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䦢세트내용(50 회분)

PA F1 Primer (20 pmol/㎕) 25㎕

PA R1 Primer (20 pmol/㎕) 25㎕

PA F2 Primer (20 pmol/㎕) 25㎕

PA R2 Primer (20 pmol/㎕) 25㎕

Control Template (1 ng/㎕) 25㎕

䦢원리

녹농균(P. aeruginosa AN-17)의 ceramidase 유전자(GenBank

AB028646)에 결합하는 2쌍의 primer를 사용하여 nested PCR을 실행한

다. 우선 두개의 primer F1과 R1을 사용하여 1st PCR을 행한 후, 이 내부

서열에 결합하는 primer F2와 R2를 사용하여 2nd PCR을 한다. 다음으로

증폭산물을agarose 전기영동으로분석한다. 각 primer의서열과위치는다

음과 같다. 1st PCR로는 523 bp의 DNA 단편이, 2nd PCR로는 463bp의

DNA 단편이각각증폭된다.

䦢실험예1 : 검출한계의검토

녹농균 ceramidase 유전자를 cloning한 plasmid의 단계희석액을시료로서

사용하여검출한계를검토하였다.

【반응액의 조제】

10×Ex TaqBuffer 5 ㎕

dNTP Mixture 4 ㎕

PA F1 Primer 0.5 ㎕

PA R1 Primer 0.5 ㎕

TaKaRa Ex TaqTM 0.25 ㎕

Plasmid 용액 2 ㎕

멸균증류수 37.75 ㎕

Total volume 50 ㎕

【PCR 조건】

94℃ 1분

94℃ 30초

63℃ 30초 40 cycles

72℃ 30초

72℃ 7분

【반응액의 조제】

10×Ex TaqBuffer 5 ㎕

dNTP Mixture 4 ㎕

PA F2 Primer 0.5 ㎕

PA R2 Primer 0.5 ㎕

TaKaRa Ex TaqTM 0.25 ㎕

1st PCR 산물 2 ㎕

멸균증류수 37.75 ㎕

Total volume 50 ㎕

TaKaRa Code 6631 50회용

I Pseudomonas aeruginosa Ceramidase Primer Set

PA F1 Primer GGCTTCTCCCACTACGCGATG 1007~1027

PA R1 Primer CGAATTGGCGCAGACCGATCT 1509~1529 

PA F2 Primer TGCTCGGCTTCCAGGAAAAGA 1041~1061

PA R2 Primer GTGTTGTCGAACTCGTTGTCG 1483~1503
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【PCR 조건】

94℃ 1분

94℃ 30초

57℃ 30초 40 cycles

72℃ 30초

72℃ 7분

1st 및 2nd PCR 반응산물을각2.5 ㎕취하여agarose gel 전기영동하고

증폭단편의유무와사이즈를조사하였다.

【결과】

䦢실험예2 : 피부표면에서의녹농균ceramidase의검출

아토피성피부염환자27명, 그이외의피부염환자15명, 건강한사람66명

(건강한 사람은 병원에 가지도 않고 전혀 자각증상이 없는 자를 가르킴)의

피부표면을 각각 면봉으로 수회 닦은 후, 소량의 멸균증류수에 담구어 균체

를 회수하였다. 균일성, 회수율을 높이기 위해서 면봉에 흡인되어 있는 용액

도 원심에 의하여 회수하였다. 균체 회수액을 95℃에서 5분간 가열한 후 원

심하여상층을PCR 반응에사용하였다.

실험예 1의 방법에 준하여 Nested PCR을 하였다. 다만 1st PCR로의 시료

량은 5 ㎕로 하였다. 반응종료 후 반응산물을 각 2.5 ㎕ 취하여 agarose gel

전기영동을하였다.

Control template(10,000배 희석한 것 중 2 ㎕를 사용)를 같은 반응조건에

서 증폭하고, 1st PCR에서 684 bp, 2nd PCR에서 642 bp의 DNA 단편이

증폭된다는사실을확인하였다.

【결과】

아토피성피부염환자로부터채취한시료의PCR 분석의결과의예를

그림2에나타내었다.

각시료에서녹농균ceramidase 유전자의검출율은아래와같다.

아토피성피부염환자 27명중20명

건강한사람 66명중12명

그이외의피부염환자 15명중3명

아토피성 피부염의 환자에서 녹농균 ceramidase 유전자가 고빈도로 검출되

고, 이 방법에 의한 감수성(검출된 자의 수/아토피성 피부염 모든 환자수)은

74.1%, 특이성(검출되지않은자의수/건강한사람수)은 81.8%였다. 또아

토피성피부염이외의피부염환자에게있어서검출율은건강한사람의경우

와거의같았다.
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【관련제품】

TaKaRa Ex TaqTM RR001A/B/C 250 U/1,000 U/3,000 U 

TaKaRa Ex TaqTM  Hot Start Version RR001A/B 250 U/1,000 U

※dNTP Mixture, 10×Ex Taq Buffer 첨부


