
����� 3 

����	
��
�������	����� 

   

����	
� 

1. ��������  (funnel) 

2. ���������� Whatman No.1 

3. ���	��
���
�� 100 ��� 1,000 ml 

4. �����������
�� 15 ��� 30 ml 

5. ���������������
�� 25 ��� 75 cm2 

6. ��� Duran �
�� 250  500 ��� 1,000 ml 

7. ��
����������������
�� 6 ���� 

8. ��
����������������
�� 24 ���� 

9. ��
����������������
�� 96 ���� 

10. ���	
���
� 

11. �������
� 

12. 	��������
�� 250 ��� 500 ml 

13. �
���� (forcep) 

14. ����
�� ��
�� 5 ��� 10 ml 

15. ! ����	�� 
16. ���	�����	
� 0.22 "m 

17. ��
�� 
18. ������!	���"���# 
19. �����#��������������������� 
20. Freezer  box 

21. Microcentrifuge tubes �
�� 1.5 ml 

22. Pipette tip �
�� 200 ��� 1,000 "l 

23. parafilm  (laboratory film) 

24. Vacuum pump 
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��	������� 

1. �����$��%��&	#���'������ (inverted microscope) (Olympus, CKX41) 
2. �$�%&��'(&�)*
+�� 2 
����
,� (Ohaus, ARC 120) 

3. �$�%&��'(&�)*
+�� 4 
����
,� (Mettler Toledo, AB304-S) 
4. 
�������*� -20˚C (Sanyo, SF-C991 NG) ��� -80˚C (Sanyo, MPF-392) 
5. 
����
�!��+� (biosafety Cabinet Class II) (ESCO)  

6. 
- 	,�$���	�
.����.��� (CO2 incubator) (Shellab, 2323-2) 
7. 
- ��/
 (LFS) 

8. '���	,-���
���	 (autoclave) (Tomy, SS-325) 
9. Automatic  pipette 0.5-1000 ml  (Biohit) 
10. Pipette boy (TECNOMARA) 

11. Rocking platform (ELMI, S 4) 
12. Rotary evaporator (BUCHI) 

13. Vortex mixer (Gemmy Industrial Copp., VM-300) 
14. Water bath (Memmert, WB-10) 

        

�������
���	��� 

1. .��(��,�0�$��+�����(
1����
�2�
 .� �(	$����
��$����������	����
$�������%�
 
  ���	�� .
����
!%�	���
��/%�# �0�!%�	���
��/%�# �'
��%�
���!����1'�� 

1.1  �'%�� Herpes simplex virus type 1 ����(
1�� F (HSV-1F) 

1.2  �'%�� Herpes simplex virus type 2 ����(
1�� G (HSV-2G) 

2. 2�������3��!���%�-��+�
���

�
	2������243��!����# .� �(	$����
��$����������
��	 
                     ��%�
&
�
�#�
��/%�#%'
� 3��/�
�
�/������5!���
 (AFRIM) 

2.1  �'%�� Herpes simplex virus type 1 
�����
�'�
�!��  5 

2.2  �'%�� Herpes simplex virus type 1 
�����
�'�
�!��  22 

2.3  �'%�� Herpes simplex virus type 2 
�����
�'�
�!��  2 

 
��

������
���� (!��"��� �) 

Vero  cells  .� �(	$����
��$����������	����
$�������%�
���	�� .
����
!%�	��
�
��/%�# �0�!%�	���
��/%�# �'
��%�
���!����1'�� 
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�����#�$�%&��#���	'$�������*�	�& 

Acyclovir [acycloguanosine, 9-2-(hydroxyethoxy methyl) guanine] ���6�% SIGMA-

Aldrich CHEMIE Gmbh Co.Po., Germany 

 

&�+	,�����#�$#���	�%
��  

����,�� Spirulina platensis '
+�!� .� �(	$����
��$��������	�3��4���� ����5�
��,��� �(���(��'���6��,   
 

��+�	�
�&�	�������#�$#���	�����
������

� (!��"��� -) 

1. Growth medium (GMEM) 

2. Inactivated serum 

3. Maintenance medium 

4. Minimum Essential Medium (MEM) 

5. Overlay medium 

 

&�	�����
�&��$�� (!��"��� �) 

1. Crystal violet 1	 1% ethanol, 0.1% 

2. Dimethyl sulphoxide (DMSO) 

3. EDTA, 1% (W/V) 

4. Ethanol, 70% ��� 95% 

5. NaHCO3, 10% (W/V) 

6. Phosphate Buffer Saline (PBS) 

7. Sodium Carboxy Methylcellulose, 1.5% (W/V) 

8. Trypsin, 1% (W/V) 

9. Trypsin-EDTA, 1% (W/V) 
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������	����� 

 

1.  ��	�����
���� Vero cell  

1.1  )�����  subculture ����� 0���)�������������������������������������
�� 25 cm2  

        )�&��������������������+3�
+��%�
)�&!+���� ���� ��!+������0�� PBS (1X) 2  $�(�� 
1.2  �
+� 0.1% Trypsin – EDTA  0.3 - 0.5 ml )+��.� �
��������
(��������(
 ���
(�
�) 

0.1% Trypsin – EDTA )+�� 
1.3  �
+� growth  medium  1.5 ml  �� �)������-���,������� ��%&�)��6� ���������������

�%�
!+������������������ ���)��6� ��������
(������������7
��������&��8  

1.4  �	,������6�,���6��,  0��6' �(
���,�
6
����	,�������),��(	 1 : 3 ��%� 1:4 ���
(�

�
+�  growth  medium 6� $�	 5 ml  

1.5  
�������.�	,�)�& 37 OC 6
 5% CO2 incubator ��7
���� 2 – 3 �(
 0���(���
��� 

���+3�
+	0
� �� Inverted microscope ��%&���������+3��7
 monolayer �
/��%�
!+�5�'
�
����������  
��.� subculture 
,�.�
���+1�� ��
 
� ���+1������'%�� 

 

2.  ��	�����
���� Vero cell  #���������
������

�-��% 6 +
�� 

2.1  �)�������������������  ���
(�
� �����������������)�&���+3�
/��%�
)�&!+���������������
�
�� 25 cm2  � �� PBS(1X)  2 $�(�� 

2.2  �
+�  0.1% Trypsin – EDTA 0.3 – 0.5 ml )+��.� �(�$�-, �
��������
(��������(
 �� �
�9��) 0.1% Trypsin – EDTA )+�� 

2.3  �
+� growth medium ���)������-���,���
�������������%�
!+���������������   �� �
�
+������������������
$�	 16 ml  ��%&�6� ����+��#�����  3x105 cells/ml 

2.4 �-���������������������� ����
+�����
����������������
�� 6 ����8 �� 2.5 ml 

�� ����,��	�8 ��%&�6� �����������)(&����� 

2.5  
��.�	,�)�& 37 OC 6
   5% CO2 incubator  ��7
���������#  3 – 4 �(
 �
��������+3
�
/��%�
)�&!+�����
,������ ���
���������+3�
+	0
��������� ���� �� Inverted  microscope 
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3.  ��	�����
���� Vero cell #���������
������

�-��% 24 +
�� 

 3.1 �)������������������� ���
(�
� �����������������)�&���+3�
/��%�
)�&!+���������������  
       �
�� 25 cm2 � �� PBS(1X)  2 $�(�� 

3.2 �
+� 0.1% Trypsin-EDTA 0.3-0.5 ml )+��.� �(�$�-, �
��������
(��������(
 �� ��9�
�) 0.1% Trypsin-EDTA )+�� 

3.3 �
+� growth medium ���)������-���,���
�������������%�
!+��������������� �� �
�
+������������������
$�	 16 ml ��%&�6� ����+��#����� 3x105 cells/ml 

3.4  �-���������������������� ����
+�����
����������������
�� 24 ����8 �� 500 "l 

�� ����,��	�8 ��%&�6� �����������)(&����� 

3.5 
��.�	,�)�& 37 OC 6
 5% CO2 incubator ��7
���������# 2-3 �(
 �
��������+3�
/�
�%�
)�&!+�����
,������ ���
���������+3�
+	0
��������� ���� �� Inverted  microscope 

 

4.  ��	������	���
*�	�& 

4.1  �-�������������������������������������)�&��������������������+3�
/��%�
!+� 0��6� 
���%������6
������������� 1 ml 

4.2 �
+�.��(���� stock 100 "l ���,�0��6'  rocking platform )�&��#�5-�+� ����7
���� 
1 '(&�0�� ��%&�6� .��(�����
+��(	����� ��%&�$�	���� �).��(��,�
��+
)+��.� 

4.3  �
+� Maintenance medium 2 - 3 ml �� �
��.�	,�)�& 37 OC 6
 5% CO2 incubator ��7

���� 2 - 3 �(
 

4.4  �(���
�����+� Cytopathic  effect (CPE) � ���� �� Inverted microscope �
���)(&�
�����
+��'%��)(�����$%� CPE = 4+ 

4.5 )�������/	.��(�0��
��������������������)�&
+��'%��.��(�.��',��/�)�& -80 OC ���
����
)������������,�������/� 
����(	.��',��/�)�& -80 OC ���)����������6��,���$�(�� ��%&�6� 
������
� �����/	.��(�6
����������������)�& -80 OC ��%&���/	��7
 stock .��(� 
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5.  ��	'	��+��	���
*�	�&/%����� plaque titration assay 

5.1 
�������)�&���+3�
/�������
����������������
�� 24 ���� ����+��#.��(� 0���-�
���������������������������
���%������6
���� 200 "l 

5.2 ��%����.��(���� stock 0����%�����		 10 �),�����(	�,�
 
(���
,  1:10 – 1:106 

5.3 �
+�.��(��
,��$�����%������6
��
����������������
�� 24 ���� ���� �� 100 "l 

	,�)�&��#�5-�+� ����7
���� 1 '(&�0�� 	
�$�%&�� rocking platform ��%&�6� .��(�����
+��(	����� 
5.4 �
+� overlay medium ��6
)������8 �� 400 "l 
��.�	,�)�& 37 OC 6
 5% CO2 

incubator ��7
���������# 3 – 4 �(
 

5.5 �-� medium �
,������)+�� �� �� ��� �� PBS(1X) 1 $�(�� �����# 200 "l  )������ 

���� ���������
+��'%��� �� 0.1% crystal violet 6
 1% ethanol 0�������6
�
,������  

�����# 3 – 4  ���6� ),������� )+��.� �����# 15 – 20 
�)� �� ��-���� ��)+�� 
5.6 
����-���
+���� ����������
+��'%�� ���
(	��+��# plaque �9&���7
	�+��#��������)�&


+��'%��.��(����.�,
+���� �� �� �)�����$��
�#����+��#.��(� 0�����
,����7
 plaque  

forming unit /ml (PFU/ml) 

 

6.  ��	�'	����� acyclovir ������%&�����*�	�& 

 '(&� acyclovir 0.1 mg !����6

�����(&
.� �'%�� 1 ml ���,�6� �� ��(
�� ���/	.� )�& -20 OC 

  

7.  ��	�'	���&�	&��%&�+	,�� 

7.1  ��(�����,�� S. platensis  � ��
(�)�������)�&������� 6' �(
���,�

����
(��� ����
����,��
,�
(�)��������),��(	 1 : 10 0���	,�
(�)������������7
 2 ���,� $%� 

���,����   ��(�� ��
�����(&
�����'%�� 0���',5�'
���6
 water bath )�&��#�5-�+       
45 OC ��7
���� 3 '(&�0�� 

���,����   ��(�� ��
(�)������� 95% ��)�
�� �',)+��.�  3 �(
 )�&��#�5-�+� �� 0��)��
������,�����,��)�������(���7
���� 

7.2 
��
(���,��)�&��(�� ��
(�)��������
,��'
+������ ������������ Whatman  No. 1

���
��.������
(�)�������� ���$�%&�� rotary evaporator ���
(�

�������(����	)�&�����
(�)��
���������� �.�)��6� �� �0���$�%&�� lyophilizer 

7.3 '(&�
����
(��� �����
���������(���+&�
 
 0��
�������(����	�������� �� 

Dimethyl sulphoxide (DMSO) �����/	�����(�.� )�& 4 OC 6
�����'� 
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8. ��	�%&��������0���9-��&�	&��%&�+	,��',���

������
���� /%����� MTT assay 

(Mosmann., 1983) 

8.1 
�� stock �����(�����,������%����� �� Minimum Essential Medium (MEM) �		 

2 �),�����(	�,�
 
(���
, 1 : 2 – 1 : 2 12   

8.2 �
+������(�����,���
,��$�����%������6
��
����������������
�� 96 ���� )�&��
������������������+3�
/��%�
!+� ������ 100 "l 0���
+�$�����%������ 4 ���� ����
+� MEM ��
6
����$�	$�� 
��.�	,�)�& 37 OC 6
 CO2  incubator ��7
���� 48 '(&�0��  

8.3 �-� medium 6
����)+�� �
+� MTT solution ��)������ ������ 15 "l 
��.�	,�)�& 37 OC 

6
 CO2 incubator ��7
����
�
 4 '(&�0�� 
8.4 �-��������� MTT 6
����)+�� �
+� DMSO ��)������ ������ 200 "l   

8.5 
��.��,�
$,��-���%
���)�&$������$�%&
 540 ��� 630 nm 0���$�%&�� microplate 

reader �� �
��$,��-���%
���)�&.� .�$��
�#�� 50% cytotoxicity dose (CD50)  

 

9.  ��	�%&��&�	&��%#���	������������ HSV /%����� plaque reduction assay  

        9.1 ��	������������ HSV ������'��&�	&��%&�+	,���,��*�	�&����'�%��

������
����  

9.1.1 �����������������6
��
�����������
�� 24 ���� �
��������+3�
/��%�
)�&!+� 

0��
����-� ���� �� Inverted microscope 

9.1.2 �-����������������������
���������������)�&����������+3�
/��%�
)�&!+� )+��.�
������ 300 "l 

9.1.3 �
+������(�����,�� S. platensis )�&$����� �� 
.�,��7
�+�
,������ ��6

����)�&
 �����)���	 ��+��# 200 "l �
+� MEM ��6
����.��(�$�	$�� ��+��# 200 "l  


��.�	,�)�&��#�5-�+� ����7
���� 1 '(&�0�� 	
�$�%&�� rocking platform  

9.1.4 �
+�.��(��,�0�$��+� 100 "l 6
)�����������
���������� 	,�)�&��#�5-�+� �� 
1 '(&�0�� 	
�$�%&�� rocking platform 

9.1.5 �
+� overlay medium )������8 �� 300 "l 
��.�	,�)�& 37OC6
 CO2 incubator 

��7
 ���� 3 – 4 �(
 

9.1.6 � ���������
+��'%��� �� 0.1% crystal violet 6
 1% ethanol ��%&�
����-���
+�
��� ����������
+��'%�� ���
(	��+��# plaque )�&��+��9�
6
����)���	�(	�����(� 0��
�����	�)��	�(	���,�.��(�$�	$�� ���$��
�#���������/

�����(	�(���'%��.��(� 
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        9.2 ��	������������ HSV ������'��&�	&��%&�+	,��-
�*�	�&����'�%��

�  

9.2.1 �����������������6
��
�����������
�� 24 ���� �
��������+3�
/��%�
)�&!+� 

0��
����-� ���� �� Inverted microscope 

9.2.2 �-����������������������
���������������)�&����������+3�
/��%�
)�&!+� )+��.�
������ 300 "l 

9.2.3 �
+�.��(� �,�0�$��+���+��# 100 "l ��6
��
��������������� �� ��
+����
��(� ����,��)�&$����� �� 
.�,��7
�+�
,��������6
����)���	��+��# 200 "l ����
+�   

MEM ��6
����.��(�$�	$����+��# 200 "l 	,�	
 rocking platform )�&��#�5-�+� �� 
��7
���� 1 '(&�0�� 

9.2.4 �
+� overlay medium )������8 �� 300 "l 
��.�	,�)�& 37 OC 6
 CO2 

incubator ��7
 ���� 3 – 4 �(
 

9.2.5 � ���������
+��'%��� �� 0.1% crystal violet 6
 1% ethanol ��%&�
����-���
+�
��� ����������
+��'%�� ���
(	��+��# plaque )�&��+��9�
6
����)���	�(	�����(� 0��
�����	�)��	�(	���,�.��(�$�	$�� ���$��
�#���������/

�����(	�(���'%��.��(� 

 

        9.3 ��	������������ HSV ������'��&�	&��%&�+	,��+
�����*�	�&����'�%��

�  

9.3.1 �����������������6
��
�����������
�� 24 ���� �
��������+3�
/��%�
)�&!+�
0��
����-� ���� �� Inverted microscope 

9.3.2 �-����������������������
���������������)�&����������+3�
/��%�
)�&!+�)+��.� 

������ 300 "l 

9.3.3 �
+�.��(��,�0�$��+���+��# 100 "l ��6
��
��������������� ���,��	�8 	,�
	
 rocking platform )�&��#�5-�+� �� ��7
���� 1 '(&�0�� 	
 rocking platform  

9.3.4 �
+������(�����,��)�&$����� �� 
.�,��7
�+�
,��������6
����)���	 

��+��# 200 "l ����
+� MEM ��6
����.��(�$�	$����+��# 200 "l  

9.3.5 �
+� overlay medium )������8 �� 300 "l 
��.�	,�)�& 37 OC 6
 CO2 

incubator ��7
���� 3 – 4 �(
 

9.3.6 � ���������
+��'%��� �� 0.1%  crystal violet 6
 1% ethanol ��%&�
����-���

+���� ����������
+��'%�� ���
(	��+��# plaque )�&��+��9�
6
����)���	�(	�����(� 

0�������	�)��	�(	���,�.��(�$�	$�� ���$��
�#���������/

�����(	�(���'%��.��(� 
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10.  ��	�%&��&�	&��%&�+	,��#���	������������*�	�&�,�/	��	��/%�'	� 

10.1 !�������(�����,��)�&$����� �� 
)�&.�,��7
�+�
,������ 400 "l �(	.��(� 400 "l 6
   

microcentrifuge tube �
�� 1.5 ml 

10.2 	,�)�&��#�5-�+� ����7
���� 1, 2, 3 ��� 4 '(&�0�� 
������(	 

10.3 
���,�
!��6
�
,������.�����+��#.��(�0���+1� plaque titration assay 
���+1��(�  
� � 5 ���$��
�#����+��#.��(�)�&���� )�&����)���	������(
 

 

11.  ��	�%&���	�&����!��-��&�	&��%&�+	,��#���	���������	������=����-�������*�	�&�,�

/	��	�����	�����
�',��> #���

������
����   

11.1 ���������������6
��
�����������
�� 6 �����
���+3�
/��%�
!+� 0��
����-� ���� �� 
Inverted microscope 

11.2  �-����������������������
���������������)�&����������+3�
/��%�
)�&!+�)+��.� 0��6� 
���%�������������������+�6
��������������� 1 ml 

11.3 �
+�.��(���+��# 1 x 106 PFU/ml ��6
)������ 	,�	
�$�%&�� rocking platform )�&
��#�5-�+� �� ��7
���� 1 '(&�0�� 

11.4  �-�.��(��,�
��+
)+��.� � �������� �� PBS(1X)  2 $�(�� 
11.5  �
+� MEM ��+��# 1 ml 6
���,�.��(�$�	$�� (negative control) �
+������(�����,��

)�&$����� �� 
.�,��7
�+�
,��������+��# 1 ml 6
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