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�Ä¸n»�¹Â¸��Ê°��aÊ»Ô�Y�{Y�M�ÃZ´�¿Y{�����������������������������������������������Ê·M�Ã|¿�Y{�Z]�¥~uÄ]�Á�ËÁÁ�f¿Y��ËZa�Â�À»[Ô�Z§�{ 

�Ê»�Ê¿ÓÂ��c|»e]�Ê«Z]�Ê¿Â¨��c�Â��Ä]�|À¿YÂ|À¿Z¼���¾Ì/¼Å�Ä]�
������Á�/ËÁÁ�f¿Y�ÉÂnf�/m�Z]�¶Ì·{����Ä/¿Â¼¿��{�Z/Å����Á�Ê/�Ìv»�ÉZ/Å

�Ê»�[Ô�Z§���������d^�/¿�Ê/^Ë�¬e�Ê/���]�Á��Á�/ËÁ��Z�/f¿Y�Ä]�½YÂe
�M�{Y�§Y����{�]�Êa�dÌ ¼m�®Ë��{�Ã|��Ã{Â·�������/�Á���Y�Ê/°ËÆ�ÉZ

�������Á�/ËÁÁ�f¿Y��Ìz�/e�ÉY�/]�µÁY|f»�����Ã{���Y�Ã{Z¨f/�Y�,Z/Å��ÉZ/Å
��|//À¿Z»�Ê·Â¸//��d�//¯�¦//¸fz»RD�,VERO�,Hep-2�,L20B�,

Hela�,BGM�,HT-29�Á��Skco-1�d//�Y���������//j¯Y�Ä//q��//³Y
�Á�ËÁ��Ã{Á��ÉZ/Å��������Ã{��ÉÁ���/]��/Ìj°e�ÊËZ/¿YÂe�ÉY����d�/¯�ÉZ/Å

�������Á�ËÁ��Y�Ê� ]�Z»Y�,|¿�Y{�Y��Ê·Â¸�ZÅ�Ã{Á��É���dÌeZbÅ�|À¿Z»�ÉY
A���Á�ËÁ�­YÁ�Â¿�,��Á�ËÁZeÁ��,ZÅ�����Á�/ËÁ�Ê¯Z�/¯Â¯Á�ZÅ��ÉZ/Å

ÃÁ�³�A���Ê·Â¸��d�¯��{�ÊfuY��Ä]��Ì¿�CPE�Ê/¼¿�{ZnËY����|/ÀÀ¯
������������Ìz�///e�ÉY�///]�Ê·Â///°·Â»�®///ÌÀ°e��Y�Ã{Z¨f///�Y

�Á�ËÁÁ�f¿Y������Á�/ËÁÁ�f¿Y�Ã�/ËÁ�Ä]�ZÅ�����d�/¯�¶/]Z«�Ì£�ÉZ/Å���Ä/]�,
���®Ë�½YÂÀ���������Á�/ËÁ�ÄmÂe�{�Â»��Z�u�Á��Ë����Á���½Z/�ZÀ�

����d�Y�Ã{Â]�Ê�Ìv»��,�,�����������Á���Y�Ã{Z¨f/�Y�Z]RT-PCR����{��
��c|»����Ê»�d�Z�������Y��f¼¯�½YÂe1PFU������Á�/ËÁ�����Ìz�/e�Y

{Y{���������Á��ÉÓZ]�dÌ�Z�u�¶Ì·{�Ä]RT-PCR�����¥~/u�Á�µ�fÀ¯�,
Ã|¿�Y{�Z]�����������{�Y{�É{ZË���ZÌ�]�dÌ¼ÅY�[Ô�Z§��{�{ÂmÂ»�Ê·M�ÉZÅ

��,����Chomczynski��½Y�Z//°¼Å�Á�����µZ//���{�����,Graff�
�½Y�Z//°¼Å�Á�����µZ//���{�����,Abbaszadegan�½Y�Z//°¼Å�Á�

�������µZ���{������,Straub����½Y�Z°¼Å�Á����������µZ/���{�����,
Atmar�½Y�Z//°¼Å�Á�������µZ//���{�����,Shieh�½Y�Z//°¼Å�Á�

��������µZ���{������,Toze���������µZ���{�����Á��Reynolds�
�½Y�Z//°¼Å�Á������µZ//���{������|//À¿Z»�ÊËZÆ//�Á���Y�GIT,� �

AC-PCR�,Sephadex G-100�,Chelex 100-resin�,CTAB,�
Pro-cipitate��Z/////////ÀÌXeÁ�a�,k�,Solvent extraction,� �

polyvinyl polypyrolidine�,caesium chloride�Á�ICC-RT-

PCR�����¥~u��Â�À»�Ä]�Ã|¿�Y{�Z]���Ê/·M�ÉZ/Å����[Ô/�Z§��{�{Â/mÂ»�
�|¿{Â¼¿�Ã{Z¨f�Y��������������Ê]Z/Ë��Y�Á�Ä�/ËZ¬»��ÅÁ�/a�¾/ËY��Y�¥|Å���

���Ã|¿�Y{�Z]�¥~u�¦¸fz»��Á�����[Ô�Z§��{�{ÂmÂ»�Ê·M�ÉZÅ��ÉY�]�,
�Ìz�e�Á�ËÁÁ�f¿Y�ºÌ¬f�»��Ä¸Ì�Á�Ä]�ZÅRT-PCR�»Ê|�Z]���

� �

ZÆ�Á��Á�{YÂ»��
Ä¿Â¼¿��Ì¸¤e�Á�É�Ì³��������Æ/��[Ô/�Z§�Á�[M�d¯�/��É�Z/°¼Å�Z]
��½Y�Æe�������ÃZ/»�}M��Y��Ä/¿Â¼¿���������ÃZ/»�{Y{�/y�Z/e�������Y���

�ÄÌ¨�//e�ºf�//Ì����½Y�//Æe��Æ//��Ê¸//�Y�[Ô//�Z§����,Ä//Ë��Ì«
½Z//eZ^¯Y�,Ã|//À³���,ÄÌ¿Y�¬^uZ//�Á�Ê//eÔv»�,�Â//�����Á��Z//]� �

Grab sample�Ì//¸¤e��Á��Á{�Z//]�Á�Ä//ÌÆe�,�Ê]Â//���(Pellet)�
�������/ÅÁ�a��{�Z»���Âe�Ã|��{ZÆÀ�Ìa����Ê/¸^«�ÉZÆ���,�������Á��Á

�Äf§ZË��ÌÌ¤eTwo-phase�d§�³��Y�«�Ê���]�{�Â»�,���,������

�Ê·Â¸��d�¯���m�ÉY�]�����Á�ËÁÁ�f¿Y�Á�ÂÌ·Âa��Á�ËÁ�É�Z�Y|��ÉZ/Å
Ã{���Y�ÊËÂ//Ì·Âa�Ì£�Ê·Â¸//��ÉZ//ÅRD�Á�Hep-2|//��Ã{Z¨f//�Y���

�������¯�Ä·Â·��Å�Ä]�[Ô�Z§�tÌ¬¸e�½Y�Ì»���Ê·Â¸��d�������/fÌ·Á�°Ì»�
������Ä]�Ä¿Â¼¿��Å�Á�{Â]������|Ë{�³�tÌ¬¸e�Ê·Â¸��d�¯�Ä·Â·�������Y��/a��

�Ä¿Zz»�³��Á�³����ÉZ»{��{�É�Y~�����Ä·Â·�Ê»Z¼e�Äm�{����Ã{Z¨f�Y�Z]�ZÅ
��������ÂÆ����¿��Y��Â° »�_Â°�Á�°Ì»��YCPE�������Y�/«�Ê/���]�{�Â»�

����Á�ËÁ��b��Á�|Àf§�³�����������¹�/��Ê/f¿M��Y�Ã{Z¨f�Y�Z]�Ã|�Y|m�ÉZÅ
Pooled Polio(PP)Êf¿M�,�¹����Á�ËÁ�Ê¯Z�¯Â¯�ÉZÅB1��Z/e��

B6��CP������Ê/f¿M��Â/¸z»�Ä/�Â¼n»�d/¨Å�Á����Ä/]��Â/]�»�Ê»�/�
����Á�ËÁ�Ê¯Z�¯Â¯A9��Á����»Z¿�Z/]�¦¸fz»��Á�ËÁÂ¯Y��Â¿���ÉZ/Æ

A�Z//e�G��|//Ë{�³�ÊËZ//�ZÀ��½ÂÌ//�Y�Ì·Y�eÂ¿Á�°Ì»��Á��Á�����{
//¸u�»�|// ]�Ä��`//Ìe�Ä//¯�Ã|//���Ì//¸¤e�Ä//¿Â¼¿��¦//¸fz»�ÉZ//Å

Y������É�Z/�Y|m�½M��Y��Á�ËÁÁ�f¿���{Â/]�Ã|/�������d�/e�¹Z/n¿Y�d/Æm�,� �
RT-PCR|Ë{�³�[Zzf¿Y�ºÌ¬f�»�|¿���µÁ|m�����

�Á�Ã|¿�Y{�Z]�¥~u�ÉZÆÊ·M�ÉZÅ����
(I���kY�zf�YRNA�������d/Ì¯��Y�Ã{Z¨f/�Y�Z/]�Accuprep(Bioneer)���

��������Z//]�[Ô//�Z§�Ã|//���Ì//¸¤e�Ä//¿Â¼¿��Y��//fÌ·Á�°Ì»�����
��§Z]��fÌ·Á�°Ì»VB������fÌ·�Ê¸Ì»�VB�	�Poly A�����¶/yY{��{

��Ä·Â·ml��
��Á��Â¸z»���eY�ÉZ»{��{�Ä¬Ì«{���|/��Ã{Y{��Y�/«�©Z��
���| ]�Ä¸u�»��{�����»�Ä/]�¶/¿ZaÁ�aÁ�ËY��fÌ·Á�°Ì»����Ä/·Â·�cZ/ËÂfv

�����|/Ë{�³��Â/¸z»�Á�Ä§Z�Y�����������{�YÁ�¶/^«�Ä/¸u�»�cZ/ËÂfv»��b/�
�Ê·Z�eY�½Âf�(Binding column)��Ä/·Â·�|mYÁ�����É�/fÌ·�Ê/¸Ì»�

������Á{��{�Á�|Ë{�³rpm���������������ÂÌ¨Ë�f¿Z/��Ä/¬Ì«{�®/Ë�c|/»�Ä]�
|���{�������Ä·Â·�Ä]�Y��Ê·Z�eY�½Âf��| ]�Ä¸u�»����ÉZÅ��Ê¸Ì»���É�/fÌ·

����Á�¶¬fÀ»�|Ë|m������§Z]��fÌ·Á�°Ì»�w1������0Ô^/«�Ä¯ml�����¶/¿ZeY�
�����{Â]�Ã|��Ä§Z�Y�½M�Ä]��·Zy���������������c|/»�Ä/]�Á�Ä§Z/�Y�½Âf/��Ä]��

���Á{��{�Ä/¬Ì«{rpm����|//���ÂÌ¨Ë�f¿Z//�������b/�Ä//·Â·�ÉZ//Å
��Ä·Â·�Ä]�Ê·Z�eY��ÉZÅ��Ê¸Ì»������{Y{�µZ/¬f¿Y�É|/Ë|m�É�fÌ·����Á�|/��Ã

��������§Z]��fÌ·Á�°Ì»�W2�����0Ô^«�Ä¯ml����������½M�Ä/]��·Z/y�¶¿ZeY�
���{Â/]�Ã|��Ä§Z�Y���������Á�Ä§Z/�Y�½M�Ä/]������Á{��{�Ä/¬Ì«{��rpm�����

�|Ë{�³��ÂÌ¨Ë�f¿Z���������������Á{��{��/´Ë{��Z/]�®Ë�¶¿ZeY�¥~u��Â�À»�Ä]
rpm���������c|»�Ä]���|���ÂÌ¨Ë�f¿Z��Ä¬Ì«{�����/yM�Ä¸u�»��{��,

����µZ¬f¿Y��Y��a�·�®Ë�Ä]�Ê·Z�eY�½Âf��Ä·Â�
�Ê¸Ì»�É�fÌ·|Ë|m��,
����fÌ·Á�°Ì»�(Elution buffer)Ã|ÀÀ¯Y|m��§Z]��,�ÉZ»{��{����

Äm�{���������¿��Y��a�Á�|��Ã{Á�§Y�½M�Ä]�����½Âf��Ä]��§Z]�}Â¨����{Á|u��
Ä¬Ì«{����Á{��{rpm����|Ë{�³��ÂÌ¨Ë�f¿Z�����

 (II�kY�zf//�YRNA��½�Z//Ì¯�d//Ì¯��Y�Ã{Z¨f//�Y�Z//]����Ä//]����
������Ã|���Ì¸¤e�Ä¿Â¼¿��Y��fÌ·Á�°Ì»��\Ìe�e�Ä]�[Ô�Z§����Ë{Z¬»�����,

��Á����fÌ·Á�°Ì»�NSP-1��ZÀÌXeÁ�a�,K�Á�Carrier DNA/RNA�
���Á�Ä§Z�Y�������Á{��{�ÄÌ¿Zi�rpm�������|/Ë{�³��ÂÌ¨Ë�f¿Z�������b/�
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��� 

�ÉY�]�Ã|�Y|m�ÊËÁ���ËZ»����ÉZ/»{��{�Ä¬Ì«{��� �����Y�/«�Ä/m�{
�|��Ã{Y{������| ]�Ä¸u�»��{�������fÌ·Á�°Ì»�NSP-2�����Á�Ä§Z�Y�½M�Ä]�

�Á{��{�Ä//Ì¿Zi���rpm����Z//��|//���ÂÌ¨Ë�f¿���½{Á�//§Y�Z//]���
��[}Z//m�Ã{Z//»��//fÌ·Á�°Ì»(sorbent)�Á�����É�Y|//Æ´¿�Ä//¬Ì«{�

���©ZeY�ÉZ»{�{��������½M�¹ÁY|»�½{��ºÅ�Ä]�Á�������c|/»�Ä/]������{�Ä/Ì¿Zi�
���Á{rpm������|Ë{�³��ÂÌ¨Ë�f¿Z������������Z/]�Â�/f���|/ ]�Ä¸u�»��{

����\Ìe�e�Ä]�½{Á�§Y���������fÌ·Á�°Ì»�NSP-3�Á�NSP-4����Z]Á{���Á
Ë�f¿Z������Á{��{��ÂÌ¨rpm�����]���ÉY�������Á�ÄÌ¿Zi������¹Z/n¿Y�Ä¬Ì«{�

|���������[Â���½|��®�y��Y��a(Pellet)����c�Y�u��{����Äm�{��,
��0Y{|n»�������fÌ·Á�°Ì»�NSP-5��������Á�Ä§Z/�Y�½M�Ä/]��������{�Ä/¬Ì«{�
�ÉZ//»{��Ä//m�{� ��Á{��{��b//��Á�É�Y|//Æ´¿rpm������,��

��|���ÂÌ¨Ë�f¿Z��Ä¬Ì«{�����������Ä/¸u�»�,�µÂ�/v»�½Y�/Ì»��ËY�§Y�ÉY�]
��yMZ]�|Àq|Ë{�³��Y�°e�����

�III���kY�zf�YRNA��µÂ/¸v»�Z]�RNX PLUS��������/fÌ·Á�°Ì»�
RNX PLUS�Z]������Ã|/���Ì¸¤e�[Ô�Z§�Ä¿Â¼¿��Y��fÌ·Á�°Ì»�

�Á��Â/¸z»�������|/��Ã{Y{��Y�/«�x/Ë�ÉÁ���/]�Ä/¬Ì«{������b/�����
���������������Á�½{�/¯��Â/¸z»��Y��/a�Á�Ä§Z�Y�½M�Ä]�¹�§Á�¸¯��fÌ·Á�°Ì»��

�������Ë�§��{�É�Y|Æ´¿�Ä¬Ì«{����Ä/m�{,������Á{��{��rpm��������Ä/]�
��c|»��ÉZ»{��{�Ä¬Ì«{������|/���ÂÌ¨Ë�f¿Z��Äm�{����Ä/¸u�»��{
��| ]��������Á�¶¿ZaÁ�aÁ�ËY��fÌ·Á�°Ì»��������Z§�Ä]�½�Â°Ì¸³��fÌ·Á�°Ì»�

�����\��®Ë�Y��a�Á�Ä§Z�Y�ÊËÁ���overnight��������/Ë�§��{�É�Y|/Æ´¿
����Äm�{��,������Á{��{�Ä¬Ì«{��rpm��������c�Y�u�Á����Ä/m�{��,

������ËZ»�Á��ÂÌ¨Ë�f¿Z���½M�Ê/ËÁ�����|/��Ä/fzË���Á{�������[Â/����b/�
���Z]�¶�Zu������¶¿ZeY��fÌ·Á�°Ì»�����Á�Â�f�����Á{��{�Ä¬Ì«{��

rpm����������ÉZ»{��{����Äm�{�Z��,�����k�Zy�ÊËÁ���ËZ»�Á��ÂÌ¨Ë�f¿
|Ë{�³�������������¶/�Zu�[Â/���Ä/]��/yM�Ä¸u�»��{���Á�°Ì»����[M��/fÌ·

|��Ä§Z�Y�¶Ë�f�Y���¬»���
IV����kY�zf�YRNA���Y�Ã{Z¨f�Y�Z]�TRIZOL������°Ì»����Y��/fÌ·Á

��Z//]�Ã|//���Ì//¸¤e�[Ô//�Z§�Ä//¿Â¼¿�����//fÌ·Á�°Ì»�TRIZOL�
���u��{�Á��Â¸z»��c�Y������Äm�{������|/��É�Y|Æ´¿�Ä¬Ì«{������b/�

�������¹�§Á�¸¯��fÌ·Á�°Ì»�(Merk)���������Â¸z»��Y��a�Á�Ä§Z�Y�½M�Ä]�
����c�Y�u��{�É�Y|Æ´¿�Á�½{�¯������Äm�{��Á{��{rpm�������Ä/]�

��c|»���¬Ì«{�����c�Y�u��{�Ä�������|/���ÂÌ¨Ë�f¿Z/��Ä/m�{����/���b
�������������Ä/·Â·�Ä/]�Ê/]M��Z/§��Y��fÌ·Á�°Ì»��������|/mYÁ�¥�|/ÀaY�ÉZ/Å���

��ºË|///��cZf///�Y��Y��///fÌ·Á�°Ì»���ÓÂ///»���
��pH��Á�����
���������������/Ë�§��{�\/��®/Ë�Á�|/Ë{�³�¶/¬fÀ»��·Zy�¶¿ZeY��fÌ·Á�°Ì»���

����Äm�{����Á�É�Y|/Æ´¿��������Á{��{��b/�rpm���������ÉY�/]����
��c�Y�u��{�Ä¬Ì«{�����|���ÂÌ¨Ë�f¿Z��Äm�{�����[Â����b�RNA�

�Z//]�����¶//¿ZeY��//fÌ·Á�°Ì»�����(Merk)��Á{��{�Á�Â�//f���
rpm�������c�Y�u��{������,Äm�{�����|/Ë{�³��ÂÌ¨Ë�f¿Z/��Ä¬Ì«{���

�ZÆf¿Y��{��,���������¬»�[M��fÌ·Á�°Ì»���������¶/�Zu�[Â/���Ä/]�¶Ë�f/�Y
|Ë{�³�Ä§Z�Y���

(V�kY�zf//�Y��RNA¶//À§��Y�Ã{Z¨f//�Y�Z//]�///¹�§Á�¸°���Ä//]����
�°Ì»Ã|//���Ì//¸¤e�[Ô//�Z§�Ä//¿Â¼¿��Y��//fÌ·Á�,���Á�°Ì»���//fÌ·

�Á�¹�//§Á�¸¯������Y��//a�Á�Ä§Z//�Y�¶//À§��//fÌ·Á�°Ì»���Ä//¬Ì«{�
������Ë�§��{�É�Y|Æ´¿������Äm�{��Á{��{�rpm�������c|»�Ä]����

��|���ÂÌ¨Ë�f¿Z��Ä¬Ì«{��������Ê/ËÁ���ËZ/»�Ä/]��b�������/fÌ·Á�°Ì»�
���Á�¶¿ZaÁ�aÁ�ËY���������Y��a�Á�Ä§Z�Y�½�Â°Ì¸³��fÌ·Á�°Ì»�����d�Z/��

�������/Ë�§��{�É�Y|Æ´¿�������Ä/m�{��Á{��{�rpm�������{���ÉZ/»{�
�����c|»�Ä]�Äm�{�����|���ÂÌ¨Ë�f¿Z��Ä¬Ì«{��������É�Z/�Y|m��Y��/a

�ÊËÁ���ËZ»������¶/¿ZeY�Z/]�¶/�Zu�[Â���ÉÂ�f���,����Á�|/��{���
��Á{��{��ÂÌ¨Ë�f¿Z//��Ä//¬Ì«{�rpm�������{����¹Z//n¿Y�Ä//m�{�

|Ë{�³���{�����ÊËÁ���ËZ»�É�Z�Y|m��Y��a�ZÆf¿Y��,���[M��fÌ·Á�°Ì»�
f�Y���¬»|Ë{�³�Ä§Z�Y�Ã|��®�y�[Â���Ä]�¶Ë����

(VI���kY�zf�YRNA��������cZ¿ZÌ/�ÂÌe�¾Ë|/Ì¿YÂ³��Y�Ã{Z¨f/�Y�Z]�������
������������Z/]�[Ô/�Z§�Ã|/���Ì/¸¤e�Ä¿Â¼¿��Y��fÌ·Á�°Ì»�������/fÌ·Á�°Ì»�

���kY�zf�Y�µÂ¸v»�����cZ¿ZÌ�ÂÌe�¾Ë|Ì¿YÂ³�¶»Z����ÓÂ»���cY�fÌ��,
��ºË|����Ê¸Ì»�����ÓÂ/»��pH=���,N±����¾Ë�Â¯�Z/��¶/Ë�Â·���
���,

ÂfaZ¯�»Zf]�¶//¿ZeY�
��ÓÂ//»���,��//�Y��//fÌ·Á�°Ì»��ºË|//��cZf��
���ÓÂ»��
��pH����Á�����¶À§��fÌ·Á�°Ì»��//�¹�/§Á�¸¯����¶/Ì»MÁ�ËY�//
��¶°·Y�����������������Á{��{�Á��Â/¸z»��rpm����������c|/»�Ä/]����

����c�Y�u��{�Ä¬Ì«{����|���ÂÌ¨Ë�f¿Z��Äm�{����ÉÁZu�Ê]M��Z§��b�
RNA�½M�º//nu�º//Å�Á�Y|//m��Á��·Z//y�¶//¿ZeY�,���//fÌ·Á�°Ì»�

���������Ë�§��{�d�Z��®Ë�Á�Ä§Z�Y�½�Â°Ì¸³�����{�Äm�|��É�Y|Æ´¿
��Á��������Á{��{�Ä¬Ì«{�rpm������|���ÂÌ¨Ë�f¿Z�����»��{���|/ ]�Ä¸u

��ÊËÁ���ËZ»�É�Z�Y|m��Y��a�,�����kY�zf/�Y�µÂ¸v»��fÌ·Á�°Ì»�
��Á�����������Á�Ä§Z/�Y�½M�Ä]��·Zy�¶¿ZeY��fÌ·Á�°Ì»��������Á{��{�Ä/¬Ì«{�

rpm����������������/Ë�§��{�É�Y|Æ´¿�d�Z��®Ë��Y��a�Á��ÂÌ¨Ë�f¿Z���
�������Ê¸Ì»�®Ë�Z]�Äm�{�eY��fÌ·���¶/¿Z��������|/��Ã{Y{�Â�/f������{

��yM�Ä¸u�»���[M��fÌ·Á�°Ì»�DEPC|Ë{�³�Ä§Z�Y�½M�Ä]����
(VII�kY�zf////�YRNA�����Y�Ã{Z¨f//�YZ]�SephadexG-120-200�,

�ZÀÌXeÁ�a�k���Á�¶À§�¹�§Á�¸¯�/�����������[Ô/�Z§�Ä¿Â¼¿��Y��fÌ·Á�°Ì»�
�Z]�Ã|���Ì¸¤e���fÌ·Á�°Ì»��Sephadex G-120-200�Á��Â¸z»�

����Y��a����Ä¬Ì«{�������Á{��{��/°e�Árpm������������®/Ë�c|/»�Ä/]�,
��|//���ÂÌ¨Ë�f¿Z//��Ä//¬Ì«{���|// ]�Ä//¸u�»��{�,����//fÌ·Á�°Ì»�� �

/�ZÀÌXeÁ�ak��������Y��a�Á�Ä§Z�Y�ÊËÁ���Z§�Ä]�d�Z��®Ë���{�É�Y|Æ´¿�
ÉZ//»{������½{Á�//§Y�Á�Ä//m�{����fÌ·Á�°Ì»��Á�¹�//§Á�¸¯����

���»�Á�¶À§��fÌ·Á�°Ì»�������Á�½M�½{�/¯��Â/¸z���Ä/¬Ì«{������{�É�Y|/Æ´¿�
��//Ë�§����Ä//m�{�{�,��Á{�rpm�����//]��c|//»�Ä���Ä//¬Ì«{�

�|Ë{�³��ÂÌ¨Ë�f¿Z�������| ]�Ä¸u�»��{�������Á�¶¿ZaÁ�aÁ�ËY��fÌ·Á�°Ì»�
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���
�Ä¸n»�¹Â¸��Ê°��aÊ»Ô�Y�{Y�M�ÃZ´�¿Y{�����������������������������������������������Ê·M�Ã|¿�Y{�Z]�¥~uÄ]�Á�ËÁÁ�f¿Y��ËZa�Â�À»[Ô�Z§�{ 

��������������\/��®/Ë��Y��/a�Á�Ä§Z�Y�ÊËÁ���Z§�Ä]��½�Â°Ì¸³��fÌ·Á�°Ì»��
(overnight)��������Ë�§��{�É�Y|Æ´¿������Äm�{��,�������Á{��{�Ä¬Ì«{�

rpm�������c�Y�u�Á����Ä/m�{���̈ Ë�f¿Z/�������½M�Ê/ËÁ���ËZ/»�Á��ÂÌ
�fzË���Á{�|��Ä�������Z]�¶�Zu�[Â����b���������¶/¿ZeY��/fÌ·Á�°Ì»�

�����Á{��{�Á�Â�//f���rpm��������c|//»�Ä//]���{�Ä//¬Ì«{�
ÉZ»{���Äm�{�Z�������|Ë{�³�k�Zy�ÊËÁ���ËZ»�Á��ÂÌ¨Ë�f¿����Ä¸u�»��{

�����¶�Zu�[Â���Ä]��yM���Ì»��������Ä§Z/�Y�¶Ë�f/�Y���¬»�[M��fÌ·Á�°
|����

(VIII��kY�zf�YRNAdÌ¯��Y�Ã{Z¨f�Y�Z]�BioneerÁ�Sephadex 

G-120-200���������������Z/]�[Ô/�Z§�Ã|���Ì¸¤e�Ä¿Â¼¿��Y��fÌ·Á�°Ì»�
�����§Z//]��//fÌ·Á�°Ì»�VB����Ê//¸Ì»���//fÌ·VB�	�PolyA�����{

���Ä·Â·�¶yY{ml��
�����Á��Â¸z»����������Ã{Y{��Y�«�©ZeY�ÉZ»{��{�Ä¬Ì«{
|�������| ]�Ä¸u�»��{���������»�Ä/]�¶/¿ZaÁ�aÁ�ËY��fÌ·Á�°Ì»���cZ/ËÂfv

��|//Ë{�³��Â//¸z»�Á�Ä§Z//�Y�Ä//·Â·����¥~//u��Â//�À»�Ä//]��b//��� �
Ã|//¿�Y{�Z]��[Ô//�Z§��{�{Â//mÂ»�Ê//·M�ÉZ//Å�,�����//fÌ·Á�°Ì»�

Sephadex G-120-200��Ê·Z�//////eY�½Âf//////��Ä//////]�� �
 (Binding column)�Ä·Â·�|mYÁ�Ê¸Ì»�����Á{��{�Á�Ä§Z/�Y�É�/fÌ·

rpm��������c|»�Ä]�����|���ÂÌ¨Ë�f¿Z��Ä¬Ì«{��������Z]�Á{�Ä¸u�»�¾ËY
°e�|Ë{�³��Y�����b���������{�Ã|/��Ã{Z/»M�µÂ/¸v»��Y��fÌ·Á�°Ì»�

�̂«�Ä¸u�»���������§Z/]�[Ô/�Z§�Ä¿Â¼¿�¶»Z��¶VB�����{�YÁ�¶/¿ZaÁ�aÁ�ËY�Á�
����|mYÁ�Ê·Z�eY�½Âf�Sephadex������Á{��{�Á�|��rpm����,�ÉY�]��

����|Ë{�³��ÂÌ¨Ë�f¿Z��Ä¬Ì«{������a�| ]�Ä¸u�»��{����½Âf��µZ¬f¿Y��Y��
Ä//·Â·�Ä//]�Ê·Z�//eY�ÉZ//Å�Ê//¸Ì»��½{Á�//§Y�Á�|//Ë|m�É�//fÌ·����

��§Z]��fÌ·Á�°Ì»W1����½Âf/��Ä/]��������Á{��{�Ä/¬Ì«{�®/Ë�,�rpm�����
��Á��|À¿Z»�¶uY�»�ÄÌ¬]�Á��ÂÌ¨Ë�f¿Z�I�d§�³�¹Zn¿Y�ZÆf¿Y�Ze����

(IX �kY�zf//�Y�RNA��//�Âe�Trizol�Z//ÀÌXeÁ�a�Á�k���Ä//]����
��[Ô�Z§�Ä¿Â¼¿��fÌ·Á�°Ì»��,��������Z/ÀÌXeÁ�a��fÌ·Á�°Ì»�K����Á�Ä§Z/�Y�

��ÉZ//»{��{�d�Z//�����Ä//¿Zz»�³�Ä//m�{|//��É�Y~//³����b//�
�kY�zf�YRNA�µÂ¸v»��Y�Ã{Z¨f�Y�Z]�TRIZOL�¹Zn¿Y�d§�³���

(X ��kY�zf�YRNAÄf§ZË�ÌÌ¤e��Á����Âe�Sephadex G-120-

200�����kY�zf�Y�dÌ¯�Á�Bioneer�����Ä/]�����°Ì»������Ä/¿Â¼¿��Y��/fÌ·Á
��,Ã|/���Ì/¸¤e�[Ô�Z§�����/fÌ·Á�°Ì»�Sephadex G-120-200�

�������Y��/a�Á�Ä§Z�Y�������Á{��{�½{�/¯��Â/¸z»�Ä/¬Ì«{��rpm�������
����|���ÂÌ¨Ë�f¿Z��Ä¬Ì«{�®Ë�ÉY�]�������|/ ]�Ä¸u�»��{RNA���/a����Y�

��ÊËÁ���ËZ»�É�Z�Y|m��������Á���Y�Ã{Z¨f/�Y�Z]�,Bioneer����kY�zf/�Y��
|Ë{�³�����

 (XI�kY�zf�YRNA���Âe�Chelex G-100���kY�zf/�Y�d/Ì¯�Á�
Bioneer����Ä]�����������[Ô////�Z§�Ã|/���Ì¸¤e�Ä¿Â¼¿��Y��fÌ·Á�°Ì»�

����//fÌ·Á�°Ì»�� Chelex G-100��Y��//a�Á�Ä§Z//�Y��Ä//¬Ì«{�
�°e�Á�����Á{��{�,rpm��������ÉY�]�����/��Ä/¬Ì«{���|/���ÂÌ¨Ë�f¿Z��

�Ê//ËÁ���ËZ//»�É�Z//�Y|m��Y��//aRNAd//Ì¯��Y�Ã{Z¨f//�Y�Z//]�� 

Bioneer|Ë{�³�kY�zf�Y����
XII����Á�:Integrated Cell Culture RT-PCR(ICC-RT-PCR)��

�Á��¾ËY�¹Zn¿Y�ÉY�]]Y�,Ã{��Y|fÊ·Â¸��ÉZÅHep-2 �Á� RD�ÉY�]�
��Á�ËÁÁ�f¿Y�É�Z�Y|m��Á�ÄÌÆe�ZÅ����b����������/Å��Y��/fÌ·Á�°Ì»��

�Z§�Ä¿Â¼¿������Ê·Â¸/��d�/¯�Ä/·Â·��ZÆq�Ä]�[Ô����¹Y|/¯�Å��Ä/·Â·���
�|Ë{�³�tÌ¬¸e�����������\/�ZÀ»�¾f§Z/Ë��Â/�À»�Ä/]�Y|f]Y��{����½Z/»��¾Ë�/e

����������,Ê·Â¸/��d�/¯�Ã|/��tÌ/¬¸e�Ã{��|Àq�½ÂÌ�Z]Â°¿Y����c�Â/��Ä/]�
���¿Z»��{�Á�[Zzf¿Y�Ê§{Z�e���,�¨��ÉZÆ�����Á���������ÉZ/»{��{�d�Z/��

�����Ä/¿Zz»�³�Äm�{�������Á��Z/]�Á�É�Y~/³RT-PCRÁ���/Å�¼ËY�a�ÉZ
�»�Ê�Z�fyY���d§�³��Y�«�Ê���]�{�Â�����\/�ZÀ»�¶Ì·{�Ä]����½{Â/]��/e

Ä//¿Zz»�³�½Z//»��É�Y~//³��d�Z//����Ê»Z//¼e�Ê]Z//Ë��Y�d//Æm�,� �
Ä¿Â¼¿�������¿Y�ÉY�]�½Z»��¾ËY��Y�Ê���]�{�Â»�ÉZÅ�����Ã{Z¨f/�Y�d�/e�¹Zn
|Ë{�³�����Å��Â�À»�¾Ë|]�Á{����Ã{��Ä]��Â]�»�Ä·Â·�����Ê·Â¸/��ÉZÅRD�

��ÁHep-2�����Á��Â¸z»�ºÅ�Z]�Ä¿Z³Y|m��������ÉZ/»{��{��/Ë�§��Y��a�����
�{�ÄmÁ���©Z/eY�ÉZ/»{��{�½{�¯�¹�³�(Freeze & Thawing)��Ä/]�

��Á{��{�Ä///¬Ì«{�®///Ë�c|///»�rpm������Á��ÂÌ¨Ë�f¿Z///����
fÌ·Á�°Ì»|Ë{�³�É�Z�Y|m�½M�ÊËÁ���ËZ»��Y������
��Á�RT-PCR����¹Z//n¿Y�ÉY�//]RT-PCR��ÉZ//Å�¼ËY�a�Y|//f]Y�{�

�Ê�Z�//fyYPan E.V�,Pan P.V�Á�Sabin��I�,IIÁ�III��ª//^��,
���Æm�d�Y|Æ]�½Z»�Z��ÄÌ�Âe���ÉY�]�Ê¿Z��ÉZÆf¿Y�������Ã|/��d�Z¨u��

�Á�ËÁÁ�f¿Y�Ã�Z¼��µÁ|m�ª]Z�»�ZÅ�Á�ÊuY����|Ë{�³�ÄÌÆe���
��

�µÁ|m����Â�À»�Ä]�Ã{Z¨f�Y�{�Â»�Ê�Z�fyY�ÉZÅ�¼ËY�a�
ÂÌ·Âa��Á�ËÁ�Á�ZÅ��Á�ËÁÁ�f¿Y��Ìz�e��

�¼ËY�a�º�Y� ��¼ËY�a� �½Â°Ì¸b»M� �dÌ «Â»� �
Pan. 

Enterovirus 
(Pan E.V)��

5'ACACGGACACCCAAAGTAGTCGT 
TCC-3' 

5'-TCCGGCCCCTGAATGCGGCTAA 
TCC-3'��

114 bp��335-
448��

Pan 
Poliovirus* 
( Pan P.V ) 

5'-TTIAIIGCRTGICCRTTRTT-3' 
5'-CITAITCIMGITTYGAYATG-3'��79 bp 

2875-
2954 

Sabin 1 
(Sabins)��

5'-TCCACTGGCTTCAGTGTT-3' 
5'-AGGTCAGATGCTTGAAAGC-3'��97 bp 

116-
162 

Sabin 2 
(Sabins) 

5'-CGGCTTTGTGTCAGGC-3' 
5'-CCGTTGAAGGGATTACTAAA-3'��71 bp 

116-
162 

Sabin 3 
(Sabins) 

5'-AGTATCAGGTAAGCTATCC-3' 
5'-AGGGCGCCCTAACTTTG-3'��53 bp 

116-
162 

*Ã�¿�{�ÉZÅ�¼ËY�a���Inosin = I ; T ,C= Y ; G , A=R ; C , A = M��
��

��ÉZÅ�§Z]��Â¸z»��b�A��¶»Z��ml��
���Tris-Hcl�����ÓÂ/»��,
ml��
������¹Â/Ì¿Â»M�cZ¨·Â�������,�ÓÂ/»�ml���EDTA��
����,�ÓÂ/»�
ml����Ã�Ì¿Â/Ë{��/�¬»�[M�����§Z/]�,B�������§Z//]��/fÌ·Á�°Ì»�A�,��

��fÌ·Á�°Ì»dNTPs�,��¼ËY�a��fÌ·Á�°Ì»�Pan E.V,����fÌ·Á�°Ì»�
�¼ËY�aPan E.V�,����Ã�Ì¿Â/Ë{���¬»�[M��fÌ·Á�°Ì»�����§Z/]�Á�C�

���
������fÌ·Á�°Ì»�Mgcl2��
���ÓÂ»���,�
�����fÌ·Á�°Ì»�DTT���
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Ã�Á{�������Ã�Z¼�� ��½Zf�]Ze�����������������������������������������������������������������������������������������������������f¯{½Y�Z°¼Å�Á��³�Z¯�|¼v»�
��� 

�ÓÂ///»�,�
���///fÌ·Á�°Ì»�RNase-inhibitor�,�
���///fÌ·Á�°Ì»�
AMV reverse transcriptase�,�
�����/fÌ·Á�°Ì»��Taq DNA 

Polymerase��,�
����Ì·Á�°Ì»����Ã�Ì¿ÂË{���¬»�[M��f����Á�Ä/ÌÆe���{
��Ë�§�����Äm�{��|��É�Y|Æ´¿����{�����|/ ]�Ä¸u�»������/fÌ·Á�°Ì»�
�§Z]�B���/¼ËY�a�ÉÁZu�Pan E.V���ÃY�/¼Å�Ä/]������ËZ/»��/fÌ·Á�°Ì»�

�����ZË�Ê·Â¸��d�¯�ÊËÁ����kY�zf/�Y�µÂ�v»�������µZ/ËÁ�Ä/Ì¸¯�Ä/]��Z/Å
���Á�Ä§Z�Y����{�Ä¬Ì«{����ÉZ»{����������Y�/«��¸°ËZ/�Â»�e�ÃZ´f�{�Äm�{
�|��Ã{Y{�����Y��a½{�¯�{�������c|/»�Ä/]���x/Ë�ÉÁ��Ä/¬Ì«{������

���§Z]��Y��fÌ·Á�°Ì»�C�����|Ë{�³�Ä§Z�Y�µZËÁ��Å�Ä]�����Ã{Z¨f/�Y�Z]��b�
����¸°ËZ/�Â»�e�ÃZ´f�{��Y(Biometra)���������/Ë���ËY�/��Z/]�RT-PCR�

|��¹Zn¿Y����
¦·Y����ºË�¿M�Z]��À¯YÁRT���c|/»�Ä/]������c�Y�/u��{�Ä/¬Ì«{����

��Äm�{��������c�Y�/u��{�½M�½{�¯�µZ §�Ì£�Á����������c|/»�Ä/]�Ä/m�{��
Ä¬Ì«{��[��PCR�Ì£�ÉZÅ�¼ËY�a�Z]���Ã�/¿�{Pan E.V���ËY�/���{�

���Äm�{��,�����-ÄÌ¿Zi����Äm�{��,�����-ÄÌ¿Zi����Äm�{��,�����Ä/Ì¿Zi�
���ÉY�]��¶°Ì����Á��Ä¸u�»Extention�c|»�Ä]�ÊËZÆ¿����Ä/¬Ì«{�

�ÉZ//»{��{���Ä//m�{��Ä//¿Â¼¿�¾Ì//Àr¼Å�Z//]�Ã|//��d//^j»�ÉZ//Å
�ÉZÅ�¼ËY�aPan E.VfyY�ÉZÅ�¼ËY�a��Y�Ã{Z¨f�Y�Z]�,�Ê�Z�Pan 

P.V����|Àf§�³��Y�«�Ê���]�{�Â»�������Â�À»�¾Ë|]������§Z]��fÌ·Á�°Ì»�
B����¼ËY�a�ÉÁZuPan P.V�ÃY�¼Å�Ä]������Ê/ËÁ���ËZ/»��/fÌ·Á�°Ì»�

��ZË�Ê·Â¸��d�¯���kY�zf�Y�µÂ�v»����µZËÁ�ÄÌ¸¯�Ä]�����Á�Ä§Z/�Y�ZÅ��
����ÉZ»{��{�Ä¬Ì«{�����������|/��Ã{Y{��Y�/«��¸°ËZ/�Â»�e�ÃZ´f�{�Äm�{��

�����Á�½{�¯{����Y��a�| ]�Ä¸u�»�{µZË���x/Ë�ÉÁ��ZÅ��,�����/fÌ·Á�°Ì»�
����§Z]��YC������|/Ë{�³�Ä§Z/�Y�µZ/ËÁ��/Å�Ä]��������Y�Ã{Z¨f/�Y�Z/]�d/ËZÆ¿�{

��¸°ËZ�Â»�e�ÃZ´f�{RT-PCR�|��¹Zn¿Y��Ë���ËY���Z]�����
¦·Y������ºË�¿M�Z]��À¯YÁRT�����c|/»�Ä/]�,�����c�Y�/u�{�Ä/¬Ì«{����

��Äm�{Á��������c�Y�/u��{�½M�½{�¯�µZ §�Ì£����Ä/m�{������c|/»�Ä/]���
Ä¬Ì«{��[��PCR�¼ËY�a�Z]����Ã�/¿�{�ÉZ/ÅPan P.V���ËY�/��{����

��,Äm�{����Ä/Ì¿Zi���-������,Ä/m�{����Ä/Ì¿Zi���-������,Ä/m�{�����Ä/Ì¿Zi�
���ÉY�]���¶°Ì��������¾�¯YÁ��Â��ÊbÌe�¾Ì]�©Y�f§Y�dÆm��b��

����Á�ËÁ�Ê»Z¼e�Ê�uÁ��Y�����������Y�Ã{Z¨f/�Y�Z/]�Ã|/�Y|m�ÉÂ/Ì·Âa�ÉZÅ
����Ê�Z�/fyY�ÉZÅ�¼ËY�aSabin������|/Àf§�³��Y�/«�Ê/���]�{�Â/»�����{

��yM�Ä¸u�»����fÌ·Á�°Ì»�����µÂ�v»��Y�PCR����Á�Z/³M�µ��ÉÁ���/]�
�������Á�¶¬fÀ»�|ËZ»Á�]�¹ÂË|ÌeY�|mYÁ�������Ä¸Ì/�Á�Ä]���Â§Á�f°·Y��Y��a

ÃZ´f//�{�UV Transilluminator�d//§�³��Y�//«�Ê//���]�{�Â//»�
���,��������
��

Äf§ZËZÅ� �
����Z»�}M��Y��ÅÁ�a�¾ËY��{���µZ��Ã������������µZ/��ÃZ/»�½Z]M�Ze������,

���Y����«�Ä¿Zy�ÄÌ¨�e�����,ÄÌ¿Y�¬^uZ��,Ã|À³���,ÄË��Ì½ZeZ^¯Y����Â/��,

��Á��Z//]�Ê//eÔv»�ÁGrab-Sample,���|//Ë{�³�Ä//ÌÆe�Ä//¿Â¼¿���
��������������ÄÌ¨�/e�ºf�/Ì��Ä/]��Â/]�»��/�Âa�d/ve�dÌ ¼m�¾Ë�f�Ì]

������������/¨¿�½Â/Ì¸Ì»�®/Ë�Z/]�½ZeZ^¯Y�[Ô�Z§���
����������Z/]��Â/��Á
����¨¿��Y�Å|����
����{Â]�������Ä/¿Â¼¿���Â/¼n»��Y����/¼m�ÉZ/Å���É�ÁM

��Ã|��������Á�ËÁÁ�f¿Y�Ä¿Â¼¿�����Ê/¿YÁY�§��
������{���{���Ê·Â¸/��Ã
RD��Ì//¸¤e��Á���Y�Pellet�Á�����Á���Y��Á�//ËÁÁ�f¿Y�Ä//¿Â¼¿�

��Ì//¸¤eTwo-phase���Ê//¿YÁY�§��
������|//Ë{�³�É�Z//�Y|m��
����Ã�Z¼��µÁ|m�ª]Z�»�������Á�ËÁÁ�f¿Y�É�Z�Y|m�½Y�Ì»�¾Ë�f�Ì]�,
������Ê·Â¸/��Ã{��Ä]��Â]�»RD����Ê/¿YÁY�§��
������{Â/]�����½Â/»�M�Z/]

Fisher exact��Ì//¸¤e��Á��¾Ì//]�Ä//¯�|//���z�//»�PelletÁ�� �
Two-Phase������ÊÀ »��Z^e�Y�Ê·Â¸��Ã{��¾ËY��{���É�Y{����
�p<��
�{�Y{�{ÂmÁ�������Ì/¸¤e��Á��Ä�ËZ¬»�¾ÌÀr¼ÅTwo-Phase��{���Ã{�
�Ê·Â¸///�RD�Á��Hep-2�,Ê///À »��Z///^e�Y�Ã|///ÀÅ{�½Z�///¿��Y{

����
��p��{Â]������Á�/ËÁÁ�f¿Y�Ê¿YÁY�§�¾Ë�f�Ì]�����Ã|/�Y|m�ÉZ/Å
����Ä/]��Â]�»N.T.E.V�,E25�Á�E11��{Â/]�����Ê¯Z�/¯Â¯��Á�/ËÁB�

�Ê·Â¸��Ã{���{�ZÆÀeHep-2����Á��Z/]��/¬§�Á�Pellet ��É�Z/�Y|m
|Ë{�³����Â�À»�Ä]������Ã|/¿�Y{�Z]�¥~/u�¦¸fz»�ÉZÆ�Á��Ê]ZË��Y��,Z/Å�

��Z//]�Ã|//�Y|m��Á�//ËÁÁ�f¿Y���Ì//¸¤e��Á��Á{�Pellet�Á�Two-

Phase����Zzf¿Y�Ê§{Z�e�c�Â��Ä]�������Z/]��b��Á�[������¥~/u��Á��
Ã|¿�Y{�Z]ZÅ������Á���Y�¶^«�,RT-PCR����³��Y�«�Ê���]�{�Â»�d§�����Y

��/�Á��Ê»Z¼e������������Á��Z/]�Z/ÆÀe�Ê/���]�{�Â/»�ÉZÆICC-RT-PCR�
»��Á�ËÁÁ�f¿Y�Ê»Z¼e�É�Z�Y|m�Ä]�ª§Â��ºË|/��Ê���]�{�Â»�ÉZÅ
�m��µÁ|�������¶°��ª]Z�»������Z/�f¿Y�{�Â»�ÉZÅ|¿Z]�,�����ËZ/��Z/]�bp�

�����Á���Y�Ã{Z¨f////�Y�Z////]��ICC-RT-PCR��ÉZ////Å�¼ËY�a�Á
Ê�Z�fyY�PanE.VÊ»�Ã|ÅZ�»�{{�³���

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

 
��¶°������µÂ�/v»��ËZ¼¿��ICC-RT-PCR�����ÉZ/Å�¼ËY�a��/�Âe�

�Ê�Z�fyYPan E.V�����ÉZÅ|/¿Z]�,|/Ì»M�¶/Ë�¯M�Ê/¸a�µ��ÉÁ���]�
ÅZ�»���̈ Ë{���{�Ã|��Ã|���ÉZ/ÆA-6�,�B-6���,�C-6���Á�D-6�����Â/]�»���Ä/]

�ËZ///��Z///]�d///^j»�ÉZ///Å�Ä///¿Â¼¿��bp�����|À///�Z]�Ê///»�
�dÌ�Z�u0.01TCID50� 
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���
�Ä¸n»�¹Â¸��Ê°��aÊ»Ô�Y�{Y�M�ÃZ´�¿Y{�����������������������������������������������Ê·M�Ã|¿�Y{�Z]�¥~uÄ]�Á�ËÁÁ�f¿Y��ËZa�Â�À»[Ô�Z§�{ 

�µÁ|m��Á�ª¸�»�Ê¿YÁY�§��Ë�Âe��Ê^�¿�Á�ËÁÁ�f¿Y�Ê·Â¸��d�¯��Á���{�Ã|��Y|m�ÉZÆ��ÉZÅ�Ã{��ÉÁ���]RD,Hep-2 

Hep-2 RD 
Two-Phase Pellet Two-Phase Pellet 

Ê·Â¸��Ã{� 
�Z¼Ìe 

|��{ {Y| e |��{ {Y| e |��{ {Y| e {|��  {Y| e �Á�ËÁ��Â¿ 
��
�  � ��
�  � ��
�  � ��
�  � P1 
BB BBB BB BBB ��
�  � ��
�  � P2 

��
�  � ��
�  � ��
�  � ��
�  � P3 

��
�  � BB BBB ��
�  � ��
�  � N.T.E.V 
BB BBB BB BBB ��
�  � ��
�  � E1 
BB BBB BB BBB ��
�  � ��
�  � E6 
BB BBB BB BBB ��
�  � ��
�  � E7 

��
�  � ��
�  � ��
�  � ��
�  � E11 

��
�  � ��
�  � ��
�  � ��
�  � E13 

��
�  � ��
�  � ��
�  � ��
�  � E20 
BB BBB BB BBB ��
�  � ��
�  � E21 
BB BBB BB BBB ��
�  � ��
�  � E25 
BB BBB BB BBB ��
�  � ��
�  � E27 
BB BBB �/�� � BBB BBB BBB BBB COX-B 

��
��  �� ��
��  �� ��
��  �� ��
��  �� �¼m 
 

�µÁ|m��Ê·Â¸��d�¯�¦¸fz»��Á��Ä��Ä�ËZ¬»���RT-PCRÁ�ºÌ¬f�»��ICC-RT-PCRÉ�Ì³�Ä¿Â¼¿�¦¸fz»�ÊuYÂ¿��{���
�Ì¸¤e��Á� Direct RT-PCR ICC-RT-PCR 

Ä¿Â¼¿ É�Ì³�Ä¿Â¼¿�¶v» 
Pellet Two-

phase 

�Ã|�Y|m��Á�ËÁ
Ê·Â¸��d�¯��{ Enteroviruses Enteroviruses Poliovirus 

� �Ì«ÄË���� � PI A P P 

� ÄÌ¿Y�¬^uZ���� � E25 A P A 

� ½ZeZ^¯Y��� � COX-B A P A 

� ÊeÔv»��� � E4 A P A 

� �Â���� � PIII A P P 

� Ã|À³����� � E6 A P A 
� ÄË��Ì«��� � E13 A P A 

� ÄÌ¿Y�¬^uZ���� � E11 A P A 

� ½ZeZ^¯Y��� � PII A P P 

�� ÊeÔv»��� � E1 A P A 
�� �Â���� � E20 A P A 

�� Ã|À³����� � E27 A P A 
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Ã�Á{�������Ã�Z¼�� ��½Zf�]Ze�����������������������������������������������������������������������������������������������������f¯{½Y�Z°¼Å�Á��³�Z¯�|¼v»�
��� 

hv]��
�¿Zf�Y��Á������������Á�/ËÁ��Ìz�/e�ÉY�/]�Ê·Â¸/��d�/¯�{�Y|��ÉZ/Å

É�Z¼Ì]������������lËZ/f¿�|ÌËZe�ÉY�]�Á�d�Y��]�½Z»��Á�ÄÀË�Å�a�Ê¿Z�¿Y�ÉY�
������½Z»��ÃZ»�®Ë�Ä]��ZÌ¿��Ì¿�d^j»��{�Y{�{ÂmÁ����Äf/�~³������Ä/]�¾/ËY��Y�

��Ã|¿�Y{�Z]�{ÂmÁ�Ä��YÁ������Ä¿Â¼¿��{�{ÂmÂ»�Ê·M�Ì£�Á�Ê·M�ÉZÅ��ÉZ/Å
�����d^j»�lËZf¿�{ZnËY�½Z°»Y�Ê�Ìv»}Z¯�����/Ì¿�Ê·Â¸/��d�/¯��{�[

�{�Y{�{ÂmÁ���������Ã|/¿�Y{�Z]�{Â/mÁ�Ä/]�ÄmÂe�Z]������Â»�Ê/·M�ÉZ/Å����{�{Â/m
����ºË�¿M�½{Â]��Z�u�Á�[Ô�Z§�������Á���{�{Â/mÂ»�ÉZÅRT-PCR��

��Ã|¿�Y{�Z]�Ä]�d^�¿�����������Á�/ËÁ�º/¯��Y|/¬»�¾Ì/Àr¼Å�Á�Z/Å��¹Z/n¿Y�,� �
RT-PCR����Ä¿Â¼¿�ÉÁ���]�ºÌ¬f�»���������Z/]�[Ô/�Z§�Ã|/���Ì¸¤e�ÉZÅ

�¿YÂ»������Â/]�ÃY�¼Å�É�ZÌ�]�cÔ°�»�Á���d/�Y�Ã{���������Z/]�¾Ì/·ÁY�ÉY�/]
Chomczynski�½Y�Z/////°¼Å�Á������µZ/////���{�����Á���Y�� �

GIT-Phenol-Chloroform����]�¥~u��Â�À»�Ä]�Ã|¿�Y{�Z���Ê/·M�ÉZÅ
����|¿{Â¼¿�Ã{Z¨f�Y�[Ô�Z§��{�{ÂmÂ».���cZ¿ZÌ�ÂÌeÁ�ËY�¹ÂÌÀË|Ì¿YÂ³�

������������½|/��d/���YÁ��{�Y��Ê/¼Æ»��/¬¿�|Ë�¸¯�Á(Denaturation)�
¾ÌXeÁ�//a|//¿�Y{�Z//Å��Z//f¿�¾Ì//Àr¼Å�{Y{�½Z�//¿�Ã|//»M�d//�|]�lË

����\Ì¯�e��Y�Ã{Z¨f�YGIT-CSCL�����¥~u��]�ÃÁÔ��,�Z/Å�ZX¸¯Â¿Â^Ë��,
������������Y�É{Z/Ë���Ë{Z/¬»�kY�zf/�Y�Ä/]��{Z«RNA����Ä/¿Â¼¿��Y�º·Z/���Z/Å� �

Ê»|�Z]��Abbaszadegan����½Y�Z°¼Å�Á��������µZ���{������ÉY�]�
�Ã|¿�Y{�Z]�¥~u��������[Ô/�Z§��{�{ÂmÂ»�Ê·M�ÉZÅ�ÂÅ�����Á�|Ì/�Y�®/Ì»

|Ì///�Y�®///ËÂ·Â§���Y½Âf///�Ê§Y�³ÂeZ///»Á�¯SephadexG-50,�
Sephadex G-100,�Sephadex G-200Á��Chelex-100 resin�

Ã{Z¨f�Y|¿{Â¼¿�����\/Ì¯�e�{Y{�½Z�¿�lËZf¿Sephadex G-100Á���
Chelex -100 resin���¶/»YÂ��½{�/¯�k�Zy�ÉY�]��Á��¾Ë�e�iÂ»�

Ã|//¿�Y{�Z]�Á�//ËÁÁ�f¿Y�ÊËZ//�ZÀ���Â//�À»�Ä//]���{�{Â//mÂ»�ÉZ//Å� �
Ä¿Â¼¿����M�Ã|/���Ì¸¤e�ÉZÅ������Á���/�Âe�[RT-PCR��Ê/»��|/�Z]��

Abbaszadegan��°¼Å�Á���½Y�Z�������µZ���{�������¶À§��Á���Y���//
�,¹�/§Á�¸¯�,Sephadex G-100�Chelex -100 resin����Â/�À»�Ä/]�
�kY�zf�YRNA Ã|¿�Y{�Z]�¥~u�Á��|/¿{�¯�Ã{Z¨f�Y�ZÅ����¾Ì/¬¬v»

��¹�§Á�¸¯�/�¶À§�Z]�Y|f]Y��{�Y��[Ô�Z§�Ä¿Â¼¿�Ã|�{ZË��������ÉY�/]
�e�Á�Ä//¬Ì«{��Á{��{�Á��//°g  ������c|//»�Ä//]����Ä//¬Ì«{�

������������Ê]M��Z§�½{�¯�k�Zy��Y��a�| ]�Ä¸u�»��{�Á�|¿{Â¼¿��ÂÌ¨Ë�f¿Z�
�����Á{��{�Á�\/Ì¯�e�¹�/§Á�¸¯��Y�ÉÁZ�/»�º/nu�Z]g  ��������Ä/]

��c|»����|Ë{�³��ÂÌ¨Ë�f¿Z��Ä¬Ì«{����Ä¸u�»��{��������Â/^���Y��/a�| ]�
¿Âf���Y�Ê]M��Z§��ÉÁZ/u�ÉZÆ�����/fÌ·�Ê/¸Ì»�Sephadex G-120�,

���°Ì»�����Ä//·Â·�Ä//]�¶//^«�Ä//¸u�»�ÊËZ//Æ¿�µÂ�//v»��Y��//fÌ·Á�
��ÂÌ¨Ë�f¿Z//�Á�°Ì»�
���ÉÁZ//u�É�//fÌ·�Ê//¸Ì»�����//fÌ·Á�°Ì»�

Chelex -100 resin�b//��Á�¶//¬fÀ»��RT-PCR|//��¹Z//n¿Y���
��Y�½Z//»�¼Å�Ã{Z¨f//�Y�|//��Ã{Y{�½Z�//¿�¾Ì//Àr¼ÅSephadex�Á�

Chelex�����¶À§�Z]�kY�zf�Y��Z]Á{�Á��¹�§Á�¸¯�/������h/�Z]�É{Z/Ë��|u�Ze�
�Ã|¿�Y{�Z]�¥~u�Ê»�ZÅ�{{�/³��Lewis�����½Y�Z/°¼Å�Á���������µZ/���{

�����|Ì�Y�®Ì»ÂÅ�,���­Zy��ÌiZe�,�,UV�Ê«Z/]�Á��Ã|/¿Z»��ÉZ/Å
����½Y�Y{�¥|��d§Z](shellfish)���Ä¿Â¼¿��{�Y���ÉZ/Å�����ÉY�/]�Ê/�Ìv»�

���//ÂÌ·Âa��Á�ËÁ��Ìz�e����������Á�Ê·Â¸/��d�/¯��/�Âe�RT-PCR�
�|¿{Â¼¿�Ê]ZË��Y���½Z�¿�lËZf¿�������­Z/y�Ä¯�{Y{����|Ì/�Y�®/Ì»ÂÅ�,

�mg
��������Á½Y�Y{�¥|//��ÉZ//Æf§Z]�ÊËZ//�ZÀ��dÌ�Z�//u�,
�����Á����Âe��Á�ËÁRT-PCR�����¾Ì/]�Y�������Z/e�������ºfË�Z/´·�|/uYÁ�

�Ê»��ÅZ¯�|Å{�������/�Á���Y�Ã{Z¨f/�Y�¶/Ì·{�¾Ì/¼Å�Ä/]��|/À¿Z»�ÊËZÆ
Sephadex�Á�Chelex gel filtaraion�¥~///u��Â///�À»�Ä///]�
Ã|¿�Y{�Z]��Ä¿Â¼¿��Y�ÉZÅÉZÅ�����d/�Y�Ã|��{ZÆÀ�Ìa�Ê�Ìv»���Ehler�

���½Y�Z°¼Å�Á������Z���{�µ������Á���Y�TRIZOL����Â/�À»�Ä/]�
��kY�zf�YRNA��Á�ËÁÁ�f¿Y���|¿{Â¼¿�Ã{Z¨f�Y�ZÅ���ËY��{���Ä/ ·Z�»�¾

������Ä¿Â¼¿��Y��fÌ·Á�°Ì»�������������Z/]�[Ô/�Z§��Ã|/���Ì/¸¤e�ÉZ/Å����
���fÌ·Á�°Ì»TRIZOL������c�Y�u��{�Á��Â¸z»������,Äm�{����Ä/¬Ì«{�

�|��É�Y|Æ´¿�����b���������¹�/§Á�¸¯��fÌ·Á�°Ì»�(Merk)����½M�Ä/]�
����z»��Y��a�Á�Ä§Z�Y�������c�Y�u��{�É�Y|Æ´¿�Á�½{�¯��Â¸�����Ä/m�{

���Á{��{g�������c|/»�Ä]�����c�Y�/u��{�Ä/¬Ì«{������Ä/m�{�
�|���ÂÌ¨Ë�f¿Z������b�����������Ä/·Â·�Ä]�Ê]M��Z§��Y��fÌ·Á�°Ì»���ÉZ/Å

�YÁ�¥�|ÀaY��|m��������ºË|��cZf�Y��Y��fÌ·Á�°Ì»�����ÓÂ»��
��pH��
��Á������������|/Ë{�³�¶/¬fÀ»��·Zy�¶¿ZeY��fÌ·Á�°Ì»��������{�\/��®/Ë�Á

����Ë�§����{���Äm�������Á{��{��b/��Á�É�Y|Æ´¿�g��������ÉY�/]�
�����c�Y�u��{�Ä¬Ì«{�������|/���ÂÌ¨Ë�f¿Z��Äm�{������[Â/����b/�

RNA���Z]��������¶¿ZeY��fÌ·Á�°Ì»�����(Merk)������Á{��{�Á�Â�f���
g������c�Y�//u��{���ÉY�//]�Ä//m�{����ÂÌ¨Ë�f¿Z//��Ä//¬Ì«{�

|Ë{�³�����ZÆf¿Y��{��������[Â/���Ä/]�¶Ë�f/�Y��/�¬»�[M��/fÌ·Á�°Ì»�
��|Ë{�³�Ä§Z�Y�¶�Zu�����������ÉZ/»{��{��f�/Ì]�Ê���]��Â�À»�Ä]�Á�����

��Äm�{��|/���Ë�§������������Ã|/¿�Y{�Z]�¥~/u��/Ì¿��ÅÁ�/a�¾/ËY��{�����Z/]�Z/Å
���cZ/^Ì¯�e��Y�Ã{Z¨f/�YSephadex G-120-200��,Chelex-100-

resin����,TRIZOL���Á�GIT����«�Ê]ZË��Y�{�Â»��d§�³��Y�����¶/Ì·{�Ä]�Z»Y�
�ZË��Ê³{Â·M���������Ã|/¿�Y{�Z]�{Â/mÁ�Á�Ê´¿Z/y�[Ô/�Z§�{���|/À¿Z»�ÊËZ/Å�
�Ì�Y�®Ì»ÂÅ���µÂ°·Â»�,Ê¯Zy�cY�}�,|�Ê¸a�ÉZÅ���¿ÂË�Á�®/Ì¸À§��ÉZ/Æ

��É�¸§�Mg2+���,�Ca2+�������Á�/ËÁÁ�f¿Y��Ìz�e�Ä]��{Z«�����/�Âe�Z/Å
RT-PCR�ºË|�¿���������������Ê/·M�{YÂ/»��Ä/]�µZ�eY�Ä]��{Z«�|Ì�Y�®Ì»ÂÅ

��YÂ»�|À¿Z»�É�´Ë{���µÂ°·Â»�Á�Ê¯Zy�{�Ê¸a�ÉZÅ��Ê/»�®Ì¸À§���Á�|/�Z]
Ê»���������������Z/]��°¸b/¼¯�¶Ì°�/e�Z/]�¦Ì /��|Ì�Y�®Ë�½YÂÀ��Ä]�|¿YÂe

½Â//Ë��É�//¸§�ÉZ//Å�Mg2+�,Ca2+����É�Âf¯Z//§Â¯�d//Ì·Z §��¿Z//»
������{�Ã|��{ZË�ÉZÆ¿ÂÌeZ¯PCR�{{�³����ºË�¿MÂ¯�¾ÌÀr¼Å��{�Â»�ÉZÅ

��{�Ã{Z¨f//�YRT-PCRÌ³{Â·M�Ä//]�d^�//¿��Ã|//¿�Y{�Z]�{YÂ//»�Á�Z//Æ
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���
�Ä¸n»�¹Â¸��Ê°��aÊ»Ô�Y�{Y�M�ÃZ´�¿Y{�����������������������������������������������Ê·M�Ã|¿�Y{�Z]�¥~uÄ]�Á�ËÁÁ�f¿Y��ËZa�Â�À»[Ô�Z§�{ 

��{�{ÂmÂ»�Ä¿Â¼¿���|À¿Z»�Ê�Ìv»�ÉZÅ���������É�/¸§�ÉZ/Æ¿ÂË�Á�Ê/·M�{YÂ»�
��|¿�Y{�ÊËÓZ]�dÌ�Z�u��������Ê»�|Ì�Y�®Ì»ÂÅ�Ã�ËÁ�Ä]�Ê·M�{YÂ»��|¿YÂe

��¾ÌXeÁ�a�Ä]�µZ�eY�Z]Â��Ä]�ºË�¿M�µZ §�ÃZ´ËZm�Z]�ZÅ��Á�ÊËZ�/§�c�
��|ËZ¼¿�d]Z«��ÊËZÌ¼Ì����������/ÅÁ�a��ËZ/��lËZ/f¿�¾ÌÀr¼Å���½Z�/¿�ZÆ

Ê»����Ê»�É�¸§�ÉZÆ¿ÂË�Ä¯�|Å{¿YÂeÀ�]�|�����µZ�/eY�Ê³�ËÁ��ÅZ¯�h�Z
�Á�//ËÁ�¹Â//¿��Ê�Z�//fyY�Ì£��//Ìj°e�Ä//nÌf¿��{�Á�{�Â//»��ÉZ//Å

��{{�/³�Ê���]��Reynolds�����½Y�Z/°¼Å�Á����������µZ/���{�������Y�
���Á�ICC-RT-PCR������/ËÁÁ�f¿Y��Ìz�e�ÉY�]�������Á�/ËÁ�Á�Z/Å

��dÌeZbÅA��Ä¿Â¼¿��{�����|/¿{Â¼¿�Ã{Z¨f�Y�Ê�Ìv»�ÉZÅ������ÅÁ�/a��{
��������Á���Y�Ã{Z¨f�Y�Z]�¾Ì¬¬v»�¾ËY���Âe�Ã|��¹Zn¿YICC/PCR�Á�

��tÌ¬¸ePFU��������Y��a�Ê·Â¸��d�¯�Ä]���ËÁÁ�f¿Y����d�Z/��
���{��®�Ô§��Y�Ê¼Ì¿���Ê/���]�{�Â»�ÉZÅ���/a�Á�����Y��������{�d�Z/��

�®�Ô§�Ê»Z¼e����d^j»�lËZf¿�ZÅPCR����|/Ë{�³�¶/�Zu�����¾Ì/Àr¼Å
����Y��a�����Á��������\Ìe�e�Ä]�d�Z��PFU��������Y��f¼¯�Á�PFU����Z]�

��Á���Y�Ã{Z¨f�YICC-RT-PCR|Ë{�³�ÊËZ�ZÀ�����
����ÅÁ�/a�¾ËY��{�������¥~/u�¦/¸fz»�ÉZÆ/�Á��Ê/���]��Y��/a�Z/»�

Ã|¿�Y{�Z]�������������Ê·Â¸/��d�/¯�Ê/¬Ì¨¸e��Á���Y�Ã{Z¨f/�Y�Z/]�ZÆÀe�ZÅ��Á�
(ICC-RT-PCR)RT-PCR����¹Z///¼e�É�Z///�Y|m�Ä///]�ª///§Â»�� �

�Á�ËÁ���ºË|���Z�f¿Y�{�Â»�ÉZÅ������tÌ¬¸e��Y��aÄ¿Â¼¿����Ì/¸¤e�ÉZÅ
�//�Á��Z//]�[Ô//�Z§�Ã|//��ÉZÆPellet�Á�Two-Phase�Ã{��Á{��Y�,

��Ê·Â¸�RD���Á�Hep-2��|Ë{�³�Ã{Z¨f�Y������̈ f»�Ä]�ÄmÂe�Z]��½{Â/]�cÁZ
����Á�ËÁÁ�f¿Y�{Y| e�Á��Â¿�����Ì/¸¤e��Á��Á{�Z/]�Ã|/�Y|m�ÉZÅ��{Z/Ë

��Ê»�{ZÆÀ�Ìa�Ã|��������Ä/]��Á��Á{��Å��Y�ÊËY�Z¯��ËY�§Y�dÆm�{{�³
���̈ f�Y�½Z»��ºÅ�c�Â��{Â��Ã{Z��������Ã|/ÀÅ{�½Z�¿�Ã|»M�d�|]�lËZf¿

�����Ê·Â¸��Ã{���f�Ì]�dÌ�Z�uRD����Ä]�d^�¿�Hep-2�Ê»�|�Z]���Z»Y

�|m�¶Ì·{�Ä]�Á�ËÁÁ�f¿Y��Y�ÊeÁZ¨f»�¦Ì��É�Z�YZÅ��¹Y|/¯��Å��{�
����Ê·Â¸��Ã{��Á{�¾ËY��Y���½Z»��ºÅ�Ã{Z¨f�Y�,��������Ê·Â¸/��Ã{��Á{�¾/ËY��Y�

ÉY�]�����Á��dÌ�Z�u��ËY�§YICC-RT-PCR��Ê»�{ZÆÀ�Ìa�{Â���
�Ì�Z�u�¾ÌÀr¼Å��������Á�/ËÁÁ�f¿Y��Ìz�/e�ÉY�]��Á��¾ËY�d��Z/Å

����Y��f¼¯0.01TCID50�������Ê/»�Ä·Z�»�¾ËY�Ä¯�|Ë{�³�Ê]ZË��Y���|/¿YÂe
½Z�¿�������mÂe�¶]Z«�dÌ�Z�u�Á�½{Â]�µÂ^«�¶]Z«�Ã|ÀÅ{�����Á��¾/ËY�Ä

���Á�ËÁÁ�f¿Y��Ìz�e�ÉY�]��Â/mÂ»�ÉZÅ�����|/�Z]�[Ô/�Z§��{�{����{
��Ä¿Â¼¿�¹Z¼e�Y|f]Y���������Á��Z/]�Ê/���]�{�Â»�ÉZÅICC-RT-PCR���Z/]�

��Ê�Z�///fyY�ÉZ///Å�¼ËY�a��Y�Ã{Z¨f///�YPan.EV�{�Â///»��{�Á�
�������ÉZÅ�¼ËY�a��Y�Ã{Z¨f�Y�Z]�ÂÌ·Âa�ÉZÆ�Á�ËÁPanP.V���Ê���]�{�Â»�

�|Àf§�³��Y�«������������ÉZ/Å�¼ËY�a�Z/]�{|/n»�Ê���]��Y��a�Ä¿Zfz^�Ây
��Ê�Z�fyYSabin����Å�Ä¯�|���z�»����Á�/ËÁ�Ä¼����ÉÂ/Ì·Âa�ÉZ/Å

���¾�/¯YÁ��Â/��Ä]��Â]�»�Ê���]�{�Â» (SL)�Ê/»�|À/�Z]����¾/ËY
��Ê»��Ì¿�Ä·Z�»����Ä�Ë���]�É�´Ë{�|ÌËZe�|¿YÂe�����ÉÂ/Ì·Âa��Á�/ËÁ�ÊÀ¯

���\�ZÀ»���Âa�Á�Ê�uÁ������|/�Z]��ÅÁ�a�{�Â»�Ä¬�À»��{�ÊÀ¼ËY���
�a��������Ã|��{ZÆÀ�Ìa��Á��Ê¸¯��Â��Ä]�ICC-RT-PCR����¶/Ì·{�Ä]�

�{ZË��dÌ�Z�u�����¥~u�dÆm�¹�Ó�dËZ¨¯�Á���Ã|/¿�Y{�Z]�����Ê/·M�ÉZ/Å
Ê»���������������/Ë��Y�Á�Ê/�Ìv»��ËZ/a�d/Æm�Ê^/�ZÀ»�¶/u�ÃY��|/¿YÂe�Ê]Z

|�Z]��Â�¯��{�Ê�Á�ËÁÁ�f¿Y�ÉZÆË�Z¼Ì]�Ê°Ë�Â·ÂÌ»|ÌaY���
� �

�Ê¿Y{�|«�Á��°�e��
��Zb��\eY�»�Ä·Z¬»�¾ËY�½Z³|À�ËÂ¿��¶/Ì·{�Ä]�Y��{Ây�Ê¿Y{�|«�Á�

fËZ¼u�cZ//¬Ì¬ve�ÂfÌf�//¿Y�Ê//¼¸��\//�«�Ê//WY�mY�Á�Ê·Z//»�ÉZ//Æ
Y|Æ]¸��ÃZ´�¿Y{�Êf�Ê»��Y�]Y�Ê°��a�¹Â|¿�Y{����
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