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TỐI ƯU HOÁ ĐIỀU KIỆN THỰC HIỆN PHẢN ỨNG MULTIPLEX PCR
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TÓM TẮT

Phản ứng multiplex PCR xác định các phân týp của HIV-1 được tối ưu hóa với hai bước như sau: (1) Thực hiện phản ứng PCR thứ nhất dùng cặp mồi BECO3 và BECO5 với nhiệt độ gắn mồi tối ưu là 63,90C trong thời gian 60 giây; (2) Phản ứng PCR thứ hai (PCR2.0) dùng các mồi 5’A, 5’E, 5’G, 3’A, 3’E và 3’G. Các sản phẩm của phản ứng PCR2.0 là 554, 606 và 644 bp theo thứ tự tương ứng với HIV phân typ E, G và  A. Trong trường hợp không có các sản phẩm PCR2.0, phản ứng PCR2.1 được thực hiện dùng các mồi BE-ANCH, B-SPEC, F-SPEC và C-SPEC. Sản phẩm PCR2.1 có kích thước 697 hoặc 778 bp tương ứng HIV phân typ C hoặc F. Nếu sản phẩm PCR2.1 là 441 bp thì phản ứng PCR2.2  được thực hiện dùng cặp mồi 5’D và 3’D. Sản phẩm PCR2.2 có kích thước 350 bp tương ứng HIV phân typ D và khi không có sản phẩm PCR2.2 thì HIV thuộc phân typ B.
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SUMMARY

OPTIMIZING CONDITIONS

FOR THE MULTIPLEX PCR TO

IDENTIFY SUBTYPES OF HIV-1

The multiplex PCR assays for detection of HIV-1 subtypes  were performed as two steps the following: (1) The first PCR performed using BECO3 and BECO5 primer pairs with annealing temperature is 63,90C in 60 second maintaining; (2) The second multiplex-PCR (PCR2.0) was performed using 5’A, 5’E, 5’G, 3’A, 3’E and 3’G primers. The PCR2.0 products of 554, 606 and  644 bp indicated the HIV-subtype E, G and A, respectively. In case of the PCR2.0 had no PCR-products, the multiplex-PCR2.1 was performed using BE-ANCH, B-SPEC, F-SPEC, C-SPEC primers. The PCR2.1 products of 697 and 778 bp indicated the HIV-subtype C and F, respectively. If the PCR2.1 product was 441 bp, the third PCR (PCR2.2) was performed using 5’D and 3’D primer pairs. The PCR2.2 product of 350 bp showed the HIV-subtype D and no PCR2.2 product indicated the HIV-subtype B.

Keyword: multiplex PCR, HIV subtype 






128

