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���Ƴř�ƹ�ŢƃřŶƸŝ�šŹřŻƹƀŤǀ�ŹƺŤſŚě�ƺŤ��ƱřźºƸţƸţ�ºǀ��Ŷºƃ�ƶ�ƫŵ�ƶºŝ��ºǀ�ƪ
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źŤƳŚſƿ�ĥƺƠƿ�Źƹŵ�Źŵ�ŹřŶƫŚĤŴrpm�ÎÍÍÍÍ ��ŚºƯ�Żř�řŹ�śƺºſŹƿ�Ɩ
�ƹŹ�ƝŚƠƃƾƿ���ºĩ�řŶū�ŵźƿƮ����ƹŹ�ƩƺºƬŰƯ�ƾºƿ����ƹŚºů�ƶºĩ�ƽ�DNA�
ƯƹŻƺƯƹźĩƾ�Ţſř���ƶƫƺƫ�ƶŝ���ƽ����ƪƤŤƴƯ�ƵŻŚţ�Ŷƃ������ƩƺºƬŰƯ�ƮŬů�ƮƷ



ƺƯ�ƽŻřŶƳř�ƵřŹ�Śŝ�ƱŚƯżưƷ�ƆǀŴƄţƾě�žĪƬě�ƾŤƫ�ƾſ�Źō���
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ƹŹƾƿ���ř�ƵŶƃ�řŶū�ƿ���ƶƫƺƫ�ƹ�ƶƟŚƋř�ƪƳŚěƹźěƹż�řŹ�����šŶƯ�ƶŝ�ÏÍ�ƣŵ�ǀ�ƶƤ
��ŹŵÏÍ��ƶūŹŵ���ƾŤƳŚſ�ƽ�����ƶŝƺƨƳř�ŵřźĭ�ºĩŵźƿƮ�������ƶºƫƺƫ�žĜºſ���ƶºŝ�řŹ

��šŶƯÎÒ�ƣŵ�ǀ��ŚƯŵ�Źŵ�ƶƤƽ�Ñ�����Źŵ�ƹ�ƶūŹŵ�ÎÍÍÍÍ���Śţ�ÎÒÍÍÍrpm�
źŤƳŚººſƿººĩ�ĥƺƠŵźƿƮ��źŤƳŚººſ�Żř�ŶººƘŝƿƹŹ�ƩƺººƬŰƯ�ĥƺƠƾººƿ�Źƹŵ�řŹ�

Źƿ����������šŶƯ�ƶŝ�śƺſŹ�ƱŶƃ�ĨƄų�Żř�ŶƘŝ�ƹ�ƶŤŴÏÍ���Śţ�ÐÍ�ƣŵ�ǀ��ƶºƤ
���ŹƺƟ�ŹŵÓÍ���Śţ�ÓÒ�ƶūŹŵ���ƽ�ŤƳŚſ�ƾ����Źŵ�ŵřźĭÎÍÍ������źºƐƤƯ�śō�řŶºƳǇ�

źŤſřƿ���ƪů�ƪŶƃ�����ƶºŝ�řŹ�ƩƺºƬŰƯ����šŶºƯÎÍƣŵ�ǀ��ŚºƯŵ�Źŵ�ƶºƤƽ�ÖÒ�
ƶūŹŵ���ƾŤƳŚſ�ƽ��ŵřźĭ��ŵ�šŹřźů�ŵřƿƮ�����������šŶºƯ�ƶºŝ�řŹ�ƶºƫƺƫ�žĜſÏ�

ƣŵǀ�ƶƤ�ŹŵÎÏÍÍÍ rpm �źŤƳŚºſƿ��ƹ�Ƶŵźºĩ�ĥƺƠ���ƝŚƠºƃ�ƩƺºƬŰƯ�Żř
ƹŹƾƿ�Ò�ŢƸū�řŶƳǇ�PCRŵźĭ�ƵŵŚƠŤſř�ƿŶ��ÎÒ�����

�ŤƫƺƯ�ƭŚŬƳřƾ����žºĪƬě�PCR�����ƂƴºĩřƹPCR���ŻŹř�ŢºƸū�ºƿŝŚƾ�
Ʊĥ�ŚƷƽ�ƝŶƷ��ƹ���řźƃ�Śŝƿ�Źřźƣźŝ�Ǝƽ�ƹ��Źŵ�Ƃƴĩř���ŵŹřŶƳŚŤºſř�ƮŬů�
ÏÒ�Ư�ǀƫƹźĪǀ��Ŷƃ�ƭŚŬƳř�źŤ��ŹřŶƤƯ�Î�ě�ǀƩƺƯƺĪ���ƶºƳƺưƳ�Żř���ƽ��ƯƺºƳĥ�ƾ�
Ƹţǀ���ƶƫƺƫ�ƶŝ�ƵŶƃ�ƶ��ŚºƷƽ��ƹŚºů�ƽ�ĩźţ�ǀ��������ƩƹŶºū�Źŵ�ũŹŶºƴƯ�šŚºŞÑ�

��ƵŚĮŤºſŵ�Źŵ�ƹ�ƵŶºƃ�ƶƟŚƋř�Master Cycler���Źřźºƣ�ƝŹƹŶºƴěř�
����Ż�ƶƯŚƳźŝ�Śŝ�ƹ�ƶŤƟźĭƿ��źPCR��ŵźĭ�ƭŚŬƳř�ƿ�Ŷ���ƪƯŚºƃ�ƶĩ�ƶºƬůźƯ�ƽ�

��ƩƹřÎ���ƶųźģ�Ô�ƣŵǀ�Źŵ�ƶƤ�ƯŵŚƽ�ÖÑ����žĜſ�ƹ�ÐÍ�����ƪƯŚºƃ�ƶºųźģ�
���ƶƬůźƯ�ƶſÖÑ���ƶūŹŵ�Î�ƣŵ�ǀ�ƶƤ�ÒÒ�ƶūŹŵ���ŚƯŵƽ��řźě�ƩŚƈţř�ƿ��ŚºƷźư

Î�ƣŵ�ǀ���ƶƤÔÏ���ƶūŹŵ�Î�ƣŵ�ǀ��ƶƬůźƯ�ƹ�ƶƤ��ƽ��ŚºƸƳ�ƾƿ�Źŵ��ÔÏ����ƶºūŹŵ�Ô�
ƣŵǀ��ŢƟźĭ�šŹƺƇ�ƶƤ�����ŤƫƺƯ�ƭŚŬƳř�Żř�ƪŞƣƾ��ě�žĪƬě�ƾ�ſƾ���řŶŤŝř�Źō

��Ư�Ĩţ�Ĩţǀ�����ºě�ƪůřźƯ�ƹ�ŵřƺƯ�Ʊřżƾ��ºſƾ��Ƹŝ�Źōǀ�����ŶƳŶºƃ�ƶºƴ��Żř�ŶºƘŝ�
ŝƶ���Ư�ƱŵŹƹō�ŢſŵŜſŚƴ�źţƿ�Ư�Ʋǀ����řźºƃ�ƹ�ŵřƺƯ�Ʊřżƿ�Ƹŝ�Ǝǀ���řźºŝ�ƶºƴƽ�

ŤƫƺƯƾ�žĪƬě��ě�ƾ�ſƾ�Źō��ƯǀƳřżƾ�������ƩƹŶºū�Źŵ�ƶºĩ�Ñ�����ƵŶºƃ�ƶŤºƃƺƳ
ŝƶ��ŶƯō�Ţſŵ�����Żř�žě��ĜƯō�Ƃƴºĩřƹ�ƭŚưţřǀƬǀƠǀ�ºſŚĪǀ�ƱƺŹŵ��Ò�Í�X�

��źƟŚŝTBE����ĥŚŤƫƹ�Śŝ�ÎÍÍ���ŵźĭ�ŻŹƺƟƹźŤĪƫř��Ţƫƹ��ºƿŶ��Źŵ�ŚƸƳ�ºƿ�Ţ
��ƹŹ�ŹƺƔƴƯ�ƶŝƿ�������������ţř�ĬºƳŹ�Śºŝ�ŻŹŚºĭō�Ʃĥ�źºƔƳ�ŵŹƺºƯ�ŶƳŚŝ�Ţ�ºǀŶƿ�ƭƺ

ƯƹźŝŚƿ�ĬƳŹ�Ŷ�Ưōǀżƽ�ŵźĭ�ƿŶ�ƃ�Żř�žě�ƹƀ��ƹŹźºŝ�ƺƄºŤƽ��ƵŚĮŤºſŵ�
řŹƹŚƯƽ��ſŹźŝ�ƂƠƴŝ�ƾ�ŵźĭ�ƿŶ������������Ƃƴºĩřƹ�ƶºĩ�Ţºſř�źºĩŷ�ƶŝ�ƭŻǇ
řźŝƽ���źŤĩŚŝ�ƶſ�źƷ�ƽ��ƶŝ�ƮƷ���šŹƺƇƿƳƺǀ�ŤƫŚºƯ�ƮƷ�ƹ�žĪƬĜǀ�žĪƬĜ

Ŷƃ�ƭŚŬƳř���
ƘţǀºǀºƈŤųř�ƲºƇŚǀºŢ��ŝººřźƽŝ�ƶ�ſŵºƈŤųř�ƱŵŹƹō�ŢºƇŚǀºŢ��

řźěƿŚººƷźưƽƱĥ��ŚººƷƽ�invA��hp�ţ�ǈƳƺưƫŚººſǀººƠƾ��pA�ƹchr�
�ƹ�žĩřźŤƳō�pla�ƿſźǀƴǀŚ��ƹ�ŴƄţ�ŢƸūǀ��źŤĩŚºŝ�Ɔƽ��ŚºƷƽ���ŵŹƺºƯ�

źƔƳ����ƂƴĩřƹPCR�řźƃ�Śŝ�ƿƹŹźŝ�ơƺƟ�Ǝƽ��ƵŶºƃ�ũřźŴŤſř�ƭƺƳĥ�
źŤĩŚŝƿŚƸƽƠƴƯ�ƩźŤƴĩ�ƾŶƃ�ƭŚŬƳř�����
Ƙţǀǀ�ſŚƀů�ƲǀŢ���ſŹźŝ�ŢƸūƾ�Ư�ǀ�ſŚƀů�Ʊřżǀ��ŢPCR�Żř���ƹŵ�

ƳƺƬĩ�ƁŹŚưƃ�ƁƹŹƾƹ���ŢƔƬƛDNAŶƃ�ƵŵŚƠŤſř�����
Śţƿǀ���ƩƺƈŰƯ�ŶPCR�������Ɓźºŝ�ƁƹŹ�ƹŵ�ƶºŝ�żƳō�ƿ�ºưƾ���ƩƺƈºŰƯ�

PCR��Ƙţ�ƹ�ǀǀ�ŵŹ�Ʋ�ºƿ����ƩƺƈºŰƯ�ƞPCR���ƀºƳŚĪſǀƴĬ����ƭŚºŬƳř�
Ŷººƃ���ƩƺƈººŰƯbpÎÍÕÐººſŚŝǀžĩřźººŤƳō�ƪŚººſŶūřƹ�ƶººĩ��ƿ�Ţ
ƁźŝHindIII �Ưƾ�ƃŚŝźƏ�Żř��ŶƿżƳř�Ɓźŝ�Ƣƿưƾŷ�ƁƹŹ�ƶŝ��ºƿ�ƪ
ŚţƿǀŶ�ƃŶ��ř�ƶŝƿ����ƫ�ƶŝ�ƶĩ�šŹƺƇ�Ʋƶƫƺ��ƽ�ƹŚů�ƽ�Î�Ư�ǀƫƹźĪǀ�żƳō�źŤƿ�Ʈ

HindIII���żƳō�źƟŚŝ�ƹ�ƿ���ŹřŶƤƯ��ƮÒ�Ư�ǀƫƹźĪǀ�ƺƈºŰƯ�Żř�źŤ�ƩPCR�
����źŤſřźƐƤƯ�śō�Śŝ�ƹ�ƵŶƃ�ƶƟŚƋřƿŚƸƳ�ƮŬů�ƶŝ�ƪƾƿ�ÏÍƯ�ǀƫƹźĪǀ�źºŤ�

ſŹǀ��ř�ƹ�Ŷƿ��ƶŝ�ƍƺƬŴƯ�Ʋ���šŶƯÏ���Źŵ�ŢƗŚºſ���ŚºƯŵƽ�ÐÔ��ƶºūŹŵ���ƽ�
ŤƳŚſƾ�����������žĜºſ�ƹ�ƶºŤƟźĭ�Źřźºƣ�ŵřźºĭÎÍ�Ư�ǀƫƹźĪǀ����Źŵ�Ʊō�Żř�źºŤ��Ʃĥ

�ſŹźŝ�ŻŹŚĭōƾ�ŵźĭ�ƿŶ��Ƥŝ�ƹǀƶ��ƽ��ŨĪţ�šǇƺƈŰƯ�ǀ�����Śºŝ�ƵřźưƷ�ƵŶƃ�ź
řźěƿŚƷźưƽ�ƺƬū�ƾƿ��ŞƤƗ�ƹ�ƾ�Ʊō����ƀƳŚĪſ�ƽřźŝ�ŚƷ�����Ţĩźºƃ�ƶºŝ�Ĭƴǀ

Ŷƿŵźĭ�ƩŚſŹř�ƶƏƺŝźƯ���
ƫŚƳōǀż�žƳŚĪſ��ŵŹƿƞ�ŚƷƽ�Źŵ�ƿŤƟŚƾ�������Żř�ƪºƇŚů�žƳŚĪºſ�ƪƯŚƃ�
řźěƿŚƷźưƽ�F�ƹ�R�źƷ����źƔƳ�Żř�ƶƘƐƣ���ƮƷ�ƹ�Ţƣŵ�ƳŚƃƺěƾ�����ƮºƷ�Śºŝ�

ſŹźŝƾ�ŵźĭ�ƿŶ�����ƷŚţƺĩ�ƶŝ�ƶūƺţ�Śŝƾ�ƵŻřŶƳř���ƽ����ŵƺºŝ�ŹŚƔŤƳř�šŚƘƐƣ��
��Ż�ŹřŶƤƯ�ƶĩƿŵŚƽ�ƮƷ��ƳŚƃƺěƾ�ŵƺūƹ���ŶƃŚŝ�ƶŤƃřŵ��řźŝƽ��ŚºſŚƴƃ�ƾƿ�

ƮƷ�ƳŚƃƺěƾƶƯŚƳźŝ�Żř��ƽDNASIS VerÏ�Ó ���Ţĩźºƃ�ŢųŚºſ�
ƷǀģŚŤƾ��Ŷƃ�ƵŵŚƠŤſř���Ŷŝƿ���ŚƟ�ƶĩ�ƪĪƃ�Ʋ�ºƿ��ŹŚŤºƃƺƳ�ƪƽ���žƳŚĪºſ�
řźěƿ�źưFŚŝ�Reverse Complement �řźě�žƳŚĪºſ�ƿ��źºưR�
ŚƤƯƿ�ŵźĭ�ƶƀƿ�������ƶƯŚƳźŝ�Żř�ƵŵŚƠŤſř�Śŝ�ƹ�ŶALIGN�����ƹ�ƪƈŤƯ�ƮƷ�ƶŝ�
�ƹ�Śŝƿřźƿ����ƬºƇř�žƳŚĪſ�Ʊō�Ƃƾ��řźºŝ�ƽ��������Ŷºƃ�ƪºƇŚů�ƶºƘƐƣ�źºƷ���

žƳŚĪſ�ŚƷƽ��ŚƳźŝ�Śŝ�ƪƇŚů�ƶƯ�ƽ�BLASTÏ�Ï�Ö��ÎÓ����ĨºƳŚŝ�Śŝ
�ŚƤƯ�Ʊĥƿ��ŢƷŚŞƃ�ƹ�ƶƀ���šƹŚƤţ�ƹ�ŚƷ��ŚſŚƴƃ�ŚƷƾƿ�ŵźĭ�ƿŶ�����ƶºƯŚƳźŝ�Żř

DNASIS�Ƴ�ǀ�ŚƤƯ�ŢƸū�ż�ºƿƶƀ�ƽƹŵ����ř�Żř�ƪºƇŚů�žƳŚĪºſ�ºƿ�Ʋ
ƤŰţººǀ�ŚººſŚƴƃ�ƹ�ƖººūźƯ�žƳŚĪººſ�Śººŝ�ƢƾƿƯ�ººǀ�ƹ�ŢƷŚŞººƃ�Ʊřż� �



�ƱřŹŚƨưƷ�ƹ�ƾƳŚƃƹźƟ�ƽźƠƇ�žĭźƳ 
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��Ŷºººƃ�ƵŵŚƠŤºººſř�žƳŚĪºººſƹŵ�ƽŚƷŶºººǀţƺŘƬĩƺƳ�šƹŚºººƠţ�ÎÓ��� �
��
ƿƶŤƟŚ��ŚƷ��

�����Uniplex�ƹ�Multiplex PCRƺſ�ƿŚƷ�ƶƽŵŹřŶƳŚŤſř���
��Źŵ�ƶĩ�ƱŚƴĤưƷ���ƪĪƃÎ�ŵƿ�Ư�ƵŶƾ�ŵƺƃ��ŤƳǀƶŬ�ƽſŹźŝ�ƾƶƳƺưƳ����ŚºƷ

Śŝ�Ñ��řźě�ŢƠū�ƿźư��ŵřŵ�ƱŚƄƳ��řźě�ƶĩƿ����ƪĪƃ�ƶŝ�ŚƷźưƿƳƺƾ���žºĪƬě�
�ŤƫƺƯ�ƹƾ�����ƵŻřŶƳř�Śŝ�ŶƳŚŝ�ŹŚƸģ�žĪƬě��ŚƷƽ�ÒÏÍ�ÑÕÖ�ÎÓÑ�ƹ�ÎÍÕÐ�

��ƺººſ�Źŵ�řŹ�ŻŚººŝ�ŢººƠūƿƶ�ŚººƷƽ�řźě�Śººŝ�žĩřźººŤƳō�ƿźººư�ÎÏÖ��
ţǈƳƺưƫŚººſǀƠƾřźě�Śººŝ�ƿźººư�T��ƿººſźǀƴǀŤƀººě�Śǀžřźě�Śººŝ�ƿźººư�F�

��řźě�Śŝ�žĩřźŤƳōƹƿ��źưÎÏÒ�ř�ƿ���Ţºſř�Ƶŵźĩ�ŵŚŬ���ƪĪºƃ�Ï��ºſŹźŝ��ƾ�
ƶƳƺưƳ����Śŝ�ŚƷÑ��řźě�ŢƠū�ƿ�����řźě�ƶĩ�Ƶŵřŵ�ƱŚƄƳ�řŹ�źưƿ�����ƪĪºƃ�ƶºŝ�ŚƷźư

ººƿƳƺƾŤƫƺººƯ�ƹ�žººĪƬě�ƾ�ƵŻřŶººƳř�Śººŝ�ŶººƳŚŝ�ŹŚººƸģ�žººĪƬě��ŚººƷƽ�
ÎÓÑ�ÐÔÐ�ÒÏÍ�ÎÍÕÐŹŵ�řŹ�ŻŚººŝ�ŢººƠū��ƺººſƿƶ�ŚººƷƽ�žĩřźººŤƳō�

řźěŚŝƿźư�ÎÏÖ��ƺưƫŚſ�ǈƳ�ţ�ǀƠƾ�Śŝ��řźěƿźư�SÎÏ���ƿ�ºſźǀƴǀ��Ťƀºě�Śǀ�ž
řźěŚººŝƿźưFřźººŤƳō�ƹ�řźě�Śººŝ�žĩƿ�źººưÎÏÒř�ƿŢººſř�Ƶŵźººĩ�ŵŚººŬ.�

Multiplex PCR�ƪĪƃ�ÐŤƫƺƯ�ƾě�žĪƬě�ƾ��ºſƾ����ƶºſ�źºƷ�Źō� �
ƺſƿ��źŤĩŚŝ�ŵŹřŶƳŚŤſř�ƶƽ�ŚƷƽ���ŹƺƏ�ƶŝ�ŵřŵ�ƱŚƄƳ�řŹ�źƔƳ�ŵŹƺƯ�ƽ��ƶºĩ�

���řźě�ŢƠū�Ūƴě�Śŝƿ�ƇŚƈŤųř�źưƾ�PCR�����Ţºſř�ƶºŤƟźĭ�ƭŚŬƳř����ƶºĩ�
��ººƯ�šŚººƘƐƣ�ƭŚººưţ�Źƺƌººů�Ţººſř�Ƶŵřŵ�ƱŚƄººƳ�řŹ�ŹŚººƔŤƳř�ŵŹƺ��� �

ſŹźŝƾ�ƇŚƈŤųř�ƾ���Ʊŵƺŝ�PCR����ƶºŝ�ƶūƺţŚŝ����ƪĪºƃ�Î�Ï�Ð���ƶºƧ
ƳŚŤƿ�ƇŚƈŤųř�Ūƾ��ŤƫƺƯ�Ʊŵƺŝ�ƾ��ě�žĪƬě�ƾ�ſƾ���řźě�ƹ�Źōƿ�Ƴ�řŹ�ŚƷźưǀ�ż

�Ư�ƱŚƄƳƾ�ŶƷŵ��ƶŝ��ŹƺƏƽ��řźě�ƶĩƿŚƷźưƽ��ƇŚƈºŤųř�ƾ����źŤĩŚºŝ�ƶºſ�ƽ�
ƿººſźǀƴǀŤƀººě�Śǀţ�ǈƳƺưƫŚººſ�ƹ��žĩřźººŤƳō��žǀººƠƾŹƺƯ�ººƿ�Śººŝ�ƭƺ

źŤĩŚººŝƽ�ŚººƷƽƟŚŤººſř�ǀĩƺƬ�ººƃ��ŽƺººŗŹƹř�ŽƺĩƺǀŘƳƺººſ�ǈĮƾ��
ƃźƃřǀƬĩŚƾ��ƫŚĪƟ�ŽƺĩƺĩƹźŤƳř��ǀ���ūƹźŗō�ŽŚƳƺƯƹŵƺºſ��žǀ���řŻƺºƴ

ſǀŶƳƹźƟźŤĩŚŝƹźŤƽ�ƃřźſ��ǀ��ƀŞƬĩ��żƴƀſŹŚƯ�Śǀ�ƳƺƯƺƴě�ǈǀ�����ƶºŝ�ƶºĩ�Ś
��ƠƴƯ�ƩźŤƴĩ�ƱřƺƴƗƾ��ŶƳŶƃ�ƵŵŚƠŤſř�����ŵŹƺƯ�PCR���ƶºĩ�ŶºƴŤƟźĭŹřźƣ�

Ʒǀ�ŶƳŚŝ�Ūƽ�ř�ƿ���ř�ƹ�ŶƳŵźĪƳ�ŵŚŬƿ��ƵŶƴƷŵ�ƱŚƄƳ�Ʋ�ƽƇŚƈŤųř�ƾ�Ʊŵƺŝ�
řƿřźě�ƲƿŚƷźưŢſ����
Ƙţǀǀ�ſŚƀů�ƲǀŢ��ƶŞſŚŰƯ��ƽ���ƭƺƳĥ�ŢƔƬƛ����ęřŹŵ�ƺƳŚºƳ�ƵŚĮŤºſŵ�Śŝ

�����ŢƔƬƛ�ƶĩ�ŵƺưƳ�ƆŴƄƯDNA�ƯƺƳĥƾ���ƩŵŚƘƯ�ÔÒ���Źŵ�ƭźĭƺƳŚºƳ��
ƯǀƫƹźĪǀ�Ư�źŤƾ���������ƪĪºƃ�Źŵ�ƶºĩ�ƱŚºƴĤưƷ�ŶºƃŚŝÑŵ��ºƿ�ºƯ�ƵŶƾ����ŵƺºƃ

ſŹźŝƾ��ŢƣŹ�Śŝ��ŚƷƽ�������ŢºƣŹ�Śºţ�ƞƬŤŴƯ�Ñ�ÎÍ������Śºŝ�ƭƺºƳĥÒ���ŢºƠū�
řźěƿ�ƇŚƈŤųř�źưƾ�����Ư�ƱŚƄƳ�řŹ�ŜſŚƴƯ�ŶƳŚŝ�ƾ������ſŚƀºů�ƶºĩ�ŶºƷŵǀ�Ţ

�ƀŝ�ƁƹŹǀ�������ř�ƶŝ�ƶūƺţ�Śŝ�ƹ�Ţſř�ŜſŚƴƯ�ŹŚƿ���ºĜĩ�ŵřŶƘţ�ƶĪƴƾ���ƭƺºƳĥ�
źŝřźŝÎÍÔ��Ò�Î�Źŵ��ÔÒ���������ƭƺºƳĥ�ƭźĭƺƳŚƳ�źƷ�Ɩƣřƹ�Źŵ��Ţſř�ƭźĭƺƳŚƳ�

��ŶūřƹÎÍÓ�Ï�Ĝĩ�ƾ�Ư�ƾ�ŶƃŚŝ��Źŵ�ŤƳǀ�ſŚƀů�ƶŬǀ����ƩŵŚƘƯ�ƁƹŹ�ŢÎ�
��ŚţÎÍ�Ĝĩ�ƾ��ƹ�Ţſř����źŤĩŚŝ�źƷ�Ʊƺģƽ�ƿ��ºĜĩ�Ĩƾ�����ŵŹřŵ�řŹ�ƭƺºƳĥ�Żř���

řźŝŚƴŝƿ��ſŚƀºů�Ʋǀ�����ƩŵŚºƘƯ�ƁƹŹ�ŢÎ����Śºţ�ÎÍ��źŤĩŚºŝ�ƽ��ºƯ�ƾ��ŶºƃŚŝ��
ſŹźŝƾ�ſŚƀů�ǀ����ƴƬĩ�ƁŹŚưƃ�ƁƹŹ�ƶŝ�Ţƾ�Ƴ�ǀř�żƿŤƳ�ƲǀŚţ�řŹ�ƶŬƿǀ�Ŷ
ŵƺưƳ����

��
�ƩƹŶūÎ��ƽźŤĩŚŝ�Ţƀǀƫ�ƢǀƤŰţ�Ʋƿř�Źŵ�ƵŵŚƠŤſř�ŵŹƺƯ�ƾƠƴƯ�ƩźŤƴĩ�ƽŚƷ��

ƶǀƸţ�ƪŰƯ��ƶƿƺſ�ƵŹŚưƃ��ƮƀǀƳŚĭŹřƹźĪǀƯ�ƭŚƳ��
pasture Iran ATCC 25923 Staphylococcus areus 

 ATCC 9290 Shigella sonnei 
 ATCC 25922 Esherichia coli 
 ATCC 29212 Enterococcus faecalis 
 ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa 
 PTCC 1600 Citrebacter freundi 
 PTCC 1111 Serratia marcesens 
 ATCC 7881 Klebsiella pneumonia 
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�ƩƹŶūÏ�ƢǀƤŰţ�Ʋƿř�Źŵ�ƵŶƃ�ƵŵŚƠŤſř�ƽŚƷźưƿřźě�šŚƈŴƄƯ� 

źưƿřźě�ƵŹŚưƃ ŚĮƿŚūŶǀưſǈě��Ʊĥ�Ƶ�ƭƹŻƺƯƹźĩ ƩƺƈŰƯ�ƵŻřŶƳř ƲǀŘţƹźě 

SÎÏ-sÎÐ�ǈƳƺưƫŚſ ƭƹŻƺƯƹźĩ ÐÔÐbp��invA 

TǈƳƺưƫŚſ� ƭƹŻƺƯƹźĩ ÑÕÖbp hp 

ÎÏÒ�ÎÏÓ�žĩřźŤƳō�HindIII PXOÎ ÎÍÕÐ bp�ŚſŶūřƹƿŢ pA��
ÎÏÖ-ÎÐÍ�žĩřźŤƳō ƭƹŻƺƯƹźĩ��ÎÓÑ bp chr 

Yer�ƿſźǀƴǀŚ pPstÎ ÒÏÍ bp pla 

��
�ƩƹŶūÐ��ř�ƽŚƷźưƿřźě�žƳŚĪſƢǀƤŰţ�Ʋƿř�Źŵ�ƵŶƃ�ƵŵŚƠŤſ 

SÎÏF:                          gta    ttg    ttg    att    aat    gag    atc   cg��
SÎÐR:                         ata    tta    cgc   acg     gaa    aca   cgt   t          ��
Salmonella TF:          tgt   ccg   ctg     tct    gaa    gtc    atc                   ��
Salmonella TR:          atc    tca    ggc   aaa   ctc   aca    agg     g               ��
Antherax ÎÏÒ:             tta    atg     cga    ttg    tct    acg     at                  ��
Antherax ÎÏÓ:            gat    caa      ttg    cga   ccg    tac   ttg    aa            ��
Antherax ÎÏÖ:             ccc   agg   ggg     aca     aac   gat   agc    tcc          ��
Antherax ÎÐÍ:             aac   gat    agc    tcc     tac     att    tgg     ag               ��
Yersinea YerF:           tgg      act    tgc   agg   cca    gta    tcg     c              ��

��
�ƩƹŶūÑ�žĪƬě�ƾŤƫƺƯ�ŶƴƿřźƟ�Źŵ�ƵŶƃ�ƵŵŚƠŤſř�šŚŞǀĩźţ�ƹ�źƿŵŚƤƯ�PCR��

ƞƿŵŹ��ŵřƺƯ��ŹřŶƤƯ��
Î���ƾƤƿŹżţ�źƐƤƯ�śō����Ó�ÎÔƩƺƯƺĪǀě���
Ï���źƟŚŝ����x�ÎÍ �������������Ò�ÏƩƺƯƺĪǀě���
Ð���� ��MgclÏmM��������ÎƩƺƯƺĪǀě���
Ñ��������dNTPmix (ÎÍÍmM each)��Ò�ÍƩƺƯƺĪǀě���
Ò��źưƿřźě��F������ÎƩƺƯƺĪǀě���
Ó��źưƿřźě�R����ÎƩƺƯƺĪǀě���
Ô�������DNA����ÎƩƺƯƺĪǀě���
Õ������  �ƮƿżƳřTaq������������Ï�ÒŢǀƳƺƿ���
Ö��  ��������Ɩưū���ÏÒ�ƩƺƯƺĪǀě���

��
��
��
��
��
��
��
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��
��

��
��

�ƪĪƃÎ���ŪƿŚŤƳUniplex�ƹ�Multiplex PCRƶƳŚų����ƽƵŹŚưƃ��ƽ�Î���źưƿřźě�Śŝ�žǀŤƀě�ŚǀƴǀſźƿYer��ŶƳŚŝ�ƵŻřŶƳřÒÏÍ���ƶƳŚų�ƽƵŹŚưƃ��ƽ�Ï��
�źưƿřźě�Śŝ�žĩřźŤƳōÎÏÒ��ŶƳŚŝ�ƵŻřŶƳř�ÎÍÕÐ���ƶƳŚų�ƽƵŹŚưƃ��ƽ�Ð���źưƿřźě�Śŝ�ǈƳƺưƫŚſT��ŶƳŚŝ�ƵŻřŶƳřÑÕÖ���ƶƳŚų�ƽƵŹŚưƃ��ƽ�Ñ��źưƿřźě�Śŝ�žĩřźŤƳō�ÎÏÖ�

��ŶƳŚŝ�ƵŻřŶƳřÎÓÑ���ƶƳŚų�ƽƵŹŚưƃ��ƽ�ÒƯ�ƱŻƹ�ƾƫƺĪƫƺ��ƶƳŚų�ƽƵŹŚưƃ���Óƾě�žĪƬě�ƾŤƫƺƯ��ƾſ�žǀŤƀě�Śǀƴǀſźƿ�ƾƇŚƈŤųř�źưƿřźě�ŢƠūŹŚƸģ�Śŝ�ŹōYer��
�žĩřźŤƳōÎÏÒ��ǈƳƺưƫŚſT�žĩřźŤƳō��ÎÏÖƶƳŚų��ƽ�ƵŹŚưƃ�Ô��ƾƠƴƯ�ƩźŤƴĩ���

��

��
��

�ƪĪƃÏ���ƶºŬǀŤƳ�ƽ�Uniplexƹ�Multiplex PCR��Śºŝ�řŹ�Ñ����Ţºſř�Ƶŵřŵ�ƱŚƄºƳ�źºưƿřźě�ŢºƠū����ƶºƳŚų�ƽ�Î��ƿ����źºưƿřźě�Śºŝ�žǀŤƀºě�Śǀƴǀºſź�Yer� �
��ŶƳŚŝ�ƵŻřŶƳř�ÒÏÍ���ƶƳŚų�ƽ�Ï��źưƿřźě�Śŝ�žĩřźŤƳōÎÏÒ���ŶƳŚŝ�ƵŻřŶƳřÎÍÕÐ���ƶƳŚų�ƽ�Ð���źưƿřźě�Śŝ�žĩřźŤƳōÎÏÖ��ŶƳŚŝ�ƵŻřŶƳř�ÎÓÑ���ƶƳŚų�ƽ�Ñ���ǈƳƺưƫŚſ

źưƿřźě�Śŝ�SÎÏ���ŶƳŚŝ�ƵŻřŶƳřÐÔÐ���ƶƳŚų�ƽ�Ò��ƶƳŚų�ƾƫƺĪƫƺƯ�ƱŻƹ��ƽÓ��ƾě�žĪƬě�ƾŤƫƺƯ�ƾſ��Śŝ�ŹōŹŚƸģ�Żř�Ţſř�šŹŚŞƗ�ƶĩ�ƾƇŚƈŤųř�źưƿřźě�ŢƠū��
źưƿřźě�Śŝ�žĩřźŤƳō�ÎÏÖźưƿřźě�Śŝ�ǈƳƺưƫŚſ���SÎÏźưƿřźě�Śŝ�žǀŤƀě�Śǀƴǀſźƿ���Yerźưƿřźě�Śŝ�žĩřźŤƳō���ÎÏÒ��ƶƳŚų�ƽ�Ô��ƾƠƴƯ�ƩźŤƴĩ���

��
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��
�ƪĪƃÐ��ŪƿŚŤƳ�MultiplexPCRŢſř�Ƶŵřŵ�ƱŚƄƳ�řŹ�ƾƇŚƈŤųř�źưƿřźě�ŢƠū�Ūƴě�Śŝ���ƶƳŚų�ƽ�Î��ƾě�žĪƬě�ƾŤƫƺƯ�ƾſ��Śŝ�žǀſřźŤƳō�ŽƺƬǀſŚŝ��Źō
�źưƿřźěÎÏÖ��ƵŻřŶƳř�ƽ�ŶƳŚŝ�ÎÓÑ��źưƿřźě�Śŝ�ǈƳƺưƫŚſ��SÎÏ���ƵŻřŶƳř�ƽ�ŶƳŚŝ�ÐÔÐ��źưƿřźě�Śŝ�ǈƳƺưƫŚſ��T��ƵŻřŶƳř�ƽ�ŶƳŚŝ�ÑÕÖ��źưƿřźě�Śŝ�žǀŤƀě�Śǀƴǀſźƿ��

Yer��ƵŻřŶƳř�ƽ�ŶƳŚŝ�ÒÏÍ��źưƿřźě�Śŝ�žǀſřźŤƳō�ŽƺƬǀſŚŝ��ÎÏÒ��ƵŻřŶƳř�ƽ��ŶƳŚŝÎÍÕÐ���ƶƳŚų�ƽ�Ï��ƶƳŚų�ƾƫƺĪƫƺƯ�ƱŻƹ�ƽ�Ð��ƾƠƴƯ�ƩźŤƴĩ��
��

�����������������������
ƪĪƃ�Ñ�ƪĪƃ�����������������������������������������������ƞƫř�Ñ��ś���

��

������������������
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�ƪĪƃÑ��ƪĪƃ�����������������������������������������������ũÑ�ŵ���

��
�ƪĪƃÑ�Ƶ���

�ƪĪƃÑ���ƩŚƿźſ�ŢƣŹ�ƶŝ�ƍƺŝźƯ�ŪƿŚŤƳDNA�źưƿřźě�ŢƠūŚŝ�T�ƾƠǀţ�ǈƳƺưƫŚſ��ƵŻřŶƳř�ƽ�ŶƳŚŝ�ÑÕÖ��ƪĪƃ�Ñ�ƞƫř��ƩŚƿźſ�ŢƣŹ��DNA�ŢƠū�Śŝ�
�źưƿřźěSÎÏ�ÎÐ��ƵŻřŶƳř�ƽ�ŶƳŚŝ�ÐÔÐ���ƪĪƃÑ�ś�ŢƣŹ���ƩŚƿźſ�DNA�źưƿřźě�ŢƠū�Śŝ�ÎÏÖ�žĩřźŤƳō��ƵŻřŶƳř�ƽ�ŶƳŚŝ�ÎÓÑ����ƪĪƃÑ�ũ��ŢƣŹ��

�ƩŚƿźſDNA�źưƿřźě�ŢƠū�Śŝ�ÎÏÒžĩřźŤƳō��ƵŻřŶƳř�ƽ�ŶƳŚŝ�ÎÍÕÐ���ƪĪƃÑ��ŵ���ƩŚƿźſ�ŢƣŹ�ƹDNA�źưƿřźě�ŢƠū�Śŝ�Yer�žǀŤƀě�Śǀƴǀſźƿ�
�ƵŻřŶƳř�ƽ�ŶƳŚŝ�ÒÏÍ���ƪĪƃÑ�Ƶ�����źưƿřźě�Śŝ�ǈƳƺưƫŚſTƹ�sÎÏ���ƪĪƃÑ�Îśƹ�ƞƫ���ƶƳŚų�ƽ�Î��ƆƫŚų�ƭƺƳĥ�ƶƳƺưƳ��ƶƳŚų�ƽ�Ï��DNA�ŢƣŹ�Śŝ�ÎÍ-

ÎƶƳŚų���ƽ�Ð��DNA�ŢƣŹ�Śŝ�ÎÍ-Ï�ƶƳŚų��Ñ��DNA �ŢƣŹ�Śŝ�ÎÍ-Ð�ƶƳŚų�ƽ�ÒDNA.�ŢƣŹ�Śŝ�ÎÍ-Ñ�ƶƳŚų�ƽ�Ó��ƾƫƺĪƫƺƯ�ƱŻƹ���źưƿřźě�Śŝ�žĩřźŤƳōÎÏÒ�
��ŶƳŚŝ�ƵŻřŶƳřÎÍÕÐ���ƪĪƃÑ��ŵ���ÎÏÖ���ŶƳŚŝ�ƵŻřŶƳřÎÓÑ���ƪĪƃÑ��ũ��Śŝ�žǀŤƀě�Śǀƴǀſźƿ�ƹ�źưƿřźě�Yer��ŶƳŚŝ�ƵŻřŶƳřÒÏÍ���ƪĪƃÑ�Ƶ���ƶƳŚų�ƽ�
Î�DNA ƆƫŚų���ƶƳŚų�ƽ�Ï��ƾƫƺĪƫƺƯ�ƱŻƹ��ƶƳŚų�ƽ�Ð�DNA�ŢƣŹ�Śŝ�ÎÍ-ÎƶƳŚų���ƽ�Ñ��DNA�ŢƣŹ�Śŝ�ÎÍ-Ï�ƶƳŚų���ƽ�Ò�DNA�ŢƣŹ�Śŝ�ÎÍ-Ð��

ƶƳŚų�ƽ�Ó��DNA�ŢƣŹ�Śŝ�ÎÍ-Ñ� 

��

��
�ƪĪƃÒ���ƩƺƈŰƯ�ƁźŝÎÍÕÐbp�Ƃƴĩřƹ�PCRƮƿżƳō�Ǝſƺţ�� HindIII��

��
ŰƯ�ŶǀƿŚţ�Ƃƴĩřƹ�ƩƺƈMultiplex PCR�źưƿřźě�Śŝ�žĩřźŤƳō�

ÎÏÒ� �ƩƺƈŰƯ�ƾưƿżƳō�Ɓźŝ�Żř�ƪƇŚů�ŪƿŚŤƳÎÍÕÐ bp��Ǝºſƺţ�
�����ƵŶƴƷŵ�Ɓźŝ�źŧǇřŵƹŶŰƯ�ƮƿżƳōHindIII���ƵŻřŶƳř�Śŝ�ƶƘƐƣƹŵ�����ƽŚƷ

ÓÖÓbp���ƹ�ÐÕÓbp��ƾƯ�ƪƇŚů���������ƵŶºƴƴĩ�ŶºǀƿŚţ�ƶºĩ�ŵƺƃ����ƾŤºſŹŵ�ƽ
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������ŢſŚƷźưƿřźě�Ǝſƺţ�ƵŶƃ�ŵŚŬƿř�ƩƺƈŰƯ����ƪĪºƃÒ����ƶƀºƿŚƤƯ���ƽ
�ƈººººŰƯ�Ɲŵřźººººţ�ƩƺPCR�ƽŚººººƷźưƿřźě�ÎÏ�Ʊĥ�ƹ�invA�� �

�����������ƩƺƈºŰƯ�Żř�ƪºƇŚů�žƳŚĪſ�ƾƳŚƣƺƟ�ƶŤƃźƳĥ�ĨƳŚŝ�ŻřPCR��ƹ�
ƶŤƃŹ����������ƾºƯ�ƖºūźƯ�Ʊĥ�žƳŚĪºſ�ƾƳŚŤŰţ�ƽ���ŶºƃŚŝ����ƽŚƷŶºǀţƺŘƬĩƺƳ� �

����ƵŚººĮƿŚū�Źŵ�źŤŤººƃŹŵ�Ɲƹźººů�Śººŝ�šƹŚººƠŤƯÎÏÑ��ÏÐÏ�ƹ�ÏÐÐ�
ƆŴƄƯ�ŵźĭ��ºƿ��Ţºſř�ƵŶ���ƶºƳŚų��ƽ�Î������ƶºƳŚų��ƾƫƺºĪƫƺƯ�ƱŻƹ��ƽ�Ï��

���Ƃƴĩřƹ�ƩƺƈŰƯPCR���ÎÍÕÐbp��ƶƳŚų��ƽ�Ð������ƮƌºƷ�ƩƺƈºŰƯ
����ƮƿżƳō�Ǝſƺţ�ƵŶƃHindIII��ƶƳŚų��ƽ�Ñ��������ƵŶºƃ�ƮƌºƷ�ƩƺƈºŰƯ

�ƮƿżƳō�ƎſƺţHindIII���
��

ŦŰŝ��
������ř�Źŵƿ�ſŹźŝ�Ʋƾ��ƶƳƺưƳ�Żř���ŚºƷƽ��Ťºſř��������ƶºĩ�Ŷºƃ�ƵŵŚƠŤºſř�ŵŹřŶƳŚ
řźěƿŚƷźưƽ���ŝ�ƵŶƃ�śŚŴŤƳř�ƶ��ƇŚƈŤųř�ŹƺƏƾ������ŴƄºţ�ƶºŝ�ŹŵŚºƣ�ǀ�Ɔ

��ƹ�ƪƯŚƗ�ƭƺƳĥƿ�ř�ƱǇƹźƿ��źŤĩŚŝ�ƶſ�Ʋƽ�ƴĤưƷ�ƹ�ǀƶƳƺưƳ�Ʋ�ƽƤŤƀƯ�ǀ�Ʈ
�ƹ�Ƶŵƺŝ�Ʒ�ǀĢ��ŴſŚě�ƶƳƺĭƾ��Śſ�Śŝ�ƿ�źŤĩŚŝ�źƽ�ŚƷƽ������ƹ�ƵŵřƺƳŚºų�ƮƷ��ºƿ�Ś
źŤĩŚŝƽ�ŚƷƽ�ŵ�ƿźĮƽ�����ƶƳƺưƳ�Źŵ�Ţſř�ƲĪưƯ�ƶĩ���ƽ�Ƭĩ�ǀƴǀĪƾ��ŵƺūƹ�

�ŶƃŚŝ�ƶŤƃřŵ��ř�ƿ��ƵŵźºĪƳ�ŵŚŬ�����ƵŻřŶºƳř�ƹ�ŶºƳř��ƽ���řźě�šŚºƘƐƣ�ƿ�ŚºƷźưƽ�
���ƺŰƳ�ƶŝ�ƵŶƃ�śŚŴŤƳřƽ����ĪƠţ�ƱŚĪƯř�ƶĩ�Ţſř�ǀ������Śºŝ�ƶºƘƐƣ�ŹŚƸģ�Ĩ

ƵŻřŶƳř�ŚƷƽ�ÎÓÑ��ÐÔÐ��ÑÕÖ�ÒÏÍ��ÎÍÕÐ������ƶºŝ�ŻŚŝ�ŢƠū���ŢƫƺƸºſ
�ſ�Śŝǀ�ŵŚƗ�ƮŤƀƽ�������ŢƔƬƛ�Śŝ�ŻŹƺƟźŤĪƫř�Ʃĥ�ŻŹŚĭō�Î���Śţ�Ò�Î��ŶƇŹŵ�

�ŵŹřŵ�ŵƺūƹ������ř�Żř�ƵŵŚƠŤºſř�Śŝ�ºƿ�����ŴƄºţ�ƱŚºĪƯř�ƁƹŹ�Ʋǀ�źºſ�Ɔƿ�Ɩ
�Ƹţ��ƭƺƳĥǀƶ��ƽ����ƶųźģ�ƭŚŬƳř��Ƃƴĩřƹ�ƍƺƬŴƯ���ŚºƷƽ�PCR��źºſ�ƿ�Ɩ

��ŻŹƺƟƹźŤĪƫř�ƹŚůƽ��ţř�ƵŵŚƯ�ǀŶƿ�ŚƯƹźŝ�ƭƺƿŶ����ºſŹźŝ�ƹƾ�ŤƳ�ǀ���Źŵ�ƶºŬ
��ƵŚĮŤſŵUV�Źŵ�����Żř�źŤưĩÖÍ�ƣŵ�ǀ���ŵŹřŵ�ŵƺºūƹ�ƶƤ��Źŵ�ƁƹŹ��ŚºƷƽ�
ƩƹřŶŤƯ��ŴƄţ�ǀ��Ƴ�ŚƷǈƳƺưƫŚſ�Ɔǀ���ƳǇƺºƏ�ƱŚƯŻ�ŶƴƯŻŚƾ����ƶºĩ�Ţºſř�

�řŹŚĩ�ŶƣŚƟƾƿ��ŴƄţ�ŢƸū�ƭŻǇ�ǀźſ�Ɔƿř�Ɩƿ�źŤĩŚºŝ�Ʋƽ�ºƯ�ƾ��ŶºƃŚŝ�
��ř�Źŵ�ŚƯřƿ��ŴƄţ�ƁƹŹ�Ʋǀ�ƀŝ�Ɔǀ�źſ�ŹŚƿ��Ư�ƭŚŬƳř�Ɩƾ��ŵƺºƃ��Ö����Źŵ

ººƿƤŰţ�Ĩººǀ�ƶŝŚƄººƯ�Ƣ�ƁƹŹ�ŻřPCRŴƄººţ�ŢººƸū�ǀ�ƪººƯŚƗ�Ɔ
��ĪƠţ�ƹ�ƶŞƈůǀ���Śſ�Żř�Ʊō�Ĩƿ�źŤĩŚŝƹźŤƳř�źƿ���ưƷ�ƹ�ŚƷ�ƶſŚƴĤǀ�Śſ�Ʋƿ�ź

���Ţſř�ƵŶƃ�ƵŵŚƠŤſř�ŚƷǈƳƺưƫŚſ�����ŚºƸƴţ�ƶĩ��ºƿ����źŤĩŚºŝ�ƕƺºƳ�Ĩƽ���ƶºĩ�
���Ţſř�ƶŞƈů�ƪƯŚƗ�ƱŚưƷ���ƃ�ŵŹƺƯ�ŚſŚƴƾƿ����ŢºƟźĭ�Źřźºƣ������Źŵ�ŚºƯř�

�ƤŰţ�ƁƹŹǀ�ųř�Ƣǀ�����ƵŵřƺƳŚºų�Żř�ƞƬŤŴƯ�ƶƳƺĭ�ƶſ�ź��ŚºƷƽ��šƹŚºƠŤƯ�
źŤĩŚŝƽ����šƹŚºƠţ�Śŝ�ŚƷ��ŚºƷƽ��źƷŚºƓ�ƽ���ƫŚºŝ�ƹ�ǀƴƾ����ƶºŝ�šƹŚºƠŤƯ����ŹƺºƏ

���Źŵ�ƱŚƯżưƷƿ��ŚƯŻō�ƶƫƺƫ�Ĩƿ��ŚſŚƴƃ�ŵŹƺƯ�Ƃƾƿ�źƣ��ŢƟźĭ�Źř��ÎÔ���
ƤƤŰƯǀ��ŴƄţ�ŢƸū�Ʋǀ�ƫƺĪƫƺƯ�Ɔƾ��ţ�ǈƳƺưƫŚſ�ǀ�ºƠƾ�řźě�ƿ�ŚºƷźưƽ�
ƠƬŤŴƯƾ���ŵŹ�ŽŚſř�źŝ��ºƿ�Ʊĥ�ƞ��ŚºƷƽ�����ƵŶºƃ�ƶŤųŚƴºƃ��tyv,flic-

d,flic-a,viaB,prt,spvCººůřźƏ�řŹ�ƾººſŹźŝ�ƹ�ƾŶººƳŵƺưƳ��
�ÎÕ����ř�šƹŚƠţ�ºƿ�ƤŰţ�Ʋ�ºǀ���ƤŰţ�Śºŝ�Ƣ�ºǀ��Ƣ�źºƋŚů�ř��ºƿ���ƶºĩ�Ţºſř�Ʋ
řźěƿŚƷźưƽ�ƠƬŤŴƯ�ƾ���ºůřźƏ�ŵŹƺƯ�ƾ�����������źºŝ�ƱŚºƯŻ�ƶºĩ�ŢºƟźĭ�Źřźºƣ�
ƀƷ����ŹŚĩ�ƹ�ŶƴŤ�����Ʊĥ�ƹ�Ţºſř�źţŹřƺºƃŵ��ŚºƷƽ����ƵŵŚƠŤºſř�ŵŹƺºƯ����ŚºƸƴţ�
Ʊĥ�ŚƷƽ�ƹ�ƿ�Śŝ�ŚºưŤů�ƶĩ�ŶƳŵƺŝ�žƳǇƹź�ºƿ�ƶºƳƺưƳ�Żř�Ŷ��ŚºƷƽ��ƫŚºŝǀƴƾ�

��ƵŵƺƫōƸţǀ��ƶŶƳƺƃ���Źŵ�ŚƯř�ŚŤƳƿ�ŚƯŻō�ŪƿƂ�źƋŚů�����ºƯ�ƮºƷ�ƾ����Żř�Ʊřƺºţ
Ʊĥ�ŚƷƽ�ƹ�ƿ�ƹ�žƳǇƹź�ƛ�ƮƷǀƹ�źƿřźŝ�žƳǇƹźƽŴƄţ�ǀŝ�ƆǀŹŚưƽ�

���ŵźĩ�ƵŵŚƠŤſř��Źŵƿ�ſŹźŝ�Ĩƾ������řźě�ŢºƠū�Ūƴºě�Śŝ�ƿ��Ư�źºư�ºƴŤŞƾ���źºŝ�
Ʊĥ�ŚººƷƽ�viaB,fliC,tyv(rfbE), prt(rfbS)ƹ��Śººŝ��ƁƹŹ
ŤƫƺƯƾ���ŝƺų�ƶŝ�žĪƬě�ƾ���ŴƄţ�ƶŝ�ŹŵŚƣ�ǀ���ƪƯŚƗ�Ɔ����Ƶŵƺºŝ�ǈƳƺưƫŚºſ
Ţſř��ÎÖ����řźě�ŵřŶƘţƿŚƷźưƽ�ř�ƿ��Ż�ƁƹŹ�Ʋƿ����Źŵ�ƹ�Ƶŵƺºŝ�ŵŚ��ºƗǀ�Ʋ

��ŝ�ƁƹŹ�ƩŚůƶ�����ƵŶƃ�ƶŤƟźĭ�ŹŚĩPCR�ŵŚƗ�ƽ������ƩƹřŶºŤƯ�ŢƗźºſ�Śŝ�
Ţſř��ƁƹŹ�ŚƷƽ�ƀŝ�ǀ��ºƠƬŤŴƯ�ŹŚƾ�Ƴ��ºǀ����ŴƄºţ�ŢºƸū�żǀ���ƪºƯŚƗ�Ɔ

Ƴō�Źŵ�žĩřźŤ�ƶƳƺưƳ�ŚƷƽ�Ƭĩ�ǀƴǀĪƾ�Ưřŵ�ƾ��ŰƯ�ƹ�ǀƐƾ�����ƵŶºƃ�ƵŵŚƠŤºſř�
Ţſř��ƁƹŹ�ŚƷƽ�������ŴƄºţ�ŢºƸū�ŵƺºūƺƯ�ŵŹřŶƳŚŤſř�ǀ�Ƴ�Ɔǀ��ŶºƴƯŻŚ

�ƳǇƺƏ�ƱŚƯŻƾ����řŹŚĩ�ŶƣŚƟ�ƶĩ�Ţſř�ƾƿ���ŴƄţ�ŢƸū�ƭŻǇ�ǀ�źſ�Ɔƿ�Ɩ
řƿ�źŤĩŚŝ�Ʋƽ�Ư�ƾ�ŶƃŚŝ��ÏÏ�ÏÍ����ƁƹŹ�Żř�ŚƷƽ���ƫƺºĪƫƺƯ�ƞƬŤŴƯ�ƾ�

řźŝƽ�ŴƄţ�ǀ�źŤĩŚŝ�Ɔƽ�����ĪƠţ�ƹ�žĩřźºŤƳō�ƪƯŚƗ��ºǀ����Śºſ�Żř�Ʊō�Ĩƿ�ź
ººſŚŝǀŽƺƬ�Ţººſř�ƵŶººƃ�ƵŵŚƠŤººſř�ŚººƷ�źººŤƸŝ�ŚººƯř�ƿřźººŝ�ƁƹŹ�Ʋƽ�
ŴƄţǀ���������ƫƺºĪƫƺƯ�ƁƹŹ�ƱŚºưƷ�žĩřźºŤƳō�ƪºƯŚƗ�Ɔƾ����Żř�ƵŵŚƠŤºſř�
ƴĪţǀ�ě�Ĩƾ�ſƾ�����ř�Źŵ�ƶĩ�Ţſř�Źōƿ�ƤŰţ�Ʋ�ºǀ�����Źřźºƣ�ƵŵŚƠŤºſř�ŵŹƺºƯ�Ƣ

��ŢƟźĭ���ŢƬƗ�ƶŝ����ƶĩ�ƱŚƯŻ�ŹƺŤĩŚƟ�Żř�ƵŵŚƠŤſř�ƀŝ�ǀ�ů�ŹŚ�ºǀţŚƾ���Ţºſř�
řźººŝƽŴƄººţ�ǀƶººŝ�Ɔ�ř�ƭŚººĮƴƷ�ŵƹŻ�ƹ�ƖººƣƺƯººƿŝ�ƲǀŹŚººưƽřźººŝ�ƽ�

ĭƺƬūǀźƽ�Żř��ěř�ǀƯŶƾ��ŝ�ƱŶƃ�ǀŹŚưƽ��������ŹƺĜºſř�ƂºŴě�ƅƺƈºų�ƶŝ�
�����ŚƸŞưŝ�Źŵ�ƶĩ�řƺƷ�Źŵ�žĩřźŤƳōƽ�ŝ�ǀĥƺƫƺƿĪƾ������Źřźºƣ�ƵŵŚƠŤºſř�ŵŹƺƯ�

Ưƾ�ĭǀŵź��ÏÕ�ÏÐ���Ʒǀ������ƩŚſ�Źŵ�ƭřƺƃ�ƹ�ũŚŞƴÎÖÖÐ�Źŵ����šŚºƘƫŚƐƯ



�ƱřŹŚƨưƷ�ƹ�ƾƳŚƃƹźƟ�ƽźƠƇ�žĭźƳ 
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�řźŝ�ŵƺųƽ��ºſŹźŝ�ƾ����źŤĩŚºŝ�ƭƺºƳĥ�ƽ�ƿ�ºſźǀƴǀ��Ťƀºě�Śǀ����ŢºŰţ�Źŵ�ž
ƶƳƺĭ�ŚƷƽ��ſō�ƞƬŤŴƯ�ǀ�źƟō��Śƿ��źƯō�ƹ�ŚƤƿ�řźě�Żř�ŚĪƿ�ŚºƷźưƽ�Ʊĥ�pla�

��ŢƸūŚſŚƴƃƾƿ�ƘƐƣ�ƾ�źŤĩŚŝ�ƽ����ŚŤƳ�ƹ�ŶƳŵźĩ�ƵŵŚƠŤſř�ƿ�ƤŰţ�Ūǀ�šŚƤ
Ʊō�������Ƃƴĩřƹ�ƭŚŬƳř�ƶĩŵřŵ�ƱŚƄƳ�ŚƷPCR�Źŵ���Ƴ�ŢƸū�ǀ���ƝřŶƷř�ƶŝ�ƪ

ŴƄţǀƈƾ��ƫźŤƴĩ�ƹ�ƾ�ŝ�ǀŹŚưƽ��ſŹźŝ�ƹ�ƾ��ŚºƷƽ�ěř��ºǀƯŶǀĥƺƫƺƽ���ƪºŝŚƣ�
�Ţſř�ŵŚƴŤſř����ŚƯŻō�Śŝ�šƹŚƠţƿ���ř�Źŵ�źƋŚů�Ƃƿ������ƁƹŹ�ƶºĩ�Ţºſř�Ʋ

����ŚƸƴţ�ƵŵŚƠŤſř�ŵŹƺƯƿƳƺƾ��ě�žĪƬě�ƾ�ſƾ��Ţſř�Źō����ƤŰţ�ŚºƯř��ºǀ���ŚºƯ�Ƣ
ŤƫƺººƯ�ƁƹŹƾººě�žººĪƬě�ƾ�ººſƾ���ŦººƗŚŝ�ƶººĩ�ƵŶººƃ�ƵŵŚƠŤººſř�Źō

ƶƟźººƇ�ƺººūƾƿ�ŴƄººţ�ƹ�ƵŵŚƠŤººſř�ŵŹƺººƯ�ŵřƺººƯ�ƹ�ƱŚººƯŻ�Źŵ�ǀ�Ɔ
ƶƳƺĭ�ŚƷƽ��źŤĩŚŝ�ƞƬŤŴƯ�ƽ�����������Ţºſř�ƵŶºƃ�ƮºƷ�Śŝ�ƱŚƯżưƷ�ŚƷ�ÏÖ���

���Ƴ�ƂƳřŹŚĪưƷ�ƹ�źƫŚŤƬĮƳřǀ����ƩŚſ�Źŵ�żÎÖÖÖ�řźŝ�ƽ�ŚſŚƴƃ�ƾƿ�źŤĩŚŝ�ƽ�
�ƁƹŹ��ƱƺƗŚººƏ�ƪººƯŚƗPCRººƤƬţ�ƁƹŹ�Śººŝ�řŹ�ǀů�ƶººŝ�Ůººǀ�Ʊřƺ

ŚƯŻōƿŚĮƄƷƾ�ŚƤƯ�ƿ�ŶƳŵźĩ�ƶƀ��ŚŤƳƿ�ƤŰţ�Ūǀ�Ʊō�šŚƤ������ƶºĩŵřŵ�ƱŚƄºƳ�ŚƷ
ŚººſŚƴƃƾƿźŤĩŚººŝ�ƽ��ƁƹŹ�Śººŝ�ƱƺƗŚººƏ�ƪººƯŚƗ�PCR�ŚººƸƴţ�ƶººƳ�

�ƠƴƯ�šǈĪƄƯƾ�ƫŵ�ƶŝ�řŹ�śŷŚĩ�ǀ��ºųźŝ�ŢºƯƹŚƤƯ�ƪƾů�Żř�ǀ��šŚºƳřƺ
ŚƯŻōƿƷŚĮƄƾ���ƶŝ�ƿſźǀƴǀ�Ťƀě�Śǀ�ř�žƿ��ºưƳ�ŵŚŬƾ������ºƃƹŹ�ƶºĪƬŝ�Ŷºƴĩƾ�

�����żƷ�źƔƳ�Żř�ƶƟźƇ�ƶŝ�ƱƹźƤƯƿ�ƶºƴ��ƽ�������ºƯ�ƱŚºƯŻ�ƹ�šŚºƳŚĪƯř�ƾ��ŶºƃŚŝ��
řźŝŚƴŝƿ�ŤƳ�Ʋǀ������ř�ƶºĩ�ŶºƴŤƟźĭ�ƶºŬ�ºƿ������ƁƹŹ�ƶºŝ�ŢŞƀºƳ�ƁƹŹ�Ʋ��ŚºƷƽ�

�ŴƄţ�ƩƺưƘƯǀƈƾ������źŤĩŚºŝ�ŢƄºĩ�ƱƺºĤưƷ�ƿĥƺƫƺƽ���ºƤƬţ�ƹ�ǀ���ƶºŝ�Ů
ůǀ�ŚƯŻō�ƱřƺƿƷŚĮƄƾ�ƀŝ�ǀ�ŽŚƀů�ŹŚ���ƣŵ�ƹ�źţǀƢ��Ư�ƹ�Ţſř�źţƾ��ŶƳřƺţ
ººƿŹŵ�ŜººſŚƴƯ�ƁƹŹ�Ĩ�ŴƄººţ�ŢººƸūǀ�ŢººŞƣřźƯ�ƹ�ƩźººŤƴĩ��Ɔ
ŝǀŹŚưƽ��ƶŝ�ƱƺƗŚƏ���ō�ŹŚưƃƿŶ��ÐÍ����ŤƫƺƯ�ƁƹŹƾ����ƶŝ�ŢŞƀƳ�žĪƬě

��ƁƹŹƿƳƺƾ��ƶƳ�žĪƬě��żƷ�Ʈĩ�ŚƸƴţ�ƿƶƴ�źſ�ƹ�źţƿƖ�Ư�źţƾ�ŶƃŚŝ��ƶĪƬŝ�
�ƠƴƯ�ŵŹřƺƯƾ���Ƴ�řŹ�śŷŚĩ�ǀ�ƶŝ�ż����ŵźºĩ�ŶºƷřƺų�ƝŸºů�ƪƯŚĩ�ŹƺƏ���Źŵ

řƿ�ƤŰţ�Ʋǀ����Ʊĥ�ŽŚſř�źŝ�ƶĩ�Ƣ�ŚƷƽ�invA���ƹ�hp��ţ�ǈƳƺưƫŚſ�ǀ�ºƠƾ��
pA�ƹchr����ƹ�žĩřźŤƳō�pla�ƿſźǀƴǀ�Ťƀě�Śǀ�����ƯŚºưţ��Ŷºƃ�ƭŚŬƳř�žƾ�

řƿ�Ʊĥ�Ʋ�����řźě�ƶŝ�ƶūƺţ�Śŝ�ŚƷƿ�ƇŚƈŤųř�źưƾ������ŚºſŚƴƃ�ŵŹƺºƯ�ŵƺºų�ƾƿ�
řźƣ�ŢƟźĭ�Ź�����ě�ƶŝ�ƶūƺţ�Śŝ�ºǀŢƟźƄ��ŚºƷƽ��ºƔƗ�ǀ�Źŵ�Ʈ��ƶºƇźƗ��ŚºƷƽ�

ƫƺĪƫƺƯƾ��ř�Żř�ƿ�ƁƹŹ�Ʋ���ŤƫƺƯ�ƪŨƯ�ŚƷƾ��ě�žĪƬě�ƾ�ſƾ���Źō�ºƯƾ���Ʊřƺºţ
�ŴƄţ�ŢƸūǀ���ƳƺƠƗ�ƞƬŤŴƯ�ƪƯřƺƗ�Ɔƾ���ŴƄţ�ƶƬưū�Żř�ǀ�ř�Ɔ�ºƿ�Ʋ

����ţ�ǈƳƺưƫŚſ��žĩřźŤƳō�ƪƯŚƗ�ƶſǀ�ºƠƾ�Ư�Źƺ�ºƿ���ƭƺƿ�ºſźǀƴǀ��Ťƀºě�Śǀ�ž

��ŵźºĩ�ƵŵŚƠŤſř�����ºſŚſř�ƪºƯŚƗ�ƾ���ºŝ�Źŵ�ƶ��ĭŹŚºĩǀźƽ��ºƬưƗ�ƾ���ƁƹŹ�Żř�
PCR�ƴƃ�ŚſŚƾƿ�řźě�ƿŚƷźưƽ�ƇŚƈŤųř�ƾ�Ţſř����ºůřźƏƾ�řźě�ƿ��źºư

Ƴǀ�ſŹźŝ�ŶƴƯŻŚƾ�Śū�ƿƵŚĮ�ŚƷƽ�ƀŝ�ǀŹŚƽ���Ţſř����ºƤƤŰƯ�ƶºĩǀ���ŢºƸū�Ʋ
ůřźƏƾ�řźě�ƿ��śƹźě�ƹ�źư�ŚƷƽ���ƂŴŝ�Żř�ŜſŚƴƯ���ŚºƷƽ��ºƠƬŤŴƯ�ƾ��Żř�
ƫřƺţƾ�ŚƷƽŶƳŵźĩ�ƵŵŚƠŤſř�ŵƺūƺƯ����
��

�ƽźǀĭ�ƶŬǀŤƳ��
���������ƾºě�žºĪƬě�ƾŤƫƺƯ�ƁƹŹ�ƢǀƤŰţ�Ʋƿř�ŪƿŚŤƳ�ŽŚſřźŝ��������ƾºſ���Źō

ƾƯ�����������ǈƳƺưƫŚſ�ƽźŤĩŚŝ�ƶſ�ƱŚƯżưƷ�ƹ�Ɩƿźſ�ƆǀŴƄţ�ŢƸū�ŶƳřƺţ
�����������źƿŚºſ�Żř�žǀŤƀºě�Śǀƴǀºſźƿƹ�žǀſřźŤƳō�ŽƺƬǀſŚŝ��ƭƺƿŹƺƯ�ƾƠǀţ

ƽźŤĩŚŝ���������Ʊō�ƵŵřƺƳŚºų�ƮºƷ�Śƿ�ƶŝŚƄƯ�ƽŚƷ����������Źřźºƣ�ƵŵŚƠŤºſř�ŵŹƺºƯ�ŚºƷ
�������ƿř�Żř�ƶĪƴƿř�ƶŝ�ƶūƺţ�Śŝ�ƹ��ŶƳźǀĭ�����ŭǈſ�ƱřƺƴƗ�ƶŝ�ƪƯŚƗ�ƶſ�Ʋ���ƽŚƷ

���ƾƯ�ħŚƳźƐų�ƹ�ƾŝƹźĪǀƯ�����������ƾºƯ�ƶºƘƫŚƐƯ�Ʋºƿř��ŵźºŝ�ƭŚƳ�Ʊřƺţ����ŶºƳřƺţ
���ƽřźººŝ�ƶººƴƿżƷ�Ʈººĩ�ƹ�Ƣººǀƣŵ��Ɩƿźººſ�ƆǀŴƄººţ�ƽřźººŝ�ƽŹřżººŝř� �

��ƽźŤĩŚŝ�Ʋƿř�ƾŝŚƿŵŹ���������ƹ�ƾŤƀƿŹƹźţƺǀŝ�šŚǀƬưƗ�ŶƴƳŚƯ�ƽŵŹřƺƯ�Źŵ�ŚƷ
�Ĭƴū�Śƿ�����ŶƿŚưƳ�ƮƷřźƟ�ƾŝƹźĪǀƯ�ƽŚƷ�������ŹŚǀƀºŝ�ƁƹŹ�ŢǀƇŚƈºŤųř

��ƶŝ��Ţſř�ǇŚŝ��ƽŹƺƏ�ĩ�����Ʋǀºŝ�Źŵ�řŹ�ƽźŤĩŚºŝ�ƕƺºƳ�Ĩºƿ�Ţſř�ŹŵŚƣ�ƶ
������ŶºƷŵ�ƆǀŴƄţ�šƹŚƠŤƯ�ƽźŤĩŚŝ�ƕƺƳ�ƱřŹřżƷ����ř�ƭŚºŬƳř�ºƿ��ƁƹŹ�Ʋ

ƀŝǀ�������ř�ƶŝ�ƶūƺţ�Śŝ�ƹ�Ţſř�ƵŵŚſ�ŹŚƿ�ŝ�ƶĪƴƶ�������šŹƺºƇ�ƱŚºƯżưƷ�ŹƺºƏ
Ưƾ�ĭǀƳ�ŵźǀ�ƭŚŬƳř�ƶŝ�ŻŚ PCRŚƷƽ��ŴƄºţ�ŢºƸū�ŵŶƘŤƯ�ǀ��źºƷ�Ɔ

�ŝ�ƪƯŚƗƶ���ưƳ�ƶƳŚĭřŶū�ŹƺƏƾ�ŶƃŚŝ����������ƩŚºſ�Ƶŵ�śŹŚºŬţ�ƶºŝ�ƶºūƺţ�Śŝ�
�����Źŵ�ƵŶƃ�Ŝƀĩ�ƶŤƃŸĭřƿ���Ƹŝ�ƹ�żĩźƯ�Ʋǀ�ŻŚſ�ƶƴƽ�ŚƷƽ����ƵŶºƃ�ƭŚŬƳř�

�ƭŚººŬƳř��ƪººƯřƺƗ�Ĩººţ�Ĩººţ�ŵŹƺººƯ�Źŵ PCRĩźţ�ǀººŞƾ�ŢººƸū�
ŴƄţǀ�źſ�Ɔƿ�������ŚºƷ�ƶƳƺưƳ�Źŵ�ƪƯŚƗ�Ŷƴģ��ƱŚƯżưƷ�ƹ�Ɩƽ��ƩƺºƸŬƯ�
�řżƯ�ŻřƿŚƿƾ��ř�ŶƴưƃŻŹř�ƿ��Ţſř�ƁƹŹ�Ʋ���ř�Żřƿ��Ư�ƁƹŹ�Ʋƾ����Źŵ�Ʊřƺºţ
ŚƯŻōººƿƵŚĮƄ�ŚººƷƽŴƄººţ�ǀƫƺººĪƫƺƯ�ƆƾƳƺººƠƗ�ƪººƯřƺƗ�ƾ�ƹ�ººƿ�Ś
ŚƯŻōƿƵŚĮƄ�ŚƷƽ�ſ�ǀ�Ƹţ�ŹŚǀ��ū�ƵŶƃ�ƶ�ƱřźŰŝ�ŢƸ���řźƃ�ƹ�ŚƷƿ��ƅŚų�Ǝ

���ƴĤưƷ�ƹ�ŵƺưƳ�ƵŵŚƠŤſřǀŚƯŻō�Źŵ�Ʋƿ�ŚºƷ�ƵŚĮƄƽ��ŴƄºţ�ƖºūźƯ�ǀ�Ɔ
�Ư�ƪƯřƺƗƾ���ĭŹżŝ�Ĩưĩ�ŶƳřƺţƾ��ŴƄţ�ƶŝ�ǀ������Źŵ�ƪºƯřƺƗ�ƱŚºƯżưƷ�Ɔ

ƿ��ŚưƳ�Ƃƴĩřƹ�ĨƿŶ�����ř�ƶŝ�ƶūƺţ�Śŝƿ��������ºƴģ�Ʊƺºƴĩ�Śºţ�ƱŚƸū�Źŵ�ƶĪƴǀ�Ʋ
ƃƹŹƾ�řźŝ�ƽ�ŴƄţ�ǀ���źſ�ƹ�ƱŚƯżưƷ�Ɔƿ���������ƵŶºƃ�źºĩŷ�ƪºƯŚƗ�ƶºſ�Ɩ
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�Ƴ�ƶƘſƺţǀ�Ţſř�ƶŤƟŚ��ř�ƿ�ƤŰţ�Ʋǀ��Ư�řŹ�Ƣƾ���ŝ�źƈŰƴƯ�Ʊřƺţƶ������Śºŝ�ƹ�ŵźºƟ
�������ƶƘſƺţ�ƪŝŚƣ�ŚƘƐƣ�ƹ�ŢƀƳřŵ�ƁŻŹřū����ĩ�ŢųŚºſ�ŢºƸ�ºǀŢ��ŚºƷƽ�

ŴƄţǀƫƺĪƫƺƯ�ƆƾƯ�ƾ�ŶƃŚŝ����
��

ŶƤţƿź�ƹ�źĪƄţ��
���������ƄƷƹĦě�ƭźŤŰƯ�ŢƳƹŚƘƯ�ŻřźĪƄţ�Śŝƾ���Īºƃżě�ƭƺƬƗ�ƵŚĮƄƳřŵ�ƾ�� �

� �

Ƥŝǀ���Ľř�ƶ�ŪƗ��ƹ�ţŚſřǀ��ƭźºŤŰƯ�ƱřŹŚĪưƷ�ƹ�Ŷ�ƤŰţ�żºĩźƯ�Żř�ǀ��šŚºƤ
ŝǀĥƺººƫƺƽƫƺººĪƫƺƯ�ƾƹ��ƵŶĪƄººƷƹĦě�ƽººƯŻŹ�ŜººƏ�ƾ�ƱƹŶººŝ�ƶººĩ�

ŹŚĪưƷƽ�ƹ��šŶƗŚƀƯ�ŚƷƽ�ŝ�ƾ��Śºƃƿ�Ʊō�ƶŞ�����ř�ƭŚºŬƳř�ŚºƷ�ºƿ�ƤŰţ�Ʋ�ºǀ�Ƣ
��Ÿºě�ƱŚĪƯřƿź��ŵƺºŞƳ��ř��ºƿ����Śě�ƪºƇŚů�ƶºƫŚƤƯ�Ʋ�ºƿ��ƺŬƄºƳřŵ�ƶºƯŚƳ�ƱŚƽ�
ſŚƴƃŹŚĩƾƯ�ŶƃŹř�ƾ�ŶƃŚŝ���

��
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Background and Objectives: Salmonella typhi, Bacillus anthracis, and Yersinia pestis are potent human 

pathogenic bacteria that cause typhoid fever, anthrax, and plague,respectively.  The classic microbiological 

methods for detection and identification of these agents are laborious and time consuming.Therefore, 

developing an accurate method for rapid detection of these potent human pathogens is important, especially 

due to their potential use as Bioterrorism agents.  We have designed a new rapid molecular detection 

method by using multiplex PCR in a single reaction. 
Materials and Methods: PCR was carried out using specific primers for the virulence factor of S. typhi, hp 

and invA, B. anthracis virulence factors, chr and pa, and Y. pestis toxin, pla. The primer sets were tested for 

cross reactivity with individual DNA strains and mixtures in a multiplex PCR format. For determination of 

sensitivity of the method, we used colony counting and genomic DNA dilution. 
Results: Theresult with standard strains revealed that primers are specific for each strain as they have 

successfully amplified the desire products. The sensitivity analysis showed a 1-10 CFU and 1-10 copies of 

the genomes. In this respect, the accuracy of the result was checked by sequencing of the 1083-bp PCR 

products, except for anthrax, which was determined by enzymatic digestion. 

Conclusion: We have found a rapid, specific, sensitive, and a non-expensive molecular method for 

detection of three potent human pathogens. This finding provide an efficient diagnostic tool to determine 

these bacteria in bioterrorism samples. 
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