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 :43� "7��# 

�� CX 

	� 
�:�0� )Y�N 	ZL�[
� L�. 	2!�� �3 I��J I��J � 7��N "1����3 � 	L�7�* 	 �J 4�3�
 (����)�� ) \C. �� ��# � L�. "L��7 (�� (��

3���M	1 ��]�
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a�� � �3�
 ��:1 W���� T�3 ���b� 	 0. a�� ��)01 �1 � "L3�2
 (�� "L��7 ��� �3 () *Vero 	�^c. 	�O I3��' 	1 ��# 6�Z�) d 	1 43�b3 ����J

	2!�� I�)J I��J 	L�7�* 	 �J ��� (�� )BK(�#.I��J ��0e �3 Q�	�^c. 	�O f^N �1 "L��7 (��6��7 :����J	%3�� ���. (�� I��J K� �3 ���

3�� g�3)# �� � �%�# �%�# ��3� ��J �7��
 .��� 1 "L��7 	��)�� ) \C. h�-L �3 ��
M �7� K� P . QC�R9 7 Q�)� (��)1	I3��' D�A

��)�� (	7 P . 3$%O�&%M3��� �)1	I3��' R�A��)�� (I��J �3 �Z1 � iVb	2!�� (��7 ��2�)* �3)b "1����3 ���
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)I��J �3 �Z1 � iVb (��7 ("�Z
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3 :��V% �3� )1 	7 P . 3$%O�&%M3��� ��)�� ) \C. fj2!3 ��� (�� BK-O )I��J �3 iVb(��7 (�BK-C )�3 �Z1

I��J(��7("�Z
 (��
M h�-L �3 �1 �3��.��� 3̂ L I��J �3 �Z1 � iVb k�� (�� �# ��3� I��% � ��2�)* �3)b "1����3 ���
 (l�L����J h�-L �3 (��7

6��7 	JI��J (��6��7 	1 �V�% ��#T59� (l�L����J h�-L �3 8� � (l�L����
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	_ 2%() *:	2!��I��J (�� ��#BK !�� �1 	���,
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I��J 	2!�� �3 )29J 	7 P . ��1 ���%.
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;A /���9# 8���3�� 6�7 ���� ��;/���)0#;>AA 

	
�,


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

����� �� �������� ��  �� �!"# �� �� ��� $���

��%���&�' (�"
����� ��� )�*�
 � $��+,

����� ��� (���& -�.# �� $����� ��� )0.($��

3.& ����.� -�&� �� �� $��������4 ���
 �� ���5

����� -���)6���7 ��� ����� �� -' �� )��� $��+,

����� �� ��� ��� ��� �#�
 $6��"� �
��)8 )��� ��

)+,�� ��,�� �� )9.(�� ��������� -���' ��� ���

-�!�  �� �� ����+�� ������� ����� ����

$& ��, )9�:.(����� ;��6�$& �� �� <� �� -��


���� =��� 3��>
 3� �� �?@& �"�A �� �� �)+�

���������� =��*�� ��� � (��)& �"�6 �� )�B�!C�� ���

��� (��)& ���)��������&�6 ��� (����� �����

�)�B�!7�6' )aneuploid(���D���7 �� )+���

$& E"F
 �� ���)F&�6)+��"6 .����� ��� G�HI ��

)6��)6 $J��6D )9($& �@��6 �� ��� )+6��
 (��)& ��K

�6 � )+��� ��
J
 � ),� �� $L��6� M��)�7 -' �@�

�������� ��N �� �%"��6 ��� .�� $��	"# �� -�!�

����� $& OPK� �� ����& ����� <� �� $%"� �� ��,

��4�5 Q��+& )8�� )6� ):(-�!� ��� ���� ����

 �� $��	"# �� $C�
�+4 � $���6D ;�+
 -)6��� EA�)8

����� $& ��4�5 ���� ����, .-�!� ���& ����� )��� �

-�!� �� ��� ���,�E�6 -��� �%"� ���� �)	� ���

��� �� $"6 ��"R
 �� �), -�!� ��� )+� .�� ������

����� �� �� � )+��� -D���� $C�
�+4 �S6 �� ���

 -�!� �� $�8 � ��� $
�T ��U <� ��� $��5

���� $7 ��� ��$"6 $7��� VW8 ��6' -��
 .���6

��� �%��-�!� �� ��������� ��
�
 (?!��& �� ��

$& 3� ��)	
 <�D�*��?�4��X ���& <� ��� � ),��

��� .-�!� �� Y��,� ��� -��H# ���� ��� �� ����

��Z <
 ��X �� $U�[\� ��� �), Y�	4 � ���

�� ���)6 ��
�
 $��6��
��W]
 ��Z -��+L ������� �)++�

$&��, .-�!� ���� ����� -���  �� ��	�& ��� ��)

 �� �� �A� ��.
  �� �� ���� ��#� �7 ���

$& ������� ��S+& ��)� �� ��� ������� ��, .���

�A� ��.
 ������  �� ����� �� $*���& ��� � ��

����� ��
�
�A� ���
Z�� �� ��#�& ��� ������ ��

����� ��)	
 ��  �� ��� �A� ������+� =��� $���

�� )+^ V�_ �� �� ���� $%����6$& `���
 �����5.

a�� � �3�
 J��

	2!�� ��J��:�������� �*���5 ��!� BKa)&b���

� ����� (�� ���� ���� (�Vero )$*�!� <6��

�����6� �����7 (c�F& ��DMEM 2$+X �� �),d

)6), ���� ��� (�� )U��.c�F& �� ��S+& ��)�

����� ��������&��+# �� )ef&�!$* �� (�5���($+7 =-

��!��)0ff ���* �� )8��(�����&��7���� �)ef

&�!$* �� (�5���(), �4�g� .$� �S!XG�+��� 3�)�

 ���� ��� c�F&e)U����)���� ���� �� ��#�&

 �� ��� c�F& � )���5 3�S+
 ��
����6� ���5 ��4

 E����� �H
& ���4 ��!�4),):h0.(

��������BK  ��� c�F& �� �)��� �� DMEM 

 �� ���� �� ����� ��� � )6), ���� G��L ���

), (�@6� i��� ):.(�����  ��", ���� (Z �� ��

 ), ������� ���)6����  �� � ����j6)k�e.(����

����� ��"@6� l�!\& �� ��DMSO3�S!X �� (�� �

0f �� )U��DMSO ), ������� .����� ?��4 ���

�*�* -��� �),� ����� ��� �?��4 �dfh�#��

 
1 Bovine Kidney 
2 Dulbecco’s Modified Minimum Essential Medium  
3 Dimethyl sulfoxide 
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)2J�S��< ��3��9-
 I3��C9� �� L�. I��J K� "1����3 �BK ��)13)1PIV-3 �HSV-1 /;p

$�6�� )6), ���).%6 `��& G�� <6�
 � ���5.

��)�� ) \C.��:����� ��
�
 ���� m7�� ���

 <� n�
 m�!C"��)-���� �*�?��h��)& ����
 (�

�� n�
 �?6Z��6'���7 )-���� �*�?��h� ����� ����& 

(������ ���� (����� o�Z <
 �� ���BK �������

),.���S+& ��)����� �� ��0/fMOI=4��

����� �� $���df�)6�,�7 �� <�P4 qr� )U��

<� -), ��C� �� m7 � )���5 �4�g� )6��� �L��

����� ��� �� sW# �)�6 sW# $����� t�!	
 ��

 c�F& � u���DMEM E���
 �� m7 � ), �4�g� 

CPEv-�?�& ��wf)U�� �����`"# �� �� � ���'

 �?��4dfh�6�� �#��$)6), ���).%6 ���5.����


�x��
 �� �� n�
 �?6Z��6'���7 ����� ��#� )�

��.� �� ��7�����"� t�!	
 �� ���5��5y���� ?&�A

k/f), ������� ?�6 �)+� �y��� )U�� )z.(

I��J(��7:� ���� ������ �� -�!� -���' ��� ���

 ), ��.
 Z�� ����� �A� �� $*�!� -���6�C��� =V)�

 ��)++� ��W]
 ��Z ��� �� ����7 ����>& �� )feeder 

layer()6), ���� ��� .!� mC��$6�� EU�8 ���

����� ),� �
 ), ���� Y�>�6� ��5�?� V��_ �� �� ��

����� �� $+%"� ��� <� ���.6)�' EU�8 �� .����

��W]
 ��Z ��.
 ����� ���� -�!� �� EHA �)++� ���

Vero ��!7����& -��� ���9k�6�� ��)	
 �� ��0fe

$!�& �� Y�!� ���* �� mC� =), ���� ���

�����&���& c)0f$!�& �� (�5����& ���* �I� -�&� �

$��:�L�� (��������Vero  ��X)6), Y�	4 )0fh

d.(-�!� ���� �A� �� ������� �� ���� �� $*���& ���

����� t�!	
 ���BK EU��4 �� 03����%* � ��.
 

mC�)�A�9e/f$!�& �� Y�!� ���* �e/f�� Y�!�

$!�& ���* (<��^ -��� ��!7����& ���9k�6�� ��

 
4 Multiplicity of infection 
5 Cytopathic effect 

)6), ���� ���.!� ��._ �� m7��,���� ���� =$6

�>!8 �� $+!�{+�6�!� ���|):�z(��Z VW8 =

��W]
 c��
 �)++�EDTA f9/f)U�� )00(�

!� �,�����<"� �� $6$7�6 �����7 �7 �), }�

 ), �������):.(Y�!� �������� � ��
�
 ���� =��

!��$6<��^ �� �), �,���� ��� ��!7����& ���

~z �6��), ���� ��� ��=E���
 �� )	� mC�

��!7����& �� ��
�
 �� E&�� ��Z�6�& ���9k�6�� ��

 �z�6�� � �����.6 �� <�P4 ��9e6���$��&

), ���� Y�>�6� $	��& .!� <��$A��
� ��K �� $6

), ���� ��
�
 � s�\�6� )BK-C(��
�
 )6�� mC� �

����� ��� �� �� n�
 �?6Z��6'���7 � m7�� ���

-'����� �� ����>& ���� �� ����& ���)BK-O(�����

), ��4�5.

����J q� R��.:n��
����� ��.
 ���� ����� �� ���

BK$�!� �� =�S!X �� ���0ff ���& �� (�5�

$!�& ���*), ������� ):�0dh09(.<�6�
�C�� Y�!F&

 ��KCl �S!X �� � ��.
de�!�& �Z�& ����4�5 ���

),.

P . QC�R9 7 Q�)� ��)�� ) \C. +��b 	���,


	2!�� (�� )1 	7 P . 3$%O�&%M3��� � K� (��BK-

C�BK-O:

����� ���BK-O �BK-C � Y�!� ��)	
 �S6 �� ��

P������ �& �� �� ����& ��	g� �� �� �� ��

$& )6���=)6), s�\�6� .����� ��� �� �� =�)��� �� ��

3� ��K-' �� � )6), �+��C��
 -�&������ t�!	
 �� ��

)&' ��)� $����+�� .�����  ��", ��)	
 � (�@6� ��

����� �� � )&' ��)� ��� �� �� �� ����& ���

<�P4 ���9e$�6�� ��& )6), `���
 )�)# $	��& .

�),  ��", ����� ��)	
 ���8 <�P4 �� ��z

6 cloning rings 
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=o /���9# 8���3�� 6�7 ���� ��;/���)0#;>AA 

$!�& ����� ��� c�F& �� ���*d)U�� ��\�� (��

), .��� c�F& 3@8 <�P4 �� �� ���� -' ;�6 �

c���, <�P4 �� �� ���� � ��� �), ��.
 -���� ?�6

����� ),� ���� $6���� �P&��), ��4�5 �S6 �� �� .

�� m7w����� �
�� �� �L�� �� Y�[
� -��&� c>4 ��

)6��� ��4�� �� qr� �c�F& -��� u��� �� m7

<�P4 �� �� ���=�� ����& � ��	& -�?�&

 n�
 m�!C"�� m7�� �����0)#�� <�P4 �� ��

), q�>!
 Y�!�.G)& <��� ����� sW# �L��

����� qr� ), ��4�5 �S6 �� <�P4 �� �� ���� �� .

m7<� -), ��C� �� �� qr� =sW# -�&� �L��

�� <�P4 �� CMF-PBS�), ���� ����, .���)@& 

z$!�& �� �)6��).%6 (�� ���8 ��� c�F& ���*

<�P4), ���?4� �� .�L�� -��+L �� (�%+� ��� ��

 �� <�P4 �� -��� �� �), ���?4� c�F& �� ��U

 ��)>&9$!�& �6�"6 ���* *�* �� � )���5 ���5����

`"# �6�5�)#), ���' .���)@&9$!�& c�F& ���*

)#�� E����� ��� (��)9)U�� (<�P4 ����

), ���?4� .�6�"6 �!U�4 �� (�� � Y�� ���k�L��

�6�"6 � q�>!
 �� m7 �!U�4 �� (�)� �� )	� ���w

�?��4 �� � ��.
 �L��dfh� ), ���� Y�>�6� �#��

efTCID��6�"6��K �� �� ���)6� -�&?"�), ���5 

)0w.(�6�"6 (�%+� E���
 ��	g� ���5CPE ��

<�P4 ���	& �� ��0+=9+=:+�k+)���5 �HI.

	2��� ��

-�!� �� l���& i���6����� ���� ���BK Y�)# ��

 ���",0�� $��	g� ��9e/f<��^ �� �� �����

 �� �,W5 �� )	� ��=��� �), ���� -��6 ���� ��#�

 
7 Calcium Magnesium Free - Phosphate Buffered Saline  
8 %50 Tissue Culture Infectious Dose 

��� 3��?6�7 ��� �� � ����� ��.^ � ���� �� ��

��)	
 ehk0f ��� �)��� �����.

6���;:	2!�� ) \C. � ZY�(��BK

I��J 4�5��(��7 

)&< ��� 9e/f����� 

80% ��� 90����� 

8�� ��� 9k����� 

8����� ��� ez����� 

8���3�� ��� zw ����� 

8��$ 7 ��� w9����� 

8����0X ��� 0f9����� 

8��$%�� ��� 104-5����� 

4��0X � �� 1 ��� 
 �� �� $6�!N �,����

�)++N ��W]
 ��Z VW8 

-�"���K $& �)���& Y�)# �� �N��,=�����

 ��Z VW8  �� �� $6�!N �,���� (��.^ � ����

��W]
 �� -' �� EU�8 i���6 �N ), (�@6� �)++N 

EJ, 0$& �)����,.

i�#;:����/ 	�^c. 	�O (�� 	2���) \�. I��/ 

-�&� �� <� n�
 m�!C"�� m7�� ����� ���L

Y�!� �� q�>!
� ����& ��� -�!��), efTCID=

w/0fd � )���5 �H��F&MOI ��� �� �), �������

 ��� �� ����� ��
�
 G�)A $������ ���� t�>F


�����O�4 ��� )BK-C �BK-O ( �� �����9/f

&), �H��F .-�"�����K E�, ��9$& �)���& ��,

 ����� ��
�
<� n�
 m�!C"�� m7�� ��:9
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)2J�S��< ��3��9-
 I3��C9� �� L�. I��J K� "1����3 �BK ��)13)1PIV-3 �HSV-1 /=;

$& ��� u�� �� $��� �6��L �� )	� �L�� � )�� 

$*�!� ���\
 ��I' -' �A�	�&)CPE (Y�!� �� ��

$& �)���&��,.
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