnoSci, czutodci i specyficznosci.
Podobne spostrzezenia zawarte sg roéwniez w pracach
Knowlesa i Gorhama (12) oraz Maesa i wsp. (14).

Wymienione cechy sond biotynylowanych sg przyczyng
coraz powszechniejszego ich stosowania. Stanowig one
jedna z odmian duzej grupy sond "zimnych", ktérych opis
i zakres stosowania przedstawiono w pracach przeglado-
wych Norvala i Binghama (16) oraz Wilcheka i Bayera
(29). Z kolei Knowles i Gorham (12) oraz Paul (18)
przytaczaja mozliwosci wykorzystania sond "zimnych" w
badaniach nad chorobami zakaZnymi zwierzat, w tym
réwniez i nad choroba Aujeszkyego. Jednymi z pier-
wszych prac z tego zakresu byly préby zastosowania sond
biotynylowanych do rozpoznawania chA. Opracowane w
ich wyniku szybkie metody diagnostyczne polegaly na
wykrywaniu wirusowego DNA w komorkach uzyskanych
z wymazéw z nosa lub migdalkéw (2), wzglednie — me-
todg hybrydyzacji in situ — w skrawkach parafinowanych
narzadow wewnetrznych zwierzat podejrzanych o zakaze-
nie ADV (1). Sondy omawianego typu pozwolily réwniez
na Sledzenie morfogenezy i szerzenia si¢ zakazenia trze-
ma réznymi szczepami ADV w eksplantatach §luzéwki
nosa §wii (22). Ostatnio sondy biotynylowane zostaly
wykorzystane takze w analizie restrykcyjnej DNA ADV
(9, 11). Badania te wykazaly, ze zaréwno w warunkach
in vitro, jak i in vivo dochodzi do rekombinacji migdzy
dwoma r6znymi, uzytymi do jednoczesnego zakazenia,
szczepami wirusa chA. Zastosowanie sond biotynylowa-
nych pozwolilo na stwierdzenie, ze powstate w wyniku
rekombinacji wirusowe czastki potomne posiadajg czg-
§ciowo cechy rodzicielskie (np. delecje pewnych genéw)
oraz odtworzone cechy zjadliwosci (9, 11). Wyniki te
majg ogromne znaczenie zwlaszcza w odniesieniu do
stosowanych obecnic programéw zwalczania ChA z wy-
korzystaniem szczepionek delecyjnych.

Wnioski

1. Opracowana szybka metoda otrzymywania DNA ADV
z zakazonych komérek RK 13 pozwala na uzyskiwanie
kwasu nukleinowego o znacznej czystosci i koncentracji.

2. Zastosowanie fotobiotyny do znakowania DNA
ADV umozliwia uzyskanie w prosty i szybki sposob,
czulej i specyficznej sondy biotynylowanej.

3. Opracowana sonda biotynylowana moze by¢ uzyta
do analizy restrykcyjnej genomowego DNA réznych
szczepow ADV metodg hybrydyzacji.
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