Höôùng daãn söû duïng PCR kit

	Thaønh phaàn PCR

 (Cho 30 phaûn öùng, baûo quaûn ôû –15 ñeán – 20oC)
	Theå tích

	    PCR Mix (xanh)

ñeäm MgCl2 - Tris

< 3% dATP, dTTP, dCTP, dGTP

<3% caùc ñoaïn moài

<0.2% DNA khoâng nhieãm vaø moät trình töï duy nhaát cho maãu doø quaù trình lai
	600(l

	    DNA Taq Polymerase (5U/(l)

Glycerine

EDTA

Tris, hydrochloride
	24(l

	  HPV Type 18 DNA ( kieåm tra döông tính)

ñeäm  Tris-EDTA

<0.2% DNA khoâng nhieãm vaø moät trình töï duy nhaát cho maãu doø quaù trình lai
	25(l

	Nöôùc khoâng chöùa DNAse  (Kieåm tra aâm tính)
	200(l


Toång theå tích dung dòch PCR moãi laàn phaûn öùng laø 25(l. thaønh phaàn goàm

	Thaønh phaàn
	Theå tích

	PCR Mix
	19.25 (l

	DNA Taq Polymerase
	0.75(l

	DNA Template
	1.0 - 5.0 (l*


Hieäu chænh vôùi nöôùc khoâng chöùa DNAse ñeán 25.0 (l

Toång DNA 5ng –100ng 

Tyû leä pha cheá thaønh phaàn PCR cho nhieàu laàn phaûn öùng nhö sau

	
	n phaûn öùng
	10 phaûn öùng
	20 phaûn öùng

	PCR Mix
	(19.25x n) (l
	192.5 (l
	385.0(l

	DNA Taq Polymerase
	(0.75x n) (l
	7.50 (l
	15.0 (l

	Toång
	(20 x n) (l
	200.0 (l
	400.0(l


Chuù yù: Neân söû duïng dung dòch PCR ñuùng caùch vaø chính xaùc veà haøm löôïng ñeå haïn cheá thaáp nhaát söï toån thaát vaø sai khaùc giöõa caùc maãu. Theå tích dung dòch PCR trong boä kit coù theâm 3% cho sai soá khi söû duïng pipet. 

Khueách ñaïi PCR

· [image: image1.png]


Laøm tan PCR Mix vaø nöôùc khoâng chöùa DNAse ôû nhieät ñoâï phoøng

· Cho dung dich PCR vaøo ly taâm ôû vaän toác thaáp tröôùc khi söû duïng

· Chuaån bò dung dòch PCR tuøy theo baûng ôû treân. Laéc ñeàu vaø ly taâm dung dòch.

Chuù yù: DNA Taq 
Polymerase phaûi söû duïng ngay sau khi laáy ra khoûi tuû ñoâng vaø phaàn coøn laïi phaûi caát ngay vaøo tuû ñoâng.

· Cho 20µl dung dòch PCR vaøo trong oáng phaûn öùng PCR, tieáp tuïc cho theâm ñuû löôïng PCR Template vaøo oáng.

· Ly taâm oáng dung dòch PCR treân.

· Cho oáng phaûn öùng PCR vaøo maùy Thermal cycler vaø chaïy chöông trình khueách ñaïi nhö sau:

Chöông trình khueách ñaïi

(Vôùi PE 9600 hoaëc ôû toác ñoä 1oC /sec)

95 oC  

9 phuùt

95 oC


20 giaây

55 oC  

30 giaây 

40 Chu trình

72 oC  

30 giaây

72 oC  

5 phuùt

4 oC  


uû 

Chuù yù: chöông trình khueách ñaïi naøy phuø hôïp vôùi heä thoáng Applied Biosystems Perkin Elmer 9600, GeneAmp PCR 9700, PTC-200 (MJ Research), Eppendorf Master thermal cycler (thieát bò luaân nhieät). Khi söû duïng thermal cycler, coù theå ñoøi hoûi moät soá thay ñoåi cuûa chöông trình cycling (chu trình nhieät).

Moät soá löu yù cuûa quaù trình khueách ñaïi

· Baoû quaûn boä kit PCR trong khu PCR. KHOÂNG ñöôïc baûo quaûn ôû nôi chuaån bò söû duïng

· Traùnh laäp laïi chu trình laøm ñoâng vaø pha troän maïnh dung dòch PCR 

· Taát caû vieäc chuaån bò vaø caøi ñaët PCR PHAÛI ñöôïc hieån thò treân workstation

· KHOÂNG ÑÖÔÏC mang saûn phaåm PCR khuyeách ñaïi vaøo vuøng caøi ñaët PCR 

· Söû duïng ethanol vaø khaên giaáy ñeå laøm saïch PCR workstation

· Söû duïng ethanol laøm saïch taát caû pipet tröôùc khi baét ñaàu

· Khuyeán caùo: khöû truøng khu vöïc laøm vieäc vaø thieát bò baèng tia cöïc tím trong 15 phuùt tröôùc khi söû duïng.

· Ñeå traùnh söï nhieãm cheùo giöõa caùc maãu, phaûi luoân söû duïng ñaàu típ pipet môùi. 

· KHOÂNG ÑÖÔÏC söû duïng laïi ñaàu tip.

· Thay gaêng tay ngay khi nghi ngôø gaêng bò nhieãm 

· Ñoùng vaø môû caùc maãu oáng nghieäm caån thaän. Coá gaéng khoâng ñeå vaêng hoaëc vöông vaõi caùc maãu PCR. 

Hình 1. PCR kit.








