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�æç������ƶººƤƐƴƯ�ƶººŝ�ƶŤƀººŝ�ƶººĩ�Ţººſř�Ʊō�ƶººūƺţ�ƪººŝŚƣ�ƶººŤĪƳ�ƽ�
ƟřźƜūǀŚƾƿ������ƵŶƴƴĩ�żƯŹ�Ʊĥ�Ɲŵřźţ�Źŵ���ƽ��ƀºĩƺţƹźŤƳř�ǀƲ�����ƕƺºƴţ�ŚºƷ� �

���ŵŹřŵ�ŵƺūƹ�æè�����Ƴ�ƭƺƬƘƯ�ŚƯř�ºǀ�������ºƳĥ�Ɲŵřźºţ�Źŵ�ƝǈŤºųř�Ţƀƾ�
Ɯţ�ŦººƗŚŝººǀǀººſř�Ɲŵřźººţ�źǀƯō�Ŷǀƶººƴ�řƽƳ�ƹ�ººǀººŤƳō�żƾ�ŵŚººŝƽ�ŚººƷƽ�
ƇŚƈŤųřƾ�Ƴ��ºǀ��ºƯ�żƾ���ŵŵźºĭ�������ř��ƩŚºů�źºƷ�Źŵ�ºƿ�����šŹƹźºƋ�źºƯř�Ʋ

�ŻŚſ�ŵŹřŶƳŚŤſřƽ���ŴƄºţ�ƁƹŹǀ��Ɔ�ƺºſƿƶ���ŚºƷƽ�ƫƺţ��ºǀ��ƵŶºƴƴĩ�Ŷ��ƽ�
ƀĩƺţƹźŤƳřǀ�ƶŝ�Ʋ�ƹƿ�ƶŝ�ƵĦ����ºſŹźŝ�ŹƺºƔƴƯƾ���ŚºƷƽ�ěř��ºǀƯŶǀĥƺƫƺƿ��řŹ�Ĩ

�ŸěŚƳ�śŚƴŤūřƿ��Ţſř�ƵŵƺưƳ�ź����ºŝ�ƱƹżƟřřźƿ��ºŝ��Ʋǀ��ŚºƳřƺţ�Ʋƾƿ�ƫƺţ��ºǀ�Ŷ
ƀĩƺţƹźŤƳřǀƲ����ř�ƹ�ŚƷƿ���ŤƯ�ƶŝ�ŢƯƹŚƤƯ�ŵŚŬƾ�ſǀƬǀ�ţŚƃŹřżĭ�Ʋƾ��ŵƺūƹ�

��ŵŹřŵ�æêƹæé���Ƴ�ƭƺƬƘƯ�ŚƯřǀř�Ţƀƿ��ºŤƯ�ƶºŝ�ŢƯƹŚƤƯ�ŵŚŬƾ��ºſǀƬǀ�Ʋ
�ŚƤƫř�ŦƗŚŝƽ�ƫƺţ�ǀ�ƀĩƺţƹźŤƳř�ŶǀƲ���Ư�ŚƷƾ����ŵŵźĭƿ�žĪƗźŝ�Ś����ƶūƺţ�Śŝ

�����ř�ƝŶºƷ��ơƺƟ�ŜƫŚƐƯ�ƶŝ�ºƿ������ŻŚºſ�ŵŹřŶƳŚŤºſř��ƶºƘƫŚƐƯ�Ʋƽ��ƁƹŹ
ŴƄººţǀƆƫƺººĪƫƺƯ�ƾƱĥ��ƀººĩƺţƹźŤƳřǀ�ƲD�ƟŚŤººſřǀ�ŽƺĩƺĩƺƬ

Ư�ŽƺŗŹōƾ�ŶƃŚŝ����
��

ƁƹŹƾſŹźŝ�  

������Ƴ�ŵŹƺººƯ�ŵřƺººƯººǀŻŚ��ƫƺººĪƬƯ�ŵřƺººƯ�ƾ�Źŵ�ƵŵŚƠŤººſř�ŵŹƺººƯ�� �
řººƿƤŰţ�Ʋººǀř�Ţĩźººƃ�Żř�ƢƿººƳřźƾººſ�ǀřŹř�ƶººĩ�ƱĥŚƴººƿƶ�ƵŶººƴƷŵ�ƽ� �

�Ţººſř�ŻŚººŤƴƯźƟ�šǇƺƈººŰƯ�źų�ººƿŹřŶƽŵźĭ�ººƿŶ��ººƴĤưƷǀ��Ʋ
ººŰƯǀƎ�ŚººƷƽ�Źō�Ţĩźººƃ�Żř�ƵŵŚƠŤººſř�ŵŹƺººƯ�ŢƄººĩ�ººƿ�Ŷººūƹ�Ś
řŹřƿƶ�ƵŶƴƷŵ��ƽ������źų�ƱŚºưƫō�ħźºƯ�šǇƺƈŰƯ��ºƿŹřŶƽ��Ŷºƃ���ĩ�ºǀŢ� �

�ũřźŴŤºººſř�ƩƺƈºººŰƯPCR�ŻƺěŚĪţ�Ţĩźºººƃ�Żřºººƿ�ƶºººĩ�Ţƀ
řŹřººƿƶ�ƵŶººƴƷŵ�ƽ��Ţĩźººƃ�šǇƺƈººŰƯ�BioneerººƯ�ƾ�ŶººƃŚŝ� �



ƱřŹŚƨưƷ�ƹ�ƾƿŚƐƗ�ƾƬƘƳŚƌƯŹ�źŤƧŵ� 
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(DNA Extraction; Cat. No. K- 3032, Lot No. 10032)�źų�ºƿŹřŶƽ�
ŵźĭƿŶ��ĩ�ºǀ��ŴƄºţ�Ţǀ��ƀºĩƺţƹźŤƳō�ƆǀƲ���������ŢºĩƹŹ�Ţĩźºƃ�Żř�ŚºƷ
řƿ�řŹř�ƩŚƴƄƳźŤƴƿƶ��ƵŶºƴƷŵ��ƽ����ºƃ�šǇƺƈºŰƯ���Ţĩźr-Biopharm�

źųƿŹřŶƽŵźĭ�ƿŶ����
�ŹŚĩ�ƁƹŹ����Źŵƿ�ƤŰţ�Ĩǀ��ºŝźŬţ�Ƣƾ�(Experimental)��ƁƹŹ�

ŴƄţǀ��ƀĩƺţƹźŤƳř�Ʊĥ�Ɔǀ��ƲD��ƺſ�Źŵ�ƿƶ��ŚºƷƽ��ƟŚŤºſř�ǀ�ŽƺĩƺĩƺƬ
řŶººū�ŽƺººŗŹōŝ�Żř�ƵŶººƃ�ǀººůřźƏ�ƱřŹŚººưƾ�ƹ�Set upŵźĭ�ººƿŶ��

ººƴĤưƷǀƫƺţ��ƲººǀƀººĩƺţƹźŤƳō�Ŷǀ�ƲDƺººſ�Źŵ�ƿƶ�ŚººƷƽƹŚººů�ƽƱĥ�� �
ent DſŹźŝ�ƾ�Ŷƃ����

ƘƯǀ��ƺſ�śŚŴŤƳř�ŹŚƿƶ�ƽ�źŤĩŚŝ��ºƿŚƾƿ��ƘƯ��ºǀ����ƺºſ�śŚºŴŤƳř�ŹŚƿƶ���ŚºƷƽ�
źŤĩŚŝƿŚƾƿ��ř�Żř�ƿ��ŵƺŝ�Źřźƣ�Ʋ���ŝ�ƭŚưţǀƳřŹŚưƾ������ƆƈºŴŤƯ�Ǝºſƺţ�ƶĩ�
ƳƺººƠƗƾƳ�ǀººſŹźŝ�ŶººƴƯŻŚƾźŤĩŚŝ�ƿĥƺƫƺººƿ�ŢƄººĩ�Żř�ƹ�ŶººƳŵƺŝ�Ĩ
ƶƳƺưƳ��ŚƷƽ�ƳƺƠƗ�ƾ�Ʊō���ſƺĩƺĩ�ŚƷƾ����������ŢºŞŨƯ�ŻǇŚºţŚĩ��ŢºŞŨƯ�ƭźºĭ�

�����ŢºŞŨƯ�ŻǇƺĭřƺĩDNase�����ŚºƳřƺţ�ƹ�ŢºŞŨƯ�ƾƿ�����ºŰƯ�Źŵ�ŶºƃŹ�ǀ�Ǝ
ƳŚƯǀ��ŹŚĭō�ŢƫŚſ�ƩƺŤ�ŵƺŝ����ř�Źŵ��ºƿ�����ŶƳŶºƃ�ŵŹřƹ�ƶºƘƫŚƐƯ�Ʋ���ř�ƶºŝ�ºƿ�Ʋ
ţźţǀ��Ŝèæå��ƺºſ�ƿƶ��ƽ��ƟŚŤºſř�ǀ��������Żř�ƵŶºƃ�řŶºū�ŽƺºŗŹō�ŽƺĩƺĩƺƬ

ŢƳƺƠƗ��ŚƷƽ�ŰƐſ�ƾ�����ŚºƯ�ƹ�ŹřŹŵř��ƺºƬĭ�ŢƄºĩ��ƕƺƟŶƯ��Ʊƺų��ƿ�Ɩ
��ƕŚŴƳ�ŻŚſ�řŶūƽ��ŶƳŵƺŝ�ƵŶƃ������ƱŵƹżƟř�Śŝçå���Ƭĭ�ŶºƇŹŵ��ºǀƀǀ�Ʃƹź

�ŢƄººĩ�ƶººŝæíƱō�ƶŤƗŚººſ���ŚººƷźƟ�ŹŵººƿŚººƸƴƯ�Źżƽ�çåƶººūŹŵ��ƽ�
ŤƳŚſƾ�ŹřŶƸĮƳ�ŵřźĭƽŶƃ�ŶƳ����

�źŤĩŚŝ�ŢƄĩƽ���ƭƺƳĥ�ũřźŴŤſř�ƹ����������Żř�ƵŵŚƠŤºſř�Śºŝ�ƭƺƳĥ�ũřźŴŤſř
�ƁƹŹSalting outưĩ�Śŝ�ƾƜţ�ǀǀ�Ŷƃ�ƭŚŬƳř�ź�ÎÒ���ºƴƬĩ�ƾ��źºƷ�

ƿ��źŤĩŚŝ�Żř�Ĩƽ�������ŰƯ�ƶŝ�ƶƳŚĭřŶū�ŹƺƏ�ƶŝ�ŚƷǀ��Ǝ��ŢƄĩLB�ƤƬţǀ��ƹ�Ů
���Żř�žěçé����ƶºƳŚŴƯźĭ�ŢƗŚºſ���ŹřŸºĭƽ���Î�Ư�ǀ�ºƬƾ�ƫǀ��źºŤ�řŹ�Ʊō�Żř�Źŵ

ţººǀźŤººſř�śƺƿƪ�ÏƯ�ǀººƬƾ�ƫǀźººŤƽŹ�ƿƶººŤŴ��šŶººƯ�ƶººŝ�ÎÍ�ƣŵǀƶººƤ� �
Źŵg ��ÒÍÍÍ źŤƳŚſƿƠǀŶƃ�ĥƺ.ŚƯ�ƿ�ƖƹŹ�ƾºƿŹ�Źƹŵ�řŹ�ƿ�ƶºŤŴ����ƶºŝ

��ƫƺƬºſ�śƺºſŹƾ�ÑÍÍ ƯǀƫƹźĪǀ��ƩƺºƬŰƯ�źºŤ�źƟŚºŝ�STE ��ƹ�ŵŹřƹ
ŝƶ��ƪƯŚĩ�ŹƺƏ�ƩƺºƬŰƯ�ŵźĭ�ºƿŶ���žĜºſ�ÎÏÒ ƯǀƫƹźĪǀ��ƩƺºƬŰƯ�źºŤ�� �
Ï���ŶºƇŹŵSDS��ƹÏÒÍ ƯǀƫƹźĪǀ��ƩƺºƬŰƯ�źºŤ�Ð���šŚŤºſř�ŹǇƺºƯ�

Ŷſƿ����ƩƺƬŰƯ�ƶŝ�ƮƶƟŚƋř������������Ʊŵźºĩ�ƶºţ�ƹ�źºſ�Śºŝ�ÎÍ��ŹŚºŝ����Śºĩ�ľǈƯ
�Ŷººƃ�ƍƺººƬŴƯ���Ʊō�Żř�žººěººŝƶ��šŶººƯÒ�ƣŵǀ�ƶººƤŹŵ�g�ÒÍÍÍ�

źŤƳŚſƿƠǀ�Ŷƃ�ĥƺ.��ř�Źŵ�ƿ����ŚƯ�ŵŹřƹ�ƭƺƳĥ�ŢƫŚů�Ʋƿ�ƹŹ�Ɩƾƿ�Ư�ƾ���ŵŵźºĭ��
�ƹŹ�ƩƺƬŰƯƾƿ����źŤſř�ƶƫƺƫ�ƶŝ�řŹ�ƿ����������Ʊŵźºĩ�ƶƟŚºƋř�Żř�ŶºƘŝ�ƹ�ƪƤŤƴƯ�ƪ

ÔÒÍƯ�ǀƫƹźĪǀř�źººŤƿ�ŵźººſ�ƩƺƳŚººěƹźěƹż�ººƿ�ƆƫŚººų�ƩƺƳŚººţř�ŚÎÍÍ�
ŶƇŹŵ���ƯřŹō�ƶŝƾ�����šŶƯ�ƶŝ�ƹ�ƍƺƬŴƯ��ºƿ��ƷŚºĭ�ƹ�ŢƗŚºſ�Ĩƾ��Śºţ�

ƿ����Źŵ�Ŝƃ�ĨźƟƿŹż�ŚƸƴƯ�ƽ�ÏÍ��ƶºūŹŵ���ƽ��ŤƳŚºſ�ƾ����ŵřźºĭ���Ƶŵřŵ�Źřźºƣ
Ŷººƃ���Ʊō�Żř�žººě�ƩƺººƬŰƯźŤƳŚººſƿƠǀ�ĥƺ��šŶººƯ�ƶººŝÒƣŵ�ǀŹŵ�ƶººƤ� �

g�ÎÏÍÍÍ���ƹ�Ñ�ƶūŹŵ���ƽ�ŤƳŚſ�ƾ�ŵřźĭ����ƵŶƃ��ƹŹ�ƩƺƬŰƯ�ƹƾƿ��Źƹŵ�
Źƿ�Ŷƃ�ƶŤŴ���ƶţ�žĜſ����ŵźĭ�ĨƄų�ľǈƯŚĩ�ƵŶƳŚƯƿŶ��ƹŹƽ�����ƵŶºƳŚƯ�ƶºţ�

���ƵŶƃ�ĨƄųÔÒÍ�Ư�ǀƫƹźĪǀ���ƩƺƳŚţř�źŤÔÍ�ŶƇŹŵ��ƵŵƹżƟř������Żř�žě�Î�
��ŢƗŚſ����źƟ�Źŵ�Ʊō�Ʊŵřŵ�Źřźƣƿ�ŚƴƸƯ�Źżƽ�ÏÍ�ƶūŹŵ���ƽ��ŤƳŚºſ�ƾ���ŵřźºĭ
źŤƳŚººſƿƠǀĥƺ���šŶººƯ�ƶººŝÒƣŵ�ǀ�Źŵ�ƶººƤg�ÎÏÍÍÍ�ƹ�ÑƶººūŹŵ��ƽ�
ŤƳŚſƾ�ŵřźĭ��ŵźĭƿŶ��ŚƯƿ�ƹŹ�Ɩƾƿ���Ź�Źƹŵ�řŹ�ƿƶŤŴ����ºŝ�śƺſŹ�ƶ���ŹƺºƏ

��ŵźĭ�ĨƄų�ƪƯŚĩƿŶ�����ƪƇŚů�śƺſŹ�ƶŝÒÍƯ�ǀƫƹźĪǀ��źƟŚºŝ�źŤTE�
ƿ���źŤſř�źƐƤƯ�śō�Śƿ����Ƶŵźºĩ�ƶƟŚºƋř�ƪ��ÑÒ�ƣŵ�ǀ�ƶºƤ���Źŵ�ÐÔ��ƶºūŹŵ���ƽ�

ŤƳŚſƾ����Ŷƃ�Ƶŵřŵ�Źřźƣ�ŵřźĭ��������ęřŹŵƺƳŚºƳ�ƵŚĮŤſŵ�Żř�ƵŵŚƠŤſř�Śŝ�žĜſ
�ŢƔƬƛ DNA��ƵŻřŶºƳř�ƪºƇŚů�ĭ�ºǀźƽ�Ŷºƃ����ºƿƯ�ĨǀƫƹźĪǀ��Żř�źºŤ

�ƯƺƳĥ�ƩƺƬŰƯƾ����řŹ�ƪƇŚů�����ƬĜưţ�ƱřƺºƴƗ�ƶŝ�ºǀŢ����ţ�ƶºŝ�ºǀęƺ���ŚºƷƽ�
�ƅƺƈºººŴƯPCRźƟ�Źŵ�ƹ�ŵŹřƹ�ºººƿŚºººƸƴƯ�Źżƽ�çåƶºººūŹŵ��ƽ�

ŤƳŚſƾ��ŹřŶƸĮƳ�ŵřźĭƽ�Ŷƃ��������źƷ�ƭƹżƫ�ƖƣƺƯ�Źŵƿ���Żř�Ĩţǀęƺ���ŚºƷƽ�
ƹŚůƽ�æ�Ư�ǀƫƹźĪǀ�ƬĜưţ�źŤǀ��Ţ�źƟ�Żřƿ����Ƹţ�Śŝ�ƹ�ũŹŚų�Źżǀƶ��ƽ�ŵřźĭ�ƿ�ƱŚ
Ʊō�Żř���ƭŚŬƳř�ŢƸūPCRŵźĭ�ƵŵŚƠŤſř�ƿŶ����

řźě�śŚŴŤƳřƿźư��žƳřźƟŹ�Ʊĥ�Ɲŵřźţ�ent D��ºƳĥ�ĨºƳŚŝ�Żř�ƾ��ƶºŝ�
ƵŹŚưƃ�ƽ�GenBank: M28521.1ŵźĭ�Ÿųř�ƿ��ºſŹźŝ�Śºŝ��Ŷƾ�

��řźě��ŵŶƘŤƯ�šǇŚƤƯƿźưƽ��ŝ�ƶĩ�ǀ������řźºƣ�ƱŚºƤƤŰƯ�ƵŵŚƠŤſř�ŵŹƺƯ�źŤƄ�Ź
�ŵƺŝ�ƶŤƟźĭ��śŚŴŤƳř���æì�����ſ�Ţĩźƃ�Ǝſƺţ�ƹ�ǀ��ŵźĭ�żŤƴſ�ƱĥŚƴƿŶ��
ř�Ɲŵřźţƿřźě�ƲƿŻ�Źřźƣ�ƶŝ�ŚƷźưƿŵƺŝ�ź����

��

F: 5'- AGTAAAAGAGAAAGAATTGC - 3' 
 

R:  5'-TTTTCATATAAATAGATGTCAATATG - 3' 
 

��ƂƴĩřƹPCR����ƂƴĩřƹPCR�����řŹř�ƪºĪţƹźě�ƢºŞƏ��ºƿ���Źŵ�ƵŶºƃ�ƶ�
�ƩƹŶūæŶƃ�ƭŚŬƳř����Ƹŝ�ŹƺºƔƴƯ�ƶŝǀ��ŻŚºſ�ƶºƴƽ�řźºƃ�ƿ�Ǝ PCR�Żř
ŵřźĭƿ��ƱŚ�����šŹřźºů�ƶºūŹŵ�êè��ºƫř�ƾ�ëè��ƶºūŹŵ��ƽ��ŤƳŚºſ�ƾ��ŵřźºĭ���



Ư�ƆǀŴƄţ�ƾƫƺĪƫƺent D�ŽƺŗŹō�ŽƺĩƺĩƺƬǀƟŚŤſř� 
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ŵřźĭƿ��ƱŚ��řźƬĩ�ŢºƔƬƛ�ºƿ�ƴƯ�Ŷ�ºǀżƿ��Ʈ�è�å���Śºţê�å�Ưǀ�ºƬƾ��ŹǇƺºƯ��ƹ��
ŵřźĭƿ��ƱŚ�ƬĜưţ�ŢƔƬƛǀ��Ţ�æå�ƫřƾ�æåå�ěǀƺĪƭźĭ��Ư�Źŵ�ǀƫƹźĪǀźŤ��Żř�

��ƵŶƃ�ũřźŴŤſř�ƭƺƳĥ��ŝƶ�ŹŚĩ��Ŷƃ�Ƶŵźŝ��ř�ºƿ�������ƵŚĮŤºſŵ�Śºŝ�Ƃƴºĩřƹ�Ʋ
C1000, Thermal Cycler�Ţĩźƃ�ŢųŚſ�Bio- RAD�

�Ŷƃ�ƭŚŬƳř����ƩƺƈŰƯPCR��Ʃĥ�Żř�ƵŵŚƠŤºſř�Śºŝ��ŻŹŚºĭō��æ��Śºţ�ê�æ�

��ŶƇŹŵ�Ŷƃ�ŻŹƺƟƹźŤĪƫř����ţř�Śŝ�žĜſǀŶƿ�ŚƯƹźŝ�ƭƺƿ��Ŷ�Ưō�ĬƳŹǀżƽ��ƹ�
������řŹƹŹŚºƯ�ŹƺºƳ�ƂŝŚºţ�ŢŰţƽ����ƂƠƴºŝ�����ħřŵ�Ʃĥ�ƵŚĮŤºſŵ����ŵŹƺºƯ

ſŹźŝƾ��ŢºƟźĭ�Źřźƣ�����Śºŝř�ĩ�Żř�ƵŵŚƠŤºſ�ºǀ���ƩƺƈºŰƯ�ũřźŴŤºſř�Ţ
PCR��ƬŴţ�źƔƳ�ŵŹƺƯ�ŶƳŚŝ�ǀƘţ�ŢƸū�ƹ�Ɔǀǀźƃ�ƶŝ�Ɲŵřźţ�Ʋ�Ţĩ

řƿƳřźƾƯř�ƪƀƳ�ǀŵźĭ�ƩŚſŹř�ŶƿŶ���
��

ƩƹŶūæ��řźƃƿ�ƭŚŬƳř�ƎPCRŴƄţ�ŢƸū�ǀ�Ɔent DƟŚŤſř�Źŵ�ǀŽƺĩƺĩƺƬ�ŚƷƽƶƳƺưƳ�Żř�ƵŶƃ�řŶū��ŚƷƽƫŚŝ�ǀƴƾ��
��

Master Mix PCR Condition�reaction 

reagents reagents Condition�reaction Time 

D.D. Water æì µl 

Template DNA æå ng/1µl 
îêC è�  min 

Buffer 1X ê�ç�  µl îêC èå�  sec 

MgCl2 ç�æ  mM/1µl êèC èå� sec/ èê Cycles 

dNTP é�å  mMeach/1µl 

F- Primer ì�å�  µM/1µl 
ìçC ê��  min 

R- Primer ì�å�  µM/1µl 

Taq enzyme çê�æ�  unit/1µl 
ƕƺưŬƯ ê�çê  

éC ê��  min 

��
ŴƄºººţǀƀºººĩƺţƹźŤƳř�ƆǀƲD�ƺºººſ�ƭŚºººưţ�ƿƶ�ŚºººƷƾƿŚºººŝ�ƶºººĩ��� �

řƫƺººĪƫƺƯ�ƁƹŹ�Żř�ƵŵŚƠŤººſƾ�PCRƀººĩƺţƹźŤƳř�Ʊĥ�ƪººƣŚƳ�ǀƲ�D�
ŴƄººţǀŶƳŶººƃ�Ƶŵřŵ�Ɔ��ƶººŝººŰƯ�ǀ�ŢƄººĩ�ƎBHI- broth�� �
ººƤƬţǀŻř�žººě�ƹ�Ů�çé�ŹřŸººĭ�ƶººƳŚŴƯźĭ�ŢƗŚººſ�ƽźŤƳŚººſ�ƿƠǀ�ĥƺ� �
ŵźĭººƿŶ�ŚººƯ�ƹƿƖ�ƹŹƾººƿººſŹźŝ�ŢººƸū�ƾƀººĩƺţƹźŤƳř�ŵƺººūƹ�ǀƲ� �
D�ĩ�Żř�ƵŵŚƠŤººſř�Śººŝººǀƫř�ŢººǀººſŹźŝ�ŵŹƺººƯ�řżƾŶººƴŤƟźĭ�Źřźººƣ��� �

����ŚºƯŻō�ƭŚŬƳř�ŹƺƔƴƯ�ƶŝƿ�ƫř�Ƃ�ºǀ��ĩ�Żř�řż�ºǀ��ƇŚƈºŤųř�Ţƾ��ŴƄºţǀƆ�� �
êƀºººººĩƺţƹźŤƳř�ǀƲ�ŚºººººƃƿƟŚŤºººººſř�ƖǀŽƺºººººŗŹō�ŽƺĩƺĩƺƬ�

(RIDASCREEN SET A,B,C,D,E: Art. No.: R4101)���ŢųŚºſ
ƳŚưƫō�Ţĩźƃƾr-Biopharm ���ƶºƳŚųŹŚĩ�ƪưƘƫřŹƺŤºſŵ�ƢºŞƏ��ƽ�

ŵźĭ�ƵŚƠŤſř�ƵŶƳŻŚſƿŶ����

��
ƶŤƟŚƿ�ŚƷ��
�����ŚººŤƳƿƱƺººƯŻō�Ū�ŚººƷƽţƺººƴƟ�ǀĜƾ�ƺººſ�ƭŚººưţ�ƿƶ�ŚººƷƽ�ŵŹƺººƯ�� �

ř�Źŵ�ƵŵŚƠŤººſřººƿƤŰţ�ƲººǀƟŚŤººſř��Ƣǀ��Ʊŵƺººŝ�ŽƺººŗŹō�ŽƺĩƺĩƺƬ� �
Ʊō���Őţ�řŹ�ŚƷǀƿ�ŵźĩ�Ŷ���ř�ƶŝƿ�ţźţ�Ʋǀ��Ŝèæå��ƺºſ�ƿ��ƟŚŤºſř�ƶǀ�ŽƺĩƺĩƺƬ



ƱřŹŚƨưƷ�ƹ�ƾƿŚƐƗ�ƾƬƘƳŚƌƯŹ�źŤƧŵ� 
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����ººſŹźŝ�ŵŹƺººƯ�ŢººŞŨƯ�ŻǇƺººĭřƺĩ�ŽƺººŗŹōƾ�ŢººƟźĭ�Źřźººƣ��� �
ŚŤƳƿĨţ�ƭƺƳĥ�ũřźŴŤſř�Ū�ƺſ�Ĩţƿƶ���ƁƹŹ�Śºŝ�ŚºƷ�Salting out�
Ɯţººǀǀ�źƿŚƤƯ�ƪººŝŚƣ�ƶººŤƟŚººƿŚººŤƳ�Śººŝ�ƶƀƿĩ�Żř�ƪººƇŚů�ŪººǀŢ�ŚººƷƽ�� �

�ŹŚºŬţƽ�ŵƺºŝ����ƪĪººƃæ�řŶºƳř�ƵŻ�ĭ�ºǀźƽ��ũřźŴŤººſř�ƭƺºƳĥ�ŢººƔƬƛ�� �
�ƟŚŤºººſř�Żř�ƵŶºººƃǀŽƺºººŗŹō�ŽƺĩƺĩƺƬ�řŹ�Ʊō�ŻŹƺºººƟƹźŤĪƫř�ƹ�� �

�ƱŚƄƳƯƾ�ŶƷŵ����

��
�ƪĪƃæ��ƺƈţƿĭ�ƵŻřŶƳř��Ěģ�Ţưſ�źǀźƽ�DNAƟŚŤſř�Żř�ƵŶƃ�ũřźŴŤſř�ǀŢƔƬƛ�Śŝ�ƶĩ�ŽƺŗŹō�ŽƺĩƺĩƺƬ�ŚƷƽ�ç�æå�Śţ�è��æå�ƱřƺƴƗ�ƶŝ�
ƬĜưţǀƯ�ƵŵŚƠŤſř�Ţƾ�Ŷƃ��ƺƈţƿ�ŻŹƺƟƹźŤĪƫř��ŢſřŹ�Ţưſ�źç�Śţ�èƯ�ǀƫƹźĪǀƶƳƺưƳ�Żř�ƵŶƃ�ũřźŴŤſř�ƭƺƳĥ�źŤ��ƁƹŹ�Śŝ�ŚƷSalting out�
�ĨƷŚģ�ŚƷƽ�æƫř�ƾ�é��Ƴ�ƹǀĩ�Ǝſƺţ�ƭƺƳĥ�ũřźŴŤſř�żǀ�ŢGenomic DNA Extraction�Ţĩźƃ�BIONEER��ĨƷŚģ�ŚƷƽ� �

êƫř�ƾ�í��Ţſř�ƵŶƃ�Ƶŵřŵ�ƱŚƄƳ���
��

ŚŤƳƿƸŝ�ŶƳƹŹ�ŪǀŻŚſ�ƶƴƽŨĪţ��ºǀ�źent D��ƪĪºƃ�Źŵ�ç��Ƶŵřŵ�ƱŚƄºƳ�
�Ţſř�ƵŶƃ���ƺƈţ�Źŵƿ��źA���řƿ�řźƃ�ŵŚŬƿ�Ƹŝ�Ǝǀ��ƶƴPCR��ŵřźĭ�Śŝ�ƿ�ƱŚ

ŚƯŵƾƿ��Ƴ�ƹ�ǀ�ŵřźĭ�żƿ��ƱŚMgCl2����Ţſř�ƵŶƃ�Ƶŵřŵ�ƱŚƄƳ����řźƃ�Źŵƿ�Ǝ
ƫƺººưƘƯƾŨĪţ�ººǀ�źent DŚƷŶººƳŚŝ�ƽƯ�Ŵř�ƞººƬŤƿŚººŬŵŵƺººưƳ��

�ĨƷŚģ��ŚƷƽ���ƵŹŚưƃ�í���î���æå���ƹ�ææ�ƺƈţ�ƿ��źA����ƴĩ�ƵŚºĮƳ�řŹ��ºǀŶ���
��Ư�ƶƔůǈƯ�ƶĤƳŚƴģƾ��ŵźĭŵ���ř�Śºŝ��ƿ���řźºƃ�ŵŚºŬƿ�Ƹŝ�Ǝǀ����ƩƺƈºŰƯ��ƶºƴ

PCR�ĨººƷŚģ�Źŵ�æå�ƹ�ææ�ººƿººƳŚŝ�ĨŶƺººƣ�ƽůŚƳ�Źŵ�ººǀƶ�ƽ� �
bp�æéåå���ƹ�ƿ�ƘƋ�ŶƳŚŝ�ĨǀůŚƳ�Źŵ�ƞ�ºǀƶ�ƽ�bp�ìåå��Ƶŵřŵ�ƱŚƄºƳ�

�Ţſř�ƵŶƃ����ĨºƷŚģ�Źŵ���ŚºƷƽ�æ���ê���æé���ƹ�æê�����ŶºƳŚŝ�ŻŹƺºƟƹźŤĪƫř�
ƵŵƹŶŰƯ��ƽ�bp�ìååŢſř�Ƶŵřŵ�ƱŚƄƳ�řŹ�����ŚƷŶºƳŚŝ��ƩŚºů�źƷ�Źŵƽ�
ƵŵƹŶººŰƯ�ƽ�bp�ìåå�ƹ�bp�æéåå�ƱřƺººƴƗ�ƶººŝ�ƹ�řŶººū�Ʃĥ�Żř�řŹ�

ƬĜưţǀ���ƵŵŚƠŤſř�ŢĭŵźƿŶ���Ƥů�Źŵǀ�ºƤ�ŤƳ�Ţǀ�ƶºŬ��ƽ�PCR���ƩƺƈºŰƯ�

ƶƬůźƯ��ƽ���ƺƈţ�Źŵ�Ʃƹř�ƿ��źB�řŹř�ƿ���ĨƷŚģ��Ţſř�ƵŶƃ�ƶ��ŚƷƽ�æ�ºƫřƾ�
í�ƹ�ææ�ƹ�æç�PCRƵŵƹŶººŰƯ�ŶººƳŚŝ��ƽ�bp�ìåå�Ƶŵřŵ�ƱŚƄººƳ�řŹ�

Ţººſř��ĨººƷŚģ�ŚººƷƽ�æå��æí�ƹ�æî�PCR�ƵŵƹŶººŰƯ�ŶººƳŚŝ��ƽ� �
bp�æéåå Ư�ƱŚƄƳ�řŹƾ�ŶƷŵ���ĨƷŚģçåƺƈţ�Źŵ�ƿ�źB��ƩƺƈºŰƯ�

PCRƶƬůźƯ��ƽƯ�Ʃƹř�ƾ�ŶƃŚŝ��ĨƷŚģ�ŚƷƽ�ç��è��ë�ƹ�ì ��Źƺƈºţ
C���ƬŴţ�ƩƺƈŰƯ�ŻŹƺƟƹźŤĪƫř�ǀ��ƆPCR����ƶºƘƐƣ�ƶĩ�Ţſř���ƽ�bp�

ìåå��ŝ�řŹ�ƶ�������Ţºſř�Ƶŵřŵ�ƱŚƄºƳ�ƆƫŚų�ŹƺƏ����Źŵ�ƺƈºţƿ��źD����ƵŚºƯō�
ŻŚſƽ����������řźºŝ�ƩŚſŹř�ŢƸū�ƵŶƃ�ƆƫŚų�ƶƘƐƣ�Żř�ŜſŚƴƯ�ŢƔƬƛ�ƽ�
ƘţǀǀŢſř�ƵŶƃ�Ƶŵřŵ�ƱŚƄƳ�žƳŚĪſ�Ʋ����
ŚŤƳƿƘţ�Ūǀǀ�žƳŚĪſ�Ʋent D��ŚŤƳƿƘţ�Ūǀǀ���ƩƺƈºŰƯ�žƳŚĪºſ�Ʋ

PCR�ƪĪººƃ�Źŵ�èřŵ�ƱŚƄººƳ�Ţººſř�ƵŶººƃ�Ƶŵ��ř�ŹŵººƿƤŰţ�Ʋººǀ�Ƣ� �
�řźě�ŻřƿŚƷźưƾƿ������ƶºĩ�Ŷƃ�ƵŵŚƠŤſř��ºƿ������ŵƹŶºů�ƶºƘƐƣ�Ĩbp�ìåå��řŹ�



Ư�ƆǀŴƄţ�ƾƫƺĪƫƺent D�ŽƺŗŹō�ŽƺĩƺĩƺƬǀƟŚŤſř� 

 

ƶƬŬƯ�ƵŹƹŵ��ƱŚŬƳŻ�ƾƳŚƯŹŵ��ƾŤƃřŶƸŝ�šŚƯŶų�ƹ�ƾƨƃżě�ƭƺƬƗ�ƵŚĮƄƳřŵ�ƾƄƷƹĦě��ƾưƬƗ�ƽ��ƽÏÍƵŹŚưƃ����ƽÔÕ�ŢƄƸŞƿŵŹř�ƹ�ƲƿŵŹƹźƟ��ÖÎ 
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ŨĪţǀŢſř�ƵŵƺưƳ�ź����řźºŝ�ŵƺºūƺƯ�ƖŝŚƴƯ�Źŵƽ�ºě�ǀ��ŻŚºſ�Ƃent D�
��ŵƹŶůæåëí�ţƺŘƬĩƺƳ�ǀ���Ţſř�ƵŶƃ�źĩŷ�Ŷ�����ƬºƇř�žƳŚĪºſƾ���Żř�Ʊĥ�
ţƺŘƬĩƺƳǀ��Ŷçîç��Ư�ƕƹźƃ�ƾ��ŵŵźĭ��řƿ��ƫŚů�Źŵ�Ʋƾ����žƳŚĪſ�ƶĩ�Ţſř�

řŹřƿ������Ƴ�Żř�Ʊĥ�ĨƳŚŝ�Źŵ�ƵŶƃ�ƶţƺŘƬĩƺǀ��Ŷççé����ţƺŘƬĩƺƳ�Śţ�ƹ�ƕƹźƃ�ǀ�Ŷ
ƵŹŚưƃ��ƽ�æååå���ƶƯřŵř�ƿ�Ţſř�ƶŤƟŚ��������ƪĪƃ�Źŵ�ƶĤƳŚƴģ��ƩŚů�źƷ�Źŵ

è��Ţºſř�ƵŶƃ�Ƶŵřŵ�ƱŚƄƳ��Multiple Alignment��žƳŚĪºſ�

��ř�Żř�ƪƇŚůƿ�ƤŰţ�Ʋǀ��������źƤţ�ơŚºŞƐƳř�ŵŹřŶƳŚŤºſř�Ʊĥ�žƳŚĪſ�Śŝ�Ƣƿ�ľŚºŞ� �
îî�ŶƇŹŵ�ƽ���Ư�ƱŚƄƳ�řŹ�ƾ��ŶƷŵ�����ŝ�ƪƇŚƟ�Ŷů�ƶĤƳŚƴģǀ�ţƺŘƬĩƺƳ�Ʋǀ�Ŷ
èêè�ƫř�ƾ�îíë�ř�ƿ�ƘƋƹ�Ʋǀ����Ţſř�Ƶŵřŵ�ƱŚƄƳ�řŹ�Ţ����źºŝ�ƱƹżƟř�ř�ºƿ�Ʋ

Blast�ƶƘƐƣ���ƽ�Ƙţ�ǀǀ���ŢƸŝŚƄƯ�ƵŶƃ�žƳŚĪſ�Ʋ�îî�ŶƇŹŵ�ƽ���Śŝ�řŹ�
Ʊĥ�ƭŚưţ�ŚƷƽ�ent Dưſǈě�Żř�ƮƗř�ǀŶƽ�ƿƯƹŻƺƯƹźĩ�Śƾ�ƱŚƄƳ�řŹ�
Ţſř�Ƶŵřŵ���

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
��
��
��
��

ƪĪƃ�ç��ŴƄţ�ŶƳƹŹǀŻŚſ�ƆƫŚų�ƹ�Ɔƽ�ent Dƺſ�Źŵ�ƿƯƺŝ�ƶƾƟŚŤſř�ǀ�ŽƺŗŹō�ŽƺĩƺĩƺƬŢƸūƘţ�ǀǀ�žƳŚĪſ�ƲŢſř�ƵŶƃ�Ƶŵřŵ�ƱŚƄƳ�� �
ƺƈţ�Źŵƿ�źA�ĨƷŚģ�ì�ƺƈţ�Źŵ�ƹƿ�źB�ĨƷŚģ�î�ŚưƴƷřŹƽƫƺĪƫƺƯ�ƱŻƹ�ƾ�1kbŢſř���ƺƈţ�Źŵƿ�źA�ĨƷŚģ�ŚƷƽ�íƫř�ƾ�æçƸŝ�ŶƳƹŹ�ǀƶƴ�ŻŚſƽ�PCR�

Ư�ƱŚƄƳ�řŹƾ�ŶƷŵ��Ư�ƶƔůǈƯ�ƶĤƳŚƴģƾ��ĨƷŚģ�Źŵ��ŵŵźĭæçřźƃ�ƿƸŝ�Ǝǀ�ƶƴPCRř�ƿŢſř�ƵŶƃ�ŵŚŬ��ƺƈţƿ�źBřŶū��ŻŚſƽŚƷŶƳŚŝ�ƽ� bpìåå�ƹ�bp�
æéååƶūŹŵ�Śŝ�Ʃĥ�Żř��ƽ�šŹřźů�Śě�śƹŷǀƿƱō�ŻŹƺƟƹźŤĪƫř�ƹ�Ʋ��ŚƷ�řŹŢſř�ƵŶƃ�Ƶŵřŵ�ƱŚƄƳ���Źƺƈţ�ŹŵC�ĨƷŚģ�æƺƈţ�Źŵ�ƹ�ƿ�źD�ĨƷŚģ�ë��ŵŹřŶƳŚŤſř

ƫƺĪƫƺƯ�ƱŻƹƾ�bp�æååƯƾ�ŶƴƃŚŝ�ƺƈţ�Źŵ�ƿ�źCŚƷ�ĨƷŚģ�ƽ�é�ƹ�êřźƃ�ƿƸŝ�Ǝǀ�ƵŶƃ�ƶƴPCR�ř�ƹƿ�šŚƘƐƣ�ŵŚŬbpìåå�ƹ�bp�æéååƯ�ƱŚƄƳ�řŹ�ƾ�ŶƷŵ��
ģŚƷ�ĨƷŚƽ�ç��è��ë�ƹ�ìƬŴţ�ǀƶƘƐƣ�Ɔ�ƽ�bpìååŢſř�Ƶŵřŵ�ƱŚƄƳ�řŹ���ƺƈţƿ�źDƸţ�ǀƶ�ƽƶƘƐƣ�Żř�ƭŻǇ�ŹřŶƤƯ��ƽ�bpìåå Ƙţ�ŢƸū�ǀǀ�Ʋ� �

Ư�žƳŚĪſƾ�ŶƃŚŝ���



ƱřŹŚƨưƷ�ƹ�ƾƿŚƐƗ�ƾƬƘƳŚƌƯŹ�źŤƧŵ� 
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�ƪĪƃè��ŚƤƯƿƶƀ�ƽƶŤƃŹ�žƳŚĪſ��ƽ�Forwardř�Żř�ƪƇŚů�ƿƤŰţ�Ʋǀ�Ƣ�690-F2���žƳŚĪſ�ŚŝForwardƀĩƺţƹźŤƳř�ŵŹřŶƳŚŤſř�Ʊĥ�ǀ�Ʋ
DƟŚŤſř�ǀƳĥ�ĨƳŚŝ�Źŵ�ŵƺūƺƯ�ŽƺŗŹō�ŽƺĩƺĩƺƬƾ�Ŷĩ�Śŝ�M28521.1Ţſř�ƵŶƃ�Ƶŵřŵ�ƱŚƄƳ����

��

ŚººŤƳƿƫř�ƱƺººƯŻō�ŪººǀŐţ�ŢººƸū�řżººǀƿƫƺţ�ŶººǀƀººĩƺţƹźŤƳř�ŶǀƲ�D�� �
ŚŤƳƿƫř�ƱƺƯŻō�ŪǀƹŹ�řżƽƺſ�ƿƶ�ŚƷƾƿ�řŹřŵ�ƶºĩ�ƽ�ent D��Źŵ�ŶºƳŵƺŝ�

��ƪĪƃé����Ţſř�ƵŶƃ�Ƶŵřŵ�ƱŚƄƳ�����Ư�ƶƔůǈƯ�ƶĤƳŚƴģƾ��źĭŵ��ƱƺŤſ��ŵ
è�ƺſ�ƿƶ�řƽ��źŤĩŚŝ�Żř�ƽ�řŹ���Ư�ƱŚƄƳ�ƾ�����ƀĩƺţƹźŤƳř�ƎƤƟ�ƶĩ�ŶƷŵǀ��ƲD�

ƫƺţ�řŹºººǀŢºººſř�ƵŵƺºººưƳ�Ŷ���ƱƺŤºººſè�ƹ�éƺºººſ�ƿƶ�ŚºººƷƾƿ�Żř�
ƟŚŤººſřǀººƯ�ƱŚƄººƳ�řŹ�ŽƺĩƺĩƺƬƾ��ƘººƋ�ŹƺººƏ�ƶººŝ�ƶººĩ�ŶººƷŵǀ�ƞ

ƀĩƺţƹźŤƳřǀ��ƲD��Ƴ�ƹ�ǀ��ºưĩ�ŹřŶºƤƯ�żƾ�ƀºĩƺţƹźŤƳř�ǀ�ƲCƫƺţ�řŹ��ºǀ�Ŷ
ƵŵƺưƳ�ŶƳř��ř�Śŝƿ�Ƃƴĩřƹ�ƩŚů�ƲPCR�ŵƺūƹ�ent DƱō�Źŵ�řŹ���ŚƷ

Őţǀƿ�Ư�Ŷƾ��ŵźĩ��ƱƺŤſ��ŚƷƽ�ê���ƹ�ææ�ƺſ�ƿƶ��ŚƷƾƿ��źŤĩŚŝ�Żř�ƽ��ƱŚƄºƳ�řŹ�
���ƫƺţ�źºººŝ�ƵƹǈºººƗ�ƶºººĩ�Ţºººſř�ƵŵřŵºººǀƀºººĩƺţƹźŤƳř�Ŷǀ�ƲD�

ƀĩƺţƹźŤƳřǀƲ��ŚƷƽ�A���ƹ�E��Ƴ�řŹ�ǀ�ƫƺţ�żǀ���Ţºſř�ƵŵƺưƳ�Ŷ����ƱƺŤºſæç�
ƺºººſƿƶ�řƽƟŚŤºººſř�Żř�ǀºººƯ�ƱŚƄºººƳ�řŹ�ŽƺĩƺĩƺƬƾ��ƶºººĩ�ŶºººƷŵê�



Ư�ƆǀŴƄţ�ƾƫƺĪƫƺent D�ŽƺŗŹō�ŽƺĩƺĩƺƬǀƟŚŤſř� 
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ƀĩƺţƹźŤƳřǀ�Śƃ�Ʋƿ��ƫƺţ�řŹ�Ɩǀ��Ţſř�ƵŵƺưƳ�Ŷ��ƱƺŤſ�ŚƷƽ�æ���ì���í���î�
��ƹæå�ƺſ�ƿƶ�řƽ��ƟŚŤſř�Żř�ǀƬ����řŹ�ŢºŞŨƯ�ŻǇƺºĭřƺĩ�ŽƺºŗŹō�Žƺĩƺĩƺ

�Ư�ƱŚƄƳƾ���Ʒ�ƶĩ�ŶƷŵǀ��Ģƿ��ƀĩƺţƹźŤƳř�Żř�ĨǀƲ����ƫƺţ�řŹ�ŚºƷ�ºǀ���ƵŵźºĪƳ�Ŷ
Ţſř���ƂƴĩřƹPCRř�ƿƺſ�Ʋƿƶ�Ƴ�ŚƷǀ�Ʊĥ�żent D�ŵřŶƳ�ƱŚƄƳ�řŹ��

ř�Źŵººƿƺƈººţ�ƲƿŵŹ�źººƿ�ƞHŵřźĭ�ƶººŝ�ƍƺººŝźƯ�ººƿƳŚƾ�ŢººƔƬƛ�Żř�
ŵŹřŶƳŚŤſř�ƀĩƺţƹźŤƳř�ǀƲ��ç����Śºţ�æå������Ư�źºƷ�Źŵ�ƭźĭƺƳŚºƳ�ǀ�ºƬƾ�ƫǀ�źºŤ��

ĩ�Źŵ�ŵƺūƺƯǀƺŝ�ŢŢſř�Ƶŵ�����

��

��
��
��
��
��
��
��
��
��
��
��
��
��

�ƪĪƃé��ŤƳǀƶŬ�ƽƫř�Ƃƴĩřƹ�ǀƬě�Ǝſƺţ�řżǀƸţ�ƪŞƣ�Żř�Ţǀĩ�Źŵ�ŵƺūƺƯ�ƵŶƃ�ƶǀ�ŢRIDASCREEN SET A,B,C,D,E��ŢųŚſ
ƳŚưƫō�Ţĩźƃƾ�r-Biopharm�Ţſř�ƵŶƃ�Ƶŵřŵ�ƱŚƄƳ��ƫř�ƱƺƯŻōǀƶƳŚųŹŚĩ�ƪưƘƫřŹƺŤſŵ�ƢŞƏ�řż�ƽƺƈţ�ƹ�ƭŚŬƳř�ƵŶƳŻŚſ�ƿƬě�źǀ�ƪƇŚů�Ţ

Ţſř�ƵŶƃ�ƲĪſř��řźŝŚƴŝƿţ�ƲƺƈƿƵŶƴƷŵ�ƱŚƄƳ�ơƺƟ�ź�ƽŻ�ŮƐſ�ƿźƿƬě�ƲǀƯ�Ţƾ�ŶƃŚŝ���
��

ŚºººŤƳ��ƩŚºººů�źºººƷ�ŹŵƿºººſŹźŝ�ŪƾƫƺºººĪƫƺƯ�ƾ�èæåƺºººſ�ƿƶ�ƽ�
ƟŚŤººſřǀĩŚººů�ŽƺººŗŹō�ŽƺĩƺĩƺƬƾ�ƶººĩ�ŵƺººŝ�Ʊō�Żř�çé�ŶººƇŹŵ�
ƺſƿƶ�ƹŚů�ŚƷƽ�Ʊĥ�ent D�ŵƺŝŶƳ��ŚŤƳ�ŚƯřƿ�ƫř�ƱƺºƯŻō�Ū�ºǀ��ƱŚƄºƳ�řż

�ŚƸƴţ��ŵřŵæƺſ�ŶƇŹŵ�ƿƶ���Ʊĥ�ƎºƤƟ�ŚƷent D��ŚºƸƴţ�ƶºŝ�řŹ�ƾƿ�řŹřŵ�
�ŝŵƺ�ƹ�ŶƳ�çèƣŚŝ�ŶƇŹŵ�ƾ�ƀºĩƺţƹźŤƳř�ƵřźưƷ�ƶŝ�ƵŶƳŚƯ�ǀƲ�D��Śºſƿ�ź

ƀĩƺţƹźŤƳřǀƲ�Ƴ�řŹ�ŚƷǀƫƺţ�żǀ�ŶƳŵźƧŶ����
��

hv]��
������ř�Źŵƿ�ƤŰţ�Ʋǀ��ƢŝźŬţƾ�����Żř�ƵŵŚƠŤſř�Śŝ��ƫƺºĪƫƺƯ�ƁƹŹƾ�PCR�
�Ʊĥent D�Źŵ�çèƺſ�ŶƇŹŵ�ƿƶ�ŚſŚƴƃ�ŚƷƾƿŚƳřƺţ�ƹ�Ŷƃ�ƾƿƱō���ŚƷ� �

ƫƺţ�ŹŵºººǀƀºººĩƺţƹźŤƳř�Ŷǀ�ƲDſŚƀºººů�ŮƐºººſ�Źŵ�ǀĩ�ŢºººǀŢ�
RIDASCREEN SET A,B,C,D,E��ç�å��Źŵ�ƭźĭƺƳŚºƳ�

ƯǀƬƾ�ƫǀźŤ���Őţ�ŵŹƺƯǀƿ��ŢƟźĭ�Źřźƣ�Ŷ��ƶŝ���ƪĪƃ�é��ƴĩ�ƵŚĮƳ�ºǀŶ����ŚºƸƴţ� �
æƺſ�ƪĩ�ŶƇŹŵ�ƿƶ�ŚƷƾƿ��ƪºƣŚƳ�ƶĩ�ent D��ƀºĩƺţƹźŤƳř�ŶºƳŵƺŝ�ǀ�Ʋ
ţǀ��ĚD���ŚƸƴţ�ƶŝ�řŹ�ƾƿ�ƫƺţ�ǀ�ŶƳŵźĩ�Ŷ���ƫŚů�Źŵƾ��Śſ�ƶĩƿ�ƺſ�źƿƶ�����ƶºŝ�ŚƷ

��ƀºĩƺţƹźŤƳř�ƵřźưƷǀ��ƲD��Śºſ��ƿ��ƀºĩƺţƹźŤƳř�źǀƲ�����Ƴ�řŹ�ŚºƷ�ºǀ�ƫƺţ�ż�ºǀ�Ŷ
Ưƾ��ƳŵźĩŶ���ř�ŢƬƗ�ºƿ�������ƣŵ�ŹƺºƏ�ƶºŝ�źºƯř�Ʋ�ºǀ���Ƴ�ƆŴƄºƯ�Ƣ�ºǀ��ƹ�Ţƀ
ưƳƾ�������řźģ�ŵřŵ�ƱŚƄƳ�Ʊřƺţƿ�ƺſ�Ĩƿ�źŤĩŚŝ�ƶƿŚƾƿ������ºŝ�Ţºſř�ŹŵŚºƣ�ǀ�Ƃ
Żřƿ�ƀĩƺţƹźŤƳř�Ĩǀ��ƫƺţ�řŹ�Ʋǀ�ŚưƳ�ŶƿŶ��řƿ������Śºſ�Ǝºſƺţ�ƕƺºƋƺƯ�Ʋƿ�ź

ƤƤŰƯǀ�Ƴ�Ʋǀ���Ţſř�ƵŶƃ�ƁŹřżĭ�ż��ƱŚƴģ�����ƩŚſ�Źŵ�ƶĩçååî�Ư�ǀŵǈƽ�



ƱřŹŚƨưƷ�ƹ�ƾƿŚƐƗ�ƾƬƘƳŚƌƯŹ�źŤƧŵ� 
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IfesanŹŚººĪưƷ�ƹ�Ʊř�ŶººƳŵřŵ�ƱŚƄººƳ��ººųźŝ�ƾƺººſ�Żř�ƿƶ�ŚººƷƽ�
ƟŚŤººſřǀƺĩƺĩƺƬººŝ�ŽƺººŗŹō�Žǀ�Żř�ƂººƿƀººĩƺţƹźŤƳř�Ĩǀƫƺţ�Ʋººǀ�Ŷ

Ưƾ��ŚưƳƿ���Ŷºƴ�æí�����������ƣŵ�ŢųŚƴºƃ�ŹƺºƔƴƯ�ƶºŝ�ƵŻƹźºƯř�ºǀƢ�����ƂºƤƳ�źºţ
ƀĩƺţƹźŤƳřǀ��ƲD�Ƙţ�ƹ�ǀǀĭ�ƲǀƵŶƳź�ŚƷƽ�ƇŚƈºŤųř�ƾƤŰţ�Ʊō�ǀ��šŚºƤ

ƳřƹřźƟƾ����ƵŶƃ�ƭŚŬƳř�ƿ������Ţſř�ƭŚŬƳř�ƩŚů�Źŵ�Ś�æîƹç���Śƃƿ��Ŷƿ�ºĪƾ�
�Ǉŵ�Żřƿ�ƤŰţ�ƪǀ�������ŴƄºţ�ƅƺƈºų�Źŵ�ƵŵźŤƀºĭ�šŚƤǀ��Ƙţ�ƹ�Ɔ�ǀºǀ�Ʋ

�ƀĩƺţƹźŤƳř�ƂƤƳǀƲ��ƷŚƽ�ƟŚŤſř�ǀ��źŰţ�ŽƺŗŹō�ŽƺĩƺĩƺƬƿ�ƫƺţ�Ĩǀ�Ŷ
IL-1â���ƹ�TNF-á��çå��ŶƃŚŝ��řƿ��ĩŚů�źƯř�Ʋƾ�����Ţſř�Ʊō�Żř�ƶĩ��

řƿ���ř�Źŵ�ƭƺưſ�Ʋƿ�ŝ�ŵŚŬǀŹŚưƽ��ŚƷƽ�����ŶºƳŹřŵ�ŢºƫŚųŵ�ƞƬŤŴƯ������řŸºƫ
ººůřźƏƾƁƹŹ��ŚººƷƽŴƄººţ�ŵŹřŶƳŚŤººſř�ǀźººſ�ƆƿƖƺººſ�ƿƶ�ŚººƷƽ�

ƫƺţǀŶ�ƵŶƴƴĩ��ƽ�ƲƀĩƺţƹźŤƳř����ưƷř�Żřǀ�ŝ�Ţƶ�řżſƾƿ���Ţºſř�ŹřŵŹƺųźŝ���
ƱŚƴģ�ƩŚſ�Źŵ�ƶĩ�æîîèƯ�ǀŵǈƽ�He, X��ƹMatsumoto, Y�

��ƀĩƺţƹźŤƳř�ƂƤƳ�ƱřŹŚĪưƷ�ƹǀ�ƲD�ƟŚŤºſř�ǀ��řŹ�ŽƺºŗŹō�ŽƺĩƺĩƺƬ
�řżƟř�Źŵƿ�ƫƺţ�Ƃǀ�źţŹō�ŹƺŤĩŚºƟ�Ŷ�ºƿŗƺţŚƯƹŹ�Ţ�ºǀƳ�ƹ�Ŷ�ºǀř�Źŵ�żƿ��ŵŚºŬ

ŝǀŹŚưƽ��ŚƷƽ��ř�ŵƺų�ƿƴưƾ�����ŶºƳŵřŵ�ƱŚƄƳ��çç��ƹçæ���������ƩŚºů�źºƷ�Źŵ
�ŝ�ƕƺƴţǀŹŚưƽ��ŚƷƽ�ƃŚƳ�ƾ��ƀĩƺţƹźŤƳř�Żř�ǀƲ������ƶŝ�ƲŤųřŵźě�šŹƹźƋ�ŚƷ
ƶƘſƺţ��ƽ�ƁƹŹ���ŚƷƽ�ŴƄţ�ǀƈƾ�ƺƳ�ƿ��ŸºěŚƳ�śŚºƴŤūř�řŹ�Ʋƿ��ƵŵƺºưƳ�ź
��Ţſř�çéƹçè���ųźŝƾ���řźŝ�ŚƷŹƺƄĩ�Żř�ƽ�źƷ��ºƿ���ƺºſ�Żř�Ĩƿƶ���ŚºƷƽ�
ƫƺţǀ�ƵŶƴƴĩ�Ŷ��ƽ��ƀºĩƺţƹźŤƳř�ǀƲ��ŚºƷ�ƁƹŹ�ƽ���ŵŹřŶƳŚŤºſř�ºůřźƏƾ�ƹ�
řŹřƿ��ƶ��ƵŵƺưƳ��ƹƘƯǀŚƷŹŚƽ��řźŝ�ƭŻǇ�ƽ�ŴƄţ�ǀ�ƺſ�Ɔƿƶ���ŚºƷƽ�ƫƺţ��ºǀ�Ŷ

ƵŶƴƴĩ��ƽ�ƀĩƺţƹźŤƳř�ǀ���ƶƳƺưƳ�Źŵ�řŹ�Ʋ��ŚƷƽ����řŸºƛ�ŵřƺƯ�ƞƬŤŴƯ�ƾƿ��ºƿ�Ś
ƶƳƺưƳ��ŚƷƽ�ƫŚŝ�ǀƴƾ�řŹř�ƿ�Ƶŵřŵ�ƶ�ŶƳř�����żĩźƯ�ľǈŨƯ�ƩźºŤƴƧ��źŤĩŚºŝ�ƽ�����Źŵ�ŚºƷ
źƯřƿ�ŚººĪ�ATCC��řźººŝƽƵƹźººĭ�ƭŚººưţ��ŚººƷƽźŤĩŚŝ�ººƿŚƾƿ��ƁƹŹ

�Ƙţ�ŹřŶƳŚŤſřǀǀ��Ţſř�ƵŵƺưƳ�Ʋ������ř�ƶºŝ�ƶūƺţ�Śŝƿ���Ţºſŵ�ƶºĪƴ��ºƿŝŚƾ���ƶºŝ�
��ƛ�ŵƺūƺƯ�ŵŹřŶƳŚŤſřǀ�ƬưƗ�źƾ������żƷ�ƝźƇ�Śŝ�Ţſř�ƲĪưƯ�ƹ�ƿƶƴ��ŚƷƽ�

ƴƷĮŶººƃŚŝ�ƵřźººưƷ�ŢººƠ���ţ��Ţººſř�ƲººĪưƯ�ƵƹǈººƗ�ƶººŝƜººǀǀ�šřź
ƟřźƜūǀŚƾƿ��Śě�źŝ�ƿŹřŶƽ�ƹ�ƿĭĦƾ���ŚºƷƽ�źƘţ��ºƿ�����ƶºƳƺưƳ�Źŵ�ƵŶºƃ�ƞ��ƽ�

�ūŹŚų�ŵŹřŶƳŚŤſřƾ����řźºƃ�Śºŝ�ƿ��ƶºƤƐƴƯ�Ǝ��řƽ����ŶºƃŚŞƳ�ŹŚĭŻŚºſ������řŸºƫ� �
Ƙţǀǀ��ŚƷŵŹřŶƳŚŤºſř�Ʋƽ���řźºŝ�ƭŻǇ�ƽ��ŴƄºţ�ǀ��ƺºſ�Ɔƿƶ���ŚºƷƽ��Ưƺºŝ�ƾ�

ƟŚŤſřǀ��ƫƺţ�ŽƺŗŹō�ŽƺĩƺĩƺƬǀƵŶƴƴĩŶ�ƽƀĩƺţƹźŤƳř�ǀƲ���ƶºƬưū�Żř�ŚƷ

ƀĩƺţƹźŤƳřǀ��ƲD��ŸěŚƳ�śŚƴŤūř�ƿ��Ţſř�ƵŶƃ�ź��Ż�ƿ��Ɯţ�Żƹźŝ��řźǀǀ�šřź
ŤƳĥǀĪƾ��ƺſ�Źŵ�ƿƶ��ŚƷƽ���ƟŚŤºſř�ƞƬŤŴƯ�ǀ���ƱŚƄºƳ�ŽƺºŗŹō�ŽƺĩƺĩƺƬ

����Ţſř�ƵŶƃ�Ƶŵřŵ�çê����ř�Żřƿ���ř�Źŵ��ƹŹ�Ʋ�ºƿ�ƤŰţ�Ʋ�ºǀ�����śŚºŴŤƳř�Śºŝ��Ƣ
řźěƿºººƃƹŹ�ŜºººſŚƴƯ�źºººưƾŴƄºººţ�ŢºººƸū�ǀƺºººſ�Ɔƿƶ�ŚºººƷƽ�

ƟŚŤſřǀ��ƫƺţ�ŽƺŗŹō�ŽƺĩƺĩƺƬǀƵŶƴƴĩŶ��ƽ�ƀĩƺţƹźŤƳř�ǀ��ƲD�ůřźƏ�ƾ�
�řŹř�ƹƿ��Ţſř�ƵŶƃ�ƶ��Żƿ�������ŻǇƺºĭřƺĩ�ƶºŝ�ŚºĪţř�ŚƸƴţ��řź�����Ʊŵƺºŝ�ŢºŞŨƯ�
ƟŚŤſřǀŽƺĩƺĩƺƬ��ƶƳƺưƳ�Źŵ�ŚƷ�ŚƷƽƫŚŝ�ǀƴƾƟŚĩ�ƾƳ�ǀŢƀ��żĭ��šŚºƃŹř
ƳřƹřźƟƾ����Ư�ƱŚƄƳ�ƶĩ�Ţſř�Ţſŵ�Źŵ�ƾ�ƺſ��ŶƷŵƿƶ��ŚºƷƽ��ŻǇƺºĭřƺĩ�

ƀººĩƺţƹźŤƳř�ŢººŞŨƯǀƫƺţ�ƲººǀººưƳ�Ŷƾ�Ŷººƴƴĩ�ººųźŝ�žººĪƗ�źººŝ�ƾ�Żř�
ƺſƿƶ��ŚƷƽ��ƠƴƯ�ŻǇƺĭřƺĩ�ƾ��ƶƳƺưƳ�Źŵ���ŚƷƽ��ƫŚºŝ�ǀƴƾ��ºƿ��ƶºƳƺưƳ�Ś���ŚºƷƽ�
řŸƛƾƿ���ƀĩƺţƹźŤƳř�ƞƬŤŴƯ�ƕřƺƳř�ǀƲ��ŚƷƫƺţ�řŹ�ǀƵŵƺưƳ�Ŷ�ŶƳř����ƶºĪƳō�Śŝ

�ººƳřƹřźƟ�ƞººƬŤŴƯ�šŚºƃŹřżĭ�Źŵƾƺººſ�ƿƶ�ŚººƷƽƟŚŤººſř�ǀ�ŽƺĩƺĩƺƬ
�ƫƺţ�ŽƺŗŹōǀŶ�ƵŶƴƴĩ��ƽ�ƀĩƺţƹźŤƳř�ǀ���šƹŚƠŤƯ�Ʋ�ê�è���Śţ�ìå�ŶƇŹŵ���

����Ţſř�ƵŶƃ�ƁŹřżĭ�çî�çë���������ºŝ�ŚºƯ�ŹƺƄºĩ�Źŵ�ŚƯř��ƶ�ƫŵ�ºǀ���ŵƺºŞƳ�ƪ
ƺſƿƶ��ƽ���ŵŹřŶƳŚŤſř�ō�ƣŵ�ŹŚƯǀƤƾ�����ŢºƳƺƠƗ�Żƹźºŝ�Żř����ŚºƷƽ��ºƃŚƳ�ƾ��Żř�
ƟŚŤſřǀŽƺĩƺĩƺƬ��ŚƷƽ��ƫƺţ�ŽƺŗŹřǀŶ�ƵŶƴƴĩ��ƽ��ƀºĩƺţƹźŤƳř�ǀ��ƲD��Źŵ�

Ƴ�ŢººſŵººǀŢƀ��ř�ŹŵººƿƤŰţ�Ʋººǀ�ŻŚººſ�ŵŹřŶƳŚŤººſř�Śººŝ�Ƣƽ�ƁƹŹ�
ŴƄººţǀƺººſ�Ɔƿƶ�ƽƫƺţ�ººǀƀººĩƺţƹźŤƳř�ƵŶººƴƴĩ�Ŷǀ�ƲDƯŻ�ǀƶººƴ�ƽ�
ººſŹźŝƾ�ŚººƷƽěř�ººǀƯŶǀĥƺƫƺƿƶººƳƺưƳ�Źŵ�Ĩ�ŚººƷƽƫŚººŝ�ǀƴƾƳ�ƹ�ººǀ�Źŵ�ż
ĭŵƺƫōƾ��ŚƷƽ�řŸƛ�ƾƿ���Ţſř�ƵŶƃ�ƮƷřźƟ����ř�ƶŝ�ºƿ�ţźţ�Ʋ�ºǀ��ƺºſ�Ŝƿƶ��ƽ�

ŵŚƯō�źƋŚů�ƵŶƃ�ŵŹřŶƳŚŤſřƺŰţ�ƵƿŚſ�ƶŝ�ƪƿƤƤŰƯ�źǀƯ�Ʋƾ�ŶƃŚŝ����
��

|¬eË�°�e�Á����
�����řƿ����ƶºūŵƺŝ�Śŝ�ŭźƏ�Ʋ�ƽ���Īºƃżě�ƭƺºƬƗ�ƵŚĮƄºƷƹĦě�ƾƤŝ��ºǀř�ƶ����

�ƤŰţ�żĩźƯǀ��ƳŚƯŹŵ�ŵźŝŹŚĩ�šŚƤƾ�ƀĩƺţ�ǀƲ��ŚƷƽ�Ư�ǀŝƹźĪƾ�ůřźƏ�ƾ�ƹ�
Ţººſř�ƵŶººƃ�ƭŚººŬƳř��ŶººŝƿƺƳ�ƑŚººŰƫ�ƲººƿŚưů�Żř�ƱŚĭŶƴƀººƿ�ƹ�Ţ

ŤƄěǀƳŚŞƾ���ŚºƷƽ��������ƠƐƈºƯ�źºŤĩŵ�ƭźºŤŰƯ�ŵŚŤºſř�ƾ��ƘƳŚºƣ�ƾ����ƹ�źĪƄºţ�
ƳřŵŹŶƣƾ�Ư�ƾ��ŚưƳƿŶƴ��ƴĤưƷ�ǀ���������ƹ�ŹƺĜƳŚƐƬºſ�ŵřƺºū�ŶưŰƯ�źŤĩŵ�Żř�Ʋ

����ŹřŸĭřƹ�ŢƸū�źŞƷŹ�ŶưŰƯ�źŤĩŵƽ�ƺſ�ƿƶ��ŚºƷƽ��ƟŚŤºſř�ǀ�ŽƺĩƺĩƺƬ
ƶƳƺưƳ�Żř�ƵŶƃ�řŶū�ŚƷƽŝ�ǀƳřŵŹŶƣ�ƹ�źĪƄţ�ŹŚưƾ�Ưƾ�ŵŵźĭ����

��
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Background and Objectives: Staphylococcal enterotoxin D as a supper antigen is produced by infected 

samples of human and animal sources.  The aim of this study was to standardize the detection methods for 

the Staphylococcus strain producing enterotoxin D.  

Materials and Methods: A PCR method was set up for detection of enterotoxin D gene (ent D) in 

Staphylococcus aureus samplesisolated from the human subjects (310 strains isolated from clinical samples).  

The specific PCR-product (a band about 700 bp) was purified and sent off for DNA sequencing.  Blast 

analysis showed a 99% identity with the standard gene sequence from Genebank.  The ability to produce 

enterotoxin D by all strains carrying ent D was analyzed by using an ELISA kit.  

Results: The results of this study show that the PCR method has been well set up.  There were two PCR 

products obtained by the primer pair, one at 700 bp and another at 1400 bp.  Both bands were gel purified 

and sent for DNA sequencing.  The results, based on the alignment with the standard ent D sequences from 

GenBank, suggest that ent D is contained within the 700-bp product.  Production of the entrotoxin D in the 

positive strains was confirmed by ELISA. 

Conclusion: Based on the available information, coagulase positive Staphylococcus aureus strains are 

recorded in clinical samples.  However, there is no routine method available to analyze the ability of the 

bacterial strains for producingtoxins including enterotoxin D.  This study represents a simple, fast, and 

standard method for verification of the bacteria enterotoxin D and the strains producing it.   

 

Keywords: Staphylococcus aureus, ent D, PCR  
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