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1:10 SB
(Shigella broth)

42、44℃厭氧培養/20 hr

Sample

MacConkey XLD

TSI

35℃/20 hr

35℃/20 hr

Screening

生化試驗

檢驗方法

HE
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PCR 
(Polymerase Chain Reaction)
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Critical for PCR Reaction
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Real-time PCR
specific
sensitive

rapid
quantification
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Probe for real-time PCR

specific nucleotide sequence
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Ct
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引子及探針序列
Gene Primer (5’→3’) Size References

ipaH

ipaH-1345: ACCATGCTCGCAGAGAAACT
ipaH-1506: TACGCTTCAGTACAGCATGC
ipaHP-1401:
FAM- TGGCGTGTCGGGAGTGACAGC –BHQ1

181 bp Wen S. Lin 
et al. 2010

lacY

lacY-884: CTGGCACTATTATGTCTGTA
lacY-985: GGAACGGTACTTCAAACA
lacY-P: 
FAM-CTCATCGTTCGCCACCTCAGC-BHQ1

102 bp

Melanie 
Pavlovic et 

al. 2011
This study
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Shigella spp. EIEC
ipaH + +
lacY - +

EIEC: Enteroinvasive Escherichia coli
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操作場地要多乾淨?
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找一個僻靜的所在
桌面先用酒精擦過



www.fda.gov.tw
20



www.fda.gov.tw
21

品牌迷思??
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Real-time PCR使用時機??
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當長官很急時
當生化反應結果令人困惑時
當有必要分析其致病性時
面對未知物想亂槍打鳥時
當進行能力試驗時….
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Real-time PCR能給我一切嗎?
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DNA濃度太高時要稀釋
當DNA品質太差時要重新萃DNA
無法區分死活菌

Real-time PCR結果只能當佐證，
無法作為發總結報告的唯一根據
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這種圖到底算不算
positive signal??
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為什麼沒有訊號??
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DNA濃度太高時要稀釋
當DNA品質太差時要重新萃DNA
少加一樣東西
螢光波長設定選錯了
基因突變or primer合成錯誤
(只能說你衰^^)
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Real-time PCR操作大補帖

水很重要
水 & 試劑要分裝且避免重複解凍
手避免從反應盤上空飛過
一定要做正/負控制組
每個反應最好做2-3重複
最好用filter tip
最好用一套獨立pippetman
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Thank You for Attention ^^
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實驗分組
組別(A/B) 小組成員 13:40-15:00 15:20-16:50

A組-1
陳宏銘
林毓棻
黃景義
陳安琪

傳統培養 Real-time PCR
A組-2

吳玲玲
邱碧雪
李泱
許郁雯

B組-1
張郁琪
顏淑娥
王碧瑛
林秀英 Real-time PCR 傳統培養

B組-2
鄭瑋萱
蕭學謙
李其恩



www.fda.gov.tw
46



www.fda.gov.tw
47

與現場沒有緣分的成員
~請欣賞由TFDA研檢拍攝小組主演的

「志賀氏桿菌檢驗教學影片」

拍攝手法精緻直逼金馬獎入圍水準


