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��
Z¼�Ôa�ªË����Y�½Z�¿Y�¾ÌÀm�dÌ�Àm�ÊËZ�ZÀ�É�Ä]�ºf�Å�Äf¨Å��Y��Y{�Z]��{Z»�

�Ä¸Ì�Â]�| ]Nested-PCR� �
Ê¼�ZÅ�{Y{�Æ»˺Ê¼�Z¿�Ê¸��,˻ÉÂ¨��Ä]Â^v»�,˼½ZÌrËZq�ÔÆ��,̊�¿Z«�{Â �»�,̋Ê¨Ë���[Â�M�Æ��,̌��

 
���,�ZË{Zf�Y�f¯{Y,Ê·Â°·Â»�®Ìf¿��É��Ê·Â°·Â»�®Ìf¿��ÃÁ�³�{Y�M�ÃZ´�¿Y{Ê»Ô�Y�,�|uYÁÊ°��a½Y�Æe�� 
���,Ê¼¸��dXÌÅ�f¯{YÊ·Â°·Â»�®Ìf¿��É�,¾]Z°Àe�|uYÁ�,Ê»Ô�Y�{Y�M�ÃZ´�¿Y{�,ÄËZa�¹Â¸��Ã|°�¿Y{��
�,�ZË{Zf�Y��,Ê¿Z»�{�Êf�Y|Æ]�cZ»|y�dË�Ë|»�ÉY�f¯{�½Y�Æe�Ê°��a�|uYÁ�,Ê»Ô�Y�{Y�M�ÃZ´�¿Y{��
��,�ZË{Zf�Y��,Ê»Ô�Y�{Y�M�ÃZ´�¿Y{�,½Z¼ËY��Á�½Z¿��ÃÁ�³|uYÁ½Y�Æe�Ê°��a���
�¾]Z°Àe�|uYÁ�,Ê»Ô�Y�{Y�M�ÃZ´�¿Y{�,ÄËZa�¹Â¸��Ã|°�¿Y{�,Ê�ZÀ��d�Ë��Ê��ze�ÉY�f¯{�,�ZË{Zf�Y���
����,�ZÀ��Z¯¾]Z°Àe�Ê°��a�ÃZ´�ËZ»�M�,Ê·Â°·Â»�É�Â·ÂÌ]��z]��

Ã|Ì°q��
¥|Å� Á� Ä¬]Z�� |·Âe��Y��Ìa��Ìz�e(Prenatal Diagnosis)�¾ÌÀm�dÌ�Àm,��|À»�ZÌ¿�Á�Ê¼mZÆe�ÉZÅ��Ì�¿�Ä¿Â¼¿��ªË����Y�É�Ì³

Ä¿Â¼¿� Á��fÀ�ÂÌÀ»M��ÉZÅ��a��Y�É�Ì³Ê¿ÂË�Â¯(CVS)Ê»��|�Z]� �µZ���{�ÌyY�ÉZÅ� ,� �Â�u�Ê���]� �Ê¼mZÆe� �Ì£�ÉZÆ�Á���Y�Ê°ËDNA�
Äf�Å�ÉZÆ·Â¸����{Z»�½Ây�ÉZ¼�Ôa��{�ÊÀÌÀm��Y{�¾ËY��{�Ä¯�d�Y�ªÌ¬ved§�³��Y�«�Ê���]�{�Â»� 

��]��Á��Ê� �Ê]�ne�Ä ·Z�»�¾ËY��{,ºf�Ì���Nested-PCR�½���Ìz�e�ÉY�]�SRY�É�Ì³�Z°]�Z]�ÊÀÌÀm�DNA�ÉZ¼�Ôa��Y�ÊÀÌÀm�
ÄÀÌÆ]�Á�ÊuY����Y{�Z]��{Z»�½Ây|Ë{�³�É�Z���Ä¿Â¼¿�Ê¿Ây�ÉZÅ��Äf¨Å��{��Y{�Z]�½���ÉZÅ�����¼m�ÊÀf�]M���b���Á�É�ÁMDNA�

¶À§��Á��Ä]� ZÆ·Â¸�
|Ë{�³�kY�zf�Y�¹�§�¸¯� ��ºf�Ì���{Nested-PCR,�½��SRYm�Á{� Z]�|���Ìj°e�Ã|��ÊuY����¼ËY�a�d¨� ���Â�u
Ê·YÂe�¹Á�Â»Á�¯�ÉZÅY�½Z�¿��{Z»�½Ây�ÉZ¼�Ôa��{¾ÌÀm���a�dÌ�Àm�Ã|ÀÅ{�½M�½Y|¬§�c�Â���{�Á�½Z�¿��fy{�dÌ�Àm�Ã|ÀÅ{{Â]���
Äf§ZËZÅ����Y���Y{�Z]�½��,�½���Ìj°e��Y��a�SRY��Á��Ä]�Nested-PCR,��{���{Â]�d^j»�ÄnÌf¿�{�Â»,É�Â�]��{�Ä¯����½��¾ÌÀm�ÉY�Y{

|�¿�Ã|Ë{�d^j»�lËZf¿��fy{�Á��lËZf¿Ä]�Ã|»M�d�{dÌ�Z�u��
��|��{�{�½Z�¿�Y��Y{� 

ÄnÌf¿É�Ì³���Á��kY�zf�Y�¶À§
�¹�§�¸¯��É�Z��Y|m�ÉY�]��iÂ»�Á�Ã{Z���Á��®ËDNAÊ»��{Z»�½Ây�ÉZ¼�Ôa��Y�¾ÌÀm��Á��Á�|�Z] 

Nested-PCRÌz�e�ÉY�]�ÉY�]����f�{�{�Á�½Y��Y�Ê¼mZÆe��Ì£�Ê�Á��Ê»�|·Âe��Y��Ìa���|�Z]���
É|Ì¸¯�½Z³�YÁ��,|·Âe��Y��Ìa��Ìz�e� DNAZ¼�Ôa��{�ÊÀÌÀm�É�,��{Z»� Nested-PCR�½��,SRY����

��

Ä»|¬»�� �
����������ÊÀË|/·YÁ��Ìz�/e�ZÅ�Â�/¯��/j¯Y��{�/�Zu�µZu��{��dÌ�/Àm

��¾ÌÀm��������������Á�/]��Y�É�Ì´�/Ìa��Â/�À»�Ä]�É�Y{�Z]�ÄÌ·ÁY�ÃZ»�|Àq��{
��Ê/°Ìf¿��cÓÔfyY,�����/Ìf¿��ÉZÆÅZ´�/ËZ»�M��{������{�Â/»�Ê°/��a�®

�Ê»�ÄmÂe�|/�Z]�����������µÂ¸/��Ä/ÌÆe�µÂ/¼ »�ÉZÆ/�Á��µZ/u�Æ]��ÉZ/Å

                                                
����{M�X�»�Ã|À�ËÂ¿µÂ�����������������������®/Ìf¿��ÃÁ�/³�,½Y�/Æe�cZ/¬Ì¬ve�Á�¹Â/¸��|/uYÁ�,Ê»Ô/�Y�{Y�M�ÃZ´�/¿Y{�,½Y�/Æe
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��������Ä¿Â¼¿�Á��fÀ�ÂÌÀ»M�Ä¸¼m��Y�Ê°Ìf¿��Ê���]�ÉY�]�ÊÀÌÀm��É�/Ì³
����Á��Ê¿ÂË�Â¯�ÉZÅ��a��Y�����������Á��¬/���/�y�Á�Ã{Â/]�Ê¼mZ/Æe�ÉZÅ
{�Y{�{ÂmÁ�¾ÌÀm�\Ì�M����� 

�µZ//���{�����,�Lo���Â�//u�|Àf�//¿YÂe��¿Y�Z//°¼Å�Á��DNA�
�����/���{�Y��{Y�M�ÊÀÌÀm���Z¼/�Ôa�Á�¹�É�������Y{�Z/]�½Z/¿����Y���ÊËZ/�ZÀ�

|ÀËZ¼¿�������eZ¬Ì¬ve��{��´Ë{�Ê�����������d/�¸£�Ä/¯�|/¿{Y{�½Z�/¿�Z/Æ¿M�,
DNA��������Ê/»��ËY�/§Y�É�Y{�Z/]�¾���ËY�§Y�Z]�ÊÀÌÀm��|/]ZË�����Á�
DNA�������Z¼�Ôa��Y�d���]�½Z¼ËY���Y��a�ÊÀÌÀm�É�����¥~/u��{Z/»�
Ê»{{�³������������{Â/mÁ�Ä]�ÄmÂe�Z]DNA�����ÃÂ/^¿Y�½Z/Ì»��{�Ê/ÀÌÀm�
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��
�Ä¸n»�¹Â¸��Ê°��aÊ»Ô�Y�{Y�M�ÃZ´�¿Y{������������������������������������������Y{�Z]��{Z»�ÉZ¼�Ôa�ªË����Y�½Z�¿Y�¾ÌÀm�dÌ�Àm�ÊËZ�ZÀ� 

DNA��{Z»�{Y�M��������������ÃY���{�±��/]��¿Z/»�®/Ë�Z¼/�Ôa��{�{ÂmÂ»�É�
�������������{�Ê�Z�/fyY�ÉZ/Å�¯�Z»�½Y|/¬§�,�^À»�¾ËY��Y�cZ�Ô�Y�\�¯

������Â¿�Á{�¾ËY��ËZ¼eDNA����|�Z^Ì»�LZ�À»���¿��Y��������ËZ¼e�Ä]�ÄmÂe�Z]
�Ê·YÂe�Ê «YÁ��ÉZÅDNA���¹Á�Â»Á�¯�Y����Y�DNA����{Z/»�ÊËZ¼�Ôa��,

Ê���]�����Ê·YÂe�¾ÌÀq�ÄËZa��]�É{ZË��ÉZÅZÅË����Z/Å�¯�Z»�½YÂ/À ]�Ê�É
�Ê�Z�//fyYDNA�Ê//ÀÌÀm��¹Z//n¿Yd//�Y�Ã|//����ÉZ//Å�Z¯�¾//ËY
ÊeZ¬Ì¬ve,��������������ºÅY�/§�Y��ÓZ/]�dv/��Z/]�dÌ�Àm�¾ÌÌ e��Á��®Ë�

�����É�Z¼Ì]�ÊÀË|·YÁ�Ê���]�ÉY�]�Ä¯�dyZ��������À/m�Ä/]�Äf�]YÁ�ÉZÅ
�Ê»�|Ì¨»|�Z]����Ê���]DNA��Z¼�Ôa�{Y�M�É������¾Ì/Ì e�ÉY�/]��{Z»�

Ê¼mZÆe�Ì£�����Ê¿Ây�ÃÁ�³�dÌ �Á�RhD��������Y{�Z/]�½Z/¿���{�¾Ì/Àm��
RhD�»��Ê¨À���Ì¿�Ê»�|Ì¨»|�Z]���������/�Âe��Á��¾/ËY�dv/��|ÌËZe

��ÃÁ�³�Y�É{ZË��{Y| e���������Ê/¸»�Ã�Y{Y�Ä/¯�|Ë{�³�h�Z]�ÊeZ¬Ì¬ve�ÉZÅ
½Zf�//¸´¿Y�½Â//y��British National Blood Service��½M�Y�

��������µZ/���Y�µÂ¼ »��ËÁ���®Ë�½YÂÀ ]������|/ËZ¼¿�Ê/§� »�����Ä/]
�Ê//���]�Ê³�Z//eDNAZ¼//�Ôa�É��Ìz�//e��Â//�À»�Ä//]��{Z//»�

£�ÊÀË|//·YÁ��,�Á�Z//»�Ê¼//�ÓZe�Z//f]�Ê¼mZ//Æe�ÌHbE�®//Ì¿ÂÌ»�,
����Á�½Âf´ÀÌf¿Z//Å�É�Z//¼Ì]�,�Ë�Á�//^Ì§�®Ìf�//Ì��,Ê§�f�//Ë{
�����������d/�Y�Ä/f§�³�Y�«�Ã{Z¨f/�Y�{�Â/»�µZ/¿�{M�É{Y��{Z»�É�Ôa�bÌÅ�

��,���Á���ZÅ{�]�Z¯�¾ÌÀq�Ë������f�³�Ã|ÀËM�ÉZÆ·Z���{�Ê��f�/Ì]É�
�d§ZË�|ÅYÂy���������������Â�/u�¾Ì/Ì e��Y��/a�ÊÅZ/eÂ¯�c|/»�¾ÌÀr¼Å

DNA�����½Ây��{�ÊÀÌÀm����Y{�Z/]�½Y�{Z»��,Lo�����½Y�Z/°¼Å�Á��Ä/mÂf»
���\Ì�M��{�Ä¯�|¿|������Ê/ÀÌÀm�ÉZ/ÆË�ZnÀÅZ¿�Á�ZÅ,�DNA���Ê/ÀÌÀm�
��Z¼�Ôa��{�{ÂmÂ»É�������Ê»��ÌÌ¤e�¶¼vf»�Ê¼¯���¿��Y��{Z»��|/¿{�³�

��������Ê/¼¯�cY�/ÌÌ¤e�Z]�Ä¯�ÊÀÌÀm�\Ì�M�¾Ì·ÁY DNA��Ê/ÀÌÀm
���,|Ë{�³�Ã|ÅZ�»Ã�a��Ê�b»Ô¯Y������ËY�§Y�®Ë�Ä¯�{Â]������{�É�/]Y�]�

�d�¸£DNAÌÀm�Ê»�w��½M��{�ÊÀ�|/Å{����Ê/¼¯��/ÌÌ¤e� DNA�
�������������É{Y|/ e�cY�/ÌÌ¤e��{�¾Ì/Àr¼Å��{Z/»�½Ây�½ZË�m��{�ÊÀÌÀm

��,¹Á�Â»Á�¯����������Á�¹Á�Y|/ËÁY�³��Ë�/»Y�bÌÅ�,|/�Â»��Y��Ì/a�½Z/¼ËY��
Placentation���Ê¼mZÆe��Ì¿��Ê»�Ã|ÅZ�»��{{�/³������½Z/°»�¾ËY�]Z/À]

������d�¸£��Y�Ã{Z¨f�YDNA�����������{Z/»�¹�/��Z/Ë�Z¼/�Ôa��{�ÊÀÌÀm�Y�½
��a�ÉY�]��Y{�Z]��������{�Y{�{Â/mÁ�É�Y{�Z/]�cY�/�y�ÊÀÌ]��Ì���������

������Á��Ä �Âe�ªÌ¬ve�¾ËY��Y�¥|ÅÊ�Ê]������Ìa��Ìz�e�ÉY�]���y
�|·Âe��Y�¾ÌÀm�dÌ�ÀmÊ»|�Z]���

� �
ZÆ�Á��Á�{YÂ»��

���Ê]�ne�ªÌ¬ve�¾ËY��{,������¶Ë}�{�YÂ»��Z�Y��]�Nested-PCR��ÉY�]�
��½�SRY������|Ë{�³�É�Z��ÄÀÌÆ]�Á�ÊuY���Ê¿Z�¿Y�������Ä]�Ä mY�»�Z]�Z»�

���cZ�Ô�Y�®¿Z]����/]��/«YÁ�¦/¸fz»�ÉZÅ�¬»�,Ê¿��¹Á�Â/»Á�¯�Y�Y��
���½��Z//Æ¿M�½Z//Ì»��Y�Ä//¯�º//Ë{Y{��Y�//«�Ê]Z//Ë��Y�Á�Ê//���]�{�Â//»

¾ÌÌ e���dÌ�Àm�Ã|ÀÀ¯�(SRY)������/¬»��{�Ä/¯��Yp11.3����,{�Y{��Y�/«�
�{�³�¾Ì/Ì e�/Ë|���½�(Sex determination region of Y) SRY�

����������������Ã{YÂ¿Z/y��Y�Ê�/ËÂ¿Á���Âf¯Z/§�Ä/¯�Ã{Â/]�½Á�/fÀËY�|«Z§�½��®Ë
¾ÌXeÁ�aÅ���Ä]�Ã|¿Â��¶�f»�ÉZDNA��,HMG�����Ê/»��/»��Y�����|/ËZ¼¿��
½��¾//ËY�Kb �
��¾ÌXeÁ�//a�®//Ë�Á�Äf//�Y{�µÂ//������|Ì//�Y�

��ÄÀÌ»M�����Á�ÉY�����Ê»��»��Y��Ê¿Âf·Y{Â¸Ì¯��|ËZ¼¿���¾ÌÌ e�¾ÌXeÁ�a�¾ËY
|ËZ¼¿�Ê»�Z£M�Y��½Z�¿Y��{��¯~»�dÌ�Àm���

�{Z¬ ¿Y|��Ã{Z»�Z]�ÃY�¼Å�¶»Z¯�½Ây��fÌ·�Ê¸Ì»�EDTA ��Y�����
//��{��Y{�Z//]�½�À¾Ì¾Ì//]�É�Y{�Z//]���Z//e�������Á��Ä//]�Ä//f¨Å��

Ä¿Â¼¿�����������������Z/Æ¿M�dËZ/���\�/¯�Á��Ô/�Y�Z/]���f/�{�¶/]Z«�É�/Ì³��
�¼m��|/Ë{�³�É�ÁM������������{�Ä¸/�Z§Ô]�{�/§��/Å�½Â/y������{��Á{�

�����������½Y�/Ì»�Ä/]�Z¼/�Ôa�Á��Â¨Ë�f¿Z/��Ä¬Ì«{�������½Á�{��/fÌ·Á�°Ì»�
[ÂÌeÁ�°Ì»���|Ë{�³�ºÌ�¬e�¶Ë�f�Y�ÉZÅ��]��Ä�������Ê¬]Z/»�Ê/°Ë��Y��/Ì£
[ÂÌeÁ�°Ì»�������������/Ë�§��{�Ê/���]��Y�/°e��Â�À»�Ä]�ZÅ�������Ä/m�{�

Êf¿Z��{Y�³|Ë{�³�Ã�Ìy}���
�ÉY�]kY�zf�YDNA ���YÊ¸À§��Á��|/Ë{�³�kY�zf�Y�����Ä/]����

�Z¼//�Ôa��//fÌ·Á�°Ì»���Z//ÀÌXeÁ�a��//fÌ·Á�°Ì»� K�mg/ml�����
������c|»�Ä]�Á�Ã{�¯�Ä§Z�Y�������ÉZ»{��{�Ä¬Ì«{������{Y�´Ìf¿Z��Äm�{�

��Ä]Â°¿Y|������½M�Ä]�½M�ºnu�ºÅ��b����Ã{�/¯�Ä§Z/�Y�Ê·{Z e�¶À§
�����Â¸z»�Ê]Âz]�Á|�������{��b�����������Ä¬Ì«{��{��Á{��c|»�Ä]

�������Â¨Ë�f¿Z��Ä¬Ì«{�|����Z§��������½M�º/nu�º/Å�Á�Ã{�¯�Y|m�Y��Ê]M�
���Ä§Z�Y�¹�§Á�¸¯��|�����c|»�Ä]�Á������Â¸z»�Ä¬Ì«{�d�³����Ä]��b�

��c|»�����{�Ä¬Ì«{��������Ä¬Ì«{��{��Á{��Â¨Ë�f¿Z�|������b/�
����Y|m�Ê]M��Z§��Ã|����nu�¦�/¿�Á�����¹Â/Ì¿Â»M�cZf/�Y�½M�Ä/]��/¼��

�����������Ä§Z/�Y�µÂ¿ZaÁ�aÁ�ËY�½M�Ä]�¶¯�ºnu��]Y�]�Á��ÓÂ»�|/�������Y��/a
�������Z]��Ä¿Â¼¿�½{�¯�Äe�Á,������{�d�Z/��®/Ë�c|/»�Ä/]�¶«Y|u�

ÉZ»{������Ã�Ìy}�|���������c|/»�Ä/]��b���������{�Ä/¬Ì«{�������
����Ä¬Ì«{��{��Á{���Â¨Ë�f¿Z�|������Z]�[Â����������µÂ¿Z/eY��/fÌ·Á�°Ì»�

��������Y��a�Á�Ã{Y{�Â�f�������ÉZ/»{��{�½{�¯�®�y������Ä/m�{�
Êf¿Z�����½M�Ä]�,{Y�³���������Ä§Z�Y�¶Ë�f�Y���¬»�[M��fÌ·Á�°Ì»���|��Á

�����½|��¶u��Y��a����������À/¯YÁ�ÉY�/]��fÌ·Á�°Ì»�PCR���Ã{Z¨f/�Y�
|�����[~m������kÂ»�µÂ���{�½M�É�Â¿�������f»Â¿Z¿���Ì¿Ã�Y|¿Y��É�/Ì³
|����

�ÉY�]�kY�zf�YDNA���Y��Á�Salting out|��Ã{Z¨f�Y��Ì¿�����Ä/]
���Á�°Ì»��Z¼�Ôa��fÌ·����Z/ÀÌXeÁ�a��fÌ·Á�°Ì»�K �10mg/ml��

������c|»�Ä]�Á�Ã{�¯�Ä§Z�Y�������ÉZ»{��{�Ä¬Ì«{������{Y�´Ìf¿Z��Äm�{�
��Ä]Â°¿Y|������b�����ºË|��|Ë�¸¯��fÌ·Á�°Ì»������½M�Ä/]��ÓÂ/»�

�����Â¸z»�Á�Ä§Z�Y|�������{��b�����������Ä¬Ì«{��{��Á{���c|/»�Ä]
�������Â¨Ë�f¿Z��Ä¬Ì«{�|�������Y|m�Ê]M��Z§��Ã|������/]��/¼nu�ºÅ�Á�Ä

����Ä§Z�Y�µÂ¿ZaÁ�aÁ�ËY�½Md�³������Y��a�������/���Z/]�������½{�/¯�Ä/e�Á
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Ã�Á{������Ã�Z¼���� ���ZÆ]�������������������������������������������������������������������������������������������������������������Æ»�Ê¼�ZÅ�{Y{�Z°¼Å�Á�½Y�
�� 

Ä¿Â¼¿,��������ÉZ/»{��{�d�Z��®Ë�c|»�Ä]�¶«Y|u��������Ã�/Ìy}��|/���
�����c|/»�Ä]��b�������Ä/¬Ì«{������������Ä/¬Ì«{��{��Á{���Â¨Ë�f¿Z/�

|������Z]�[Â������µÂ¿ZeY��fÌ·�Ê¸Ì»���������Y��/a�Á�Ã{Y{�Â�/f��
��ÉZ//»{��{�½{�//¯�®�//y����½M�Ä//]�,{Y�´Ìf¿Z//��Ä//m�{����

�°Ì»������Ä§Z�Y�¶Ë�f�Y���¬»�[M��fÌ·Á��|����½|��¶u��Y��a�Á,����
��������À/¯YÁ�ÉY�/]�½M��fÌ·Á�°Ì»PCR����Ã{Z¨f/�Y��|/����¾Ì/¼Å���Â/�
�kÂ»�µÂ���{�½M�É�Â¿�[~m���Ã�Y|¿Y��f»Â¿Z¿��É�Ì³|�����

��ÉY�]��kY�zf�YDNA����Y���Á�Boiling��Ã|��sÔ�Y���Ì¿���Ã{Z¨f�Y�
|�����Ä]�������,Z¼�Ôa��fÌ·Á�°Ì»���������{Â/���/fÌ·Á�°Ì»����ÓÂ/»���

��Ä§Z�Y��|���������c|»�Ä]�½{�¯��Â¸z»��Y��a�Á�������ÉZ/»{��{�Ä/¬Ì«{�
���������Y�«�{Y�´Ìf¿Z��Äm�{��|��Ã{Y{���������½M�ÉZ/»{�½|Ì/����Y��a

����,©ZeY�ÉZ»{�Ä]��������®Ë�|Ë�¸¯�|Ì�Y��fÌ·Á�°Ì»�����Ä§Z/�Y��ÓÂ»��
|�������{��b�����������Ä¬Ì«{��{��Á{����Â¨Ë�f¿Z/������c|/»�Ä/]���

��Ä¬Ì«{�d§�³�¹Zn¿Y������Y|m�Ê]M��Z§���Ã|/������M�º/nu�º/Å�Á����½M�Ä/]�½
���Ä§Z�Y�¹�§Á�¸¯��|�������c|/»�Ä/]�Á�����������{��b/��Á��Â/¸z»�Ä/¬Ì«{�

����������Ä¬Ì«{��{��Á{���c|»�Ä]������Â¨Ë�f¿Z��Ä¬Ì«{�|�����Ê]M��Z§
��Y|m��Ã|�Á���Ä§Z�Y�µÂ¿ZaÁ�aÁ�ËY�½M�Ä]��¼nu�ºÅ�|/������Y��/a
�������Z]��Ä¿Â¼¿�½{�¯�Äe�Á,������{�d�Z/��®/Ë�c|/»�Ä/]�¶«Y|u�

ÉZ»{������Ã�Ìy}�|���������c|/»�Ä/]��b������{�Ä/¬Ì«{����������
����Ä¬Ì«{��{��Á{���Â¨Ë�f¿Z�|������Z]�[Â��������µÂ¿ZeY��fÌ·�Ê¸Ì»�����

��ÉZ//»{��{�½{�//¯�®�//y��Y��//a�Á�Ã{Y{�Â�//f�����Ä//m�{�
����½M�Ä]�,{Y�´Ìf¿Z����������Ä§Z�Y�¶Ë�f�Y���¬»�[M��fÌ·Á�°Ì»����|/��Á
�����½|��¶u��Y��a����������À/¯YÁ�ÉY�/]��fÌ·Á�°Ì»�PCR���Ã{Z¨f/�Y�

|����������������kÂ/»�µÂ/���{�½M�É�Â/¿�[~/m��Â/�ÀÌ¼Å�����Z/¿���f»Â¿
Ã�Y|¿Y�É�Ì³|����

������Y�Ã{Z¨f/�Y�Z/]�Z/»�¾Ì/Àm�dÌ�Àm�¾ÌÌ e�ÉY�]Nested-PCR �
��½���Y�Ê�z]�SRY����¹Á�Â»Á�¯�Ê�Z�fyY�Y�����ºË{Â/¼¿��/Ìj°e�Y����

����ºf�Ì��½ÂÌ�Z¼ÌfaY�ÉY�]PCR,����ÉÁ���/]��/Ìj°e��À¯YÁDNA�
�������������|/Ë{�³�Y�mY�Y�n»��Â�]�½��Á�{�»�¹����Y�Ã|��kY�zf�Y�Ê»Â¿�

��������,�À/¯YÁ�LY�/mY�\�ZÀ»�½Y�Ì»�Á��������|/Ë{�³�¾Ì/Ì e�Z/»{�Á�½Z/»���
Y�mY��ËY��ÉÊ»��Ë��c�Â�]��À¯YÁ�|�Z]��� 

��À///¯YÁ�µÁY��Á{��{PCR�Ä/// �«�®///Ë�Z///»�,bp�����½���Y�
Ê�Z�fyYSRY��¼ËY�a�d¨m�®¼¯�Ä]�Y����

Y1(5'-TCG TGT GGT CTC GCG ATC AGA C-3')������������������������������������������������������
Y2(5'-TGG CCT AGC TGG TGC TCC ATT G-3'��

ºË{Â//¼¿��//Ìj°e���µÁY��Á{��À//¯YÁ��Â//¸z»PCR�º//nu��{����
���¶»Z���fÌ·Á�°Ì»������fÌ·Á�°Ì»�DNA���,Z¼�Ôa�������/Å�µÂ»Â°Ìa�
�,ZÅ�¼ËY�a�Y�®Ë�����µÂ»Á�°Ì»�dNTPs�,����Ê/¸Ì»�����ÓÂ/»MgCl2�

,���Ê¸Ì»���ÓÂ» pH 9 Tris-HCl,����Ê/¸Ì»����ÓÂ/»KCl,����
Triton X-100�Á���|uYÁ�Taq DNA polymerase{Â]�����Ä/»Z¿�]

�À¯YÁ� PCR�c�Â��Ä]�µÁY��Á{���Êf¿Z��Äm�{�{Y�³��c|/»�Ä]
����������������Ê¸/�Y�¶°Ì/���b/��Á�Ä/Ì·ÁY�½ÂÌ/�Y�ÂeZ¿{�½YÂÀ��Ä]�Ä¬Ì«{�

�¶»Z���À¯YÁ������Êf¿Z/��Äm�{���{Y�/³�����c|/»�Ä/]������,Ä/Ì¿Zi�����
�Êf¿Z��Äm�{��{Y�³���c|»�Ä]�����,ÄÌ¿Zi�����Êf¿Z/��Äm�{��{Y�/³��Ä/]

��c|»������,�ÄÌ¿Zi������°e��Á{�����/yM�Ä¸u�»�Á�|Ë{�³��Y������Ä/m�{
Êf¿Z���{Y�³���c|»�Ä]����������Ä¸Ì/�Â]�ÊËZ/Æ¿���f�³�½YÂÀ��Ä]�Ä¬Ì«{�

�ºf�Ì�ASTEC PCR��Japan��|Ë{�³�Y�mY� 

����À¯YÁ�¹Á{��Á{��{��PCR��,�������µÂ�/v»��Y��fÌ·Á�°Ì»�PCR���Á{�
���½YÂÀ ]�µÁYDNA������¶¯�ºnu��{�Â´·Y�����������Ë{Z/¬»�Z/]��/fÌ·Á�°Ì»�

�������YÁ�LY�mY���¿��Y�µÁY��Á{�Z]�½Z�°Ë�������/Ë��ÉZÅ�¼ËY�a�Z]�ÃY�¼Å��À¯
|Ë{�³�LY�mY���

Y3 (5'-AATTACAGGCCATGCACAC-3')��
Y4 (5'-ATTCTTGAGTGTGTGGCTTTG-3') 

�¹Á{��Á{��À//¯YÁ�Ä//»Z¿�]PCR�Ä//Ì·ÁY�½ÂÌ//�Y�ÂeZ¿{�¶»Z//�����
�Êf¿Z��Äm�{{Y�³������c|/»�Ä/]���Ä/¬Ì«{�,�����b/��������¶°Ì/���Á{�
�,Ê¸�Y�Êe�Y�u�����Êf¿Z��Äm�{�{Y�/³������c|/»�Ä/]����,Ä/Ì¿Zi�����

{�Êf¿Z��Äm�{Y�³����c|»�Ä]���,ÄÌ¿Zi�������Êf¿Z/��Äm�{�{Y�/³���Ä/]
�c|»�����f�³�Ä¸u�»�®Ë�Á�ÄÌ¿Zi��Ä¬Ì«{�,ÉZ»{��{�ÉY ���

�Êf¿Z��Äm�{��{Y�³��|/��LY�mY����������À/¯YÁ�¹Á{��Á{�É�/Ìj°e�Ä/ �«
�Ä �«�®Ë bp�����{Â]� 

� �
Äf§ZËZÅ��

�Z¼�Ôa�ÉÁ�É����������ÉZÅ�Äf¨Å��{��Y{�Z]�½������Ze�������Y�/n»��Â�]�
��Á��Ä�zf�Y�kY�DNA��Á��ÊÀ Ë�ÉZÅ�,Ê¸À§Salting outÁ� 

Boiling���|/��¹Zn¿Y������Y�/mY��Y��Ì/aÉ�����À/¯YÁ�PCR����Z/Æ¿M�ÉÁ��
������{�Ä¿Â¼¿��Å�É�Â¿�[~m�½Y�Ì»��������kÂ/»�µÂ/���{��Á���/Å��ÉZ/Å

����,����Á����Ã�Y|//¿Y��f»Â¿Z//¿�|//��É�//Ì³����//�Âf»DNA�
��Á��Ä]�Ã|��kY�zf�YBoiling�,Salting out��º/nu��Y�Ê¸À§�Á�

�Z¼�Ôa�½Z�°ËÉ����������µ{Z »�\Ìe�e�Ä]��Y{�Z]�½����
���,��
���Á�
��
��{Â]�����Ê¸a�Á�¾ÌXeÁ�a�½Y�Ì»���������{�ÊËZ/Æ¿�[Â/����{�|Ë�Z¯Z/�

��Á�Salting out�Á���Y��f�Ì]�� Boiling��Á���{�ÁBoiling�
{Â]�Ê¸À§��Á���Y��f�Ì]������

Ä//ÀÌÆ]�lËZ//f¿�c�Â�//]�ºf�//Ì��É�Z//�Multiplex PCRÉÁ���
DNA���Á�½��Ê»Â¿�������¶°���{�{�»��ËZ¼¿���d/�Y�Ã|��Ã{Y{������{

�ºf�Ì��¾ËY PCRÊ�Z�fyY�|¿Z]� X�ÁY��¹Á�Â/»Á�¯�¾ËY��Â�u�
�Â¸z»��{�Y�� DNAÊ»�½Z�¿�|/Å{������¾Ì/Àr¼Å��ËÂ�/e�¾/ËY��{

���¹Á�Â/»Á�¯�Ê�Z�/fyY�cZ/ �«��Ìj°e� X�ÁY��c�Â�/]�Single 

PCR����d�Y�Ã|Ë{�³�Y�mY��Ì¿���É�Â�]������Ä/ �«��Â�/u�Ä¯bp�����
¹Á�Â»�¯�Ã|ÀÅ{�½Z�¿� Y�Ä �«��Â�u�Ábp������Ã|/ÀÅ{�½Z�¿�

�¹Á�Â»Á�¯XÊ»�|�Z]��Ê¿Z»�Ä¯� DNA����À/¯YÁ�d/ve�{�»�®Ë
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��
�Ä¸n»�¹Â¸��Ê°��aÊ»Ô�Y�{Y�M�ÃZ´�¿Y{������������������������������������������Y{�Z]��{Z»�ÉZ¼�Ôa�ªË����Y�½Z�¿Y�¾ÌÀm�dÌ�Àm�ÊËZ�ZÀ� 

����{�/Ì³��Y�/«�©Â§,�����������¹Á�Â/»Á�¯�Á{��/Å�¾f/�Y{�¶Ì·|/]�X���ÁY��{�
���Ä/ �«�Á{��/Å�É�/Ìj°e�µÂ�v»� bp����Á�bp������Ã|ÅZ�/»�

Ê»{{�³�������Êf«Á�Ä¯�Ê·Zu��{�DNA���������Y�/«�Ê/���]�{�Â»�½��®Ë
Ê»{�Ì³,������¹Á�Â»Á�¯�ZÆÀe�¾f�Y{�¶Ì·|]�X���Â�/v»��{�����À/¯YÁ�µ

Ä �«�ZÆÀe� bp����Ê»�Ã|ÅZ�»�{{�³���
��
��

 
��

¶°�����µÂ�v»Multiplex PCR�Á�Z³M�µ��ÉÁ����
�|��{��� �
½Âf�Ã�Z¼�������ÉÁZu100 bp DNA Lader���
�½Âf�Ã�Z¼�����Multiplex-PCR�ÉÁ��DNA�¯~»�{�§�Ê»Â¿�����
�½Âf��Ã�Z¼����Single-PCR�ÉZÅ��¼ËY�a�Z]�X1,X2����
�½Âf�Ã�Z¼�����Single-PCR��ÉZÅ��¼ËY�a�Z]Y1,Y2���
��½Âf�Ã�Z¼�����Single-PCR����ÉZÅ�¼ËY�a�Z]�Y1,Y2���ÉÁ��DNA���{�/§�
�¯~»���
��½Âf�Ã�Z¼������Single-PCR����ÉZÅ�¼ËY�a�Z]Y1,Y2���ÉÁ�DNA���{�/§�
h¿Â»���
�½Âf��Ã�Z¼���Ê¨À»�µ�fÀ¯����

��
�½��Ê¼mZ//Æe��//Ì£�Ê//���]��Y�¶//�Zu�lËZ//f¿SRY�Ê�Z�//fyY�

¹Á�Â//»Á�¯Y �ÉÁ��DNAZ¼//�Ôa�{Y�M�É{�//»��½Y�{Z//»�Á�½��,
��Y��Y{�Z]����ºf�Ì��ªË��Nested-PCR����¶°���{������Ã{Y{��ËZ/¼¿�

�d�Y�Ã|��������������Ä/¿Â¼¿��/]��/Ìj°e�lËZ/f¿��ËÂ�/e�¾ËY��{��ÉZ/ÅDNA�
��Z¼�Ôa��Y�ÊmY�zf�YÉ�������Ä/f¨Å��{��Y{�Z/]�½Z/¿��������Z/e�ºf�/Å�ÉZ/Å
��Z¼�Ôa�Á�ºÅ{�YÁ{É���������µ�fÀ¯�½YÂÀ ]�\Ìe�e�Ä]��¯~»�Á�h¿Â»�{�§�

������d�Y�Ã|��Ã{Y{�½Z�¿�d^j»�Á�Ê¨À»�����É�Ìj°e�Ä �«�����d¨m�
���������Ä/¿Â¼¿�Á�h/¿Â»�¾Ì/Àm�Ã|/ÀÀ¯�¶¼u��Y{�Z]�½Z¿��Ä¿Â¼¿��{�É�Z]

�Ê¨À»�µ�fÀ¯��Z¼�ÔaÉ�½Z¿�����Ê¼¿�Ã|ÅZ�»{{�³,���Ê·Z/u��{���Ä/¯
���|¿Z]�¾ËY����������������Ã|/ÀÀ¯�¶/¼u�Y{�Z]�½Z/¿��Ä/¿Â¼¿��{�É�Z/]�d¨m�

����d^j»�µ�fÀ¯�Á��¯~»�¾ÌÀm���{�»�Z¼�Ôa�����Ê/»�Ã|ÅZ�/»�{{�/³��
�����É�Ì´Ìa�Ä¸Ì�Â]�lËZf¿�dv����������µÁ|/m��{�½Z/¼ËY���Y��a�{Y�§Y��

�½Z�¿d�Y�Ã|��Ã{Y{���

�µÁ|m��Äf§ZË��Z�Y��]�ZÅ�Ä¿Â¼¿�¾ÌÀm�dÌ�Àm�Ä�ËZ¬»��ÉZÅ
�Y��a�Á�½Z¼ËY���

Ê´¸»Zu�¾���Nested-PCR ½Z¼ËY���Y��a��
�� h¿Â»��h¿Â» 
����¯~» �¯~» 
�� �¯~» �¯~» 
�� h¿Â» h¿Â» 
� �¯~» h¿Â» 
� h¿Â» h¿Â» 
�� �¯~» h¿Â» 
�� h¿Â» Â»h¿  

� �¯~» h¿Â» 
�� �¯~» h¿Â» 
�� �¯~» �¯~» 
� �¯~» �¯~» 
�� h¿Â» h¿Â» 
� h¿Â» h¿Â» 
� �¯~» �¯~» 
�� �¯~» �¯~» 
�� �¯~» �¯~» 
�� h¿Â» h¿Â» 
�� h¿Â» h¿Â» 
� �¯~» �¯~» 
�� h¿Â» h¿Â» 

�� h¿Â» �¯~» 

�� h¿Â» h¿Â» 
�� h¿Â» h¿Â» 
� �¯~» �¯~» 
� h¿Â» h¿Â» 
�� �¯~» �¯~» 
� �¯~» �¯~» 
� �¯~» �¯~» 
�� h¿Â» h¿Â» 
�� h¿Â» h¿Â» 
�� h¿Â» h¿Â» 

��
��

�������������lËZ/f¿�,½Z/¼ËY���Y��/a��Y{�Z/]�½Z/¿��Ê»Z¼e�É�Ì´Ìa�Ä]�ÄmÂe�Z]
�����������|/Ë{�³�Ä�/ËZ¬»�ÊËZ/Æ¿�lËZ/f¿�Z/]�¹Â��ÃZ»��{�ZÆ¿M�Ã|»M�d�|]��

�����Z¼�Ôa��{��¯~»�dÌ�Àm��Ìz�e�dv�É���������Ä/]��Y{�Z/]�½��
��kY�zf/�Y��Á��Ä�DNA��Boiling�,Salting out���Ä/]�Ê/¸À§�Á�

��\Ìe�e����,�����Á�����{Â]�|��{�������É�/Ìj°e�Ä �«�pÌÅ�¾ÌÀr¼Å
���������{�É�Z]�d¨m�������������Ä/���{�h¿Â»�¾ÌÀm�Z]��Y{�Z]�½��Ä¿Â¼¿�
��Á��Ã|���¯}|�¿�Ã|ÅZ�»���
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Ã�Á{������Ã�Z¼���� ���ZÆ]�������������������������������������������������������������������������������������������������������������Æ»�Ê¼�ZÅ�{Y{�Z°¼Å�Á�½Y�
�� 

 
�¶°����¹Á{��Á{�lËZf¿�PCR�½��SRY�Y �ÉÁ��DNA{Y�M��

�ºf�Ì��ªË����Y��Y{�Z]�½Y�{Z»�Á�½��,{�»�ÉZ¼�ÔaNested-PCR���
½Âf��Ã�Z¼�����Z¼�ÔaÉºÆ¿�Äf¨Å��{��Y{�Z]�½��®Ë�����
½Âf��Ã�Z¼�����Z¼�ÔaÉ{�»���d^j»�µ�fÀ¯����

�½Âf��Ã�Z¼�����Z¼�ÔaÉ�Y{�Z]�Ì£�½����Ê¨À»�µ�fÀ¯�����
½Âf��Ã�Z¼������100 bp DNA Ladder���

�ÉZÆ¿Âf�� Ã�Z¼���� Ze��� �Z¼�ÔaÉ�Ze� ºf�Å�ÉZÅ� Äf¨Å� ¾Ì]� �Y{�Z]� ½Z¿��
Å{�YÁ{º���
� �

hv]� �
��Z�u��ZÌ�]��Á��Y�Ã{Z¨f�Y�Z]�Z»�s���¾ËY��{Nested-PCR�

�ÊW�m��Ë{Z¬»�ÊËZ�ZÀ��Ä]��{Z«�Ä¯DNAÊ»��kY�zf�Y�Á�|�Z]
DNAÊ¸À§��Á��Ä]�,�ÊW�m��Ë{Z¬»�ºË{�¯�Ê ��DNA�ÊÀÌÀm�

Ê»��{Z»�½Ây�½ZË�m�{�YÁ�ºf�Å�Äf¨Å��Y�Ä¯�ÊËZ�ZÀ��Y��{Â�
ºÌËZ¼¿���Â�À»�¾ËY�ÉY�],ZÅ�¼ËY�a�Z»�Ë]�Ê�½��ÉY�SRY�ZÆÀe�Ä¯�

� ¹Á�Â»Á�¯� ÉÁ�� �]YºË{Â¼¿� ÊuY��� ,{�Y{� {ÂmÁ�����Y� �a
ÄÀÌÆ]�ÉÁ���Á��É�Z�DNA��Á��,h¿Â»�Á��¯~»�{�§�Ê»Â¿��

Z¼�Ôa� ÉÁ�É|Ë{�³� Y�mY� �Y{�Z]� ½Z¿�� Á� h¿Â»� ,�¯~»� {�§���
ÄnÌf¿� Nested-PCRZ¼�Ôa�ÉÁ��É���ÊÀf�]M�¾��Z]�½�����
� Ze��Äf¨Å�ÉYÌf¿� Z]� ZÆ¿M� Ä�ËZ¬»� Á��½Z¼ËY�� �Y��a� Än�½Y�Ì»

�dÌ�Z�u�
����Á��¾ËY�É|��{�{Y{�½Z�¿� Y�� ��¾ËY�½ZÌ»��Y
��� ,{�Â»��d�Y{� {ÂmÁ� [}Z¯� ÄnÌf¿� {�Â»�,É�Â�]��Ä�� Ä¯

�h¿Â»� ,�¯~»� ¾ÌÀm� {�Â»� ®Ë� Á� �¯~»� ,h¿Â»� ¾ÌÀm� {�Â»
{Â]� Ã|�� Ã{Y{� �Ìz�e� �� lËZf¿� Z]� Ã|»M� d�|]� lËZf¿Lo ��Á

Birch���,�� �� Ä¯� Ä]dÌ�Z�fyY� Á� dÌ�Z�u�����É|��{�
|¿{Â]�Äf§ZË�d�{,d�Y��f¼¯�Ê¼¯�� ��½Z�¿�Ã|»M�d�|]�lËZf¿

kY�zf�Y� �Á�� Ä¯� |Å{� Ê»�� �Y|¬»� ��¿� �Y� ºÅ� Ê¸À§DNA�
Á�Ä¸�Zu�»Á�¯Z»��ËZ���Â�u�¹|����¿��Y�ºÅÂµÂ°·�½Âr¼Å�ZÅ

Ê¸a� Á� ¾ÌXeÁ�a|ÀÀ¯� �ZÆ»� ½YÂÀ ]� Ä¯� ZÅ|Ë�Z¯Z�Ã��À¯YÁ� ÉZÅ
� ¶¼�Ê»|ÀËZ¼¿,«� Ê]Â¸�»� �ZÌ�]� dÌ �Á� �{�{�Y{� �Y�� ���{

�Y|¬»�d¬Ì¬u� DNA��Á{��Y��Ì]�Ê¸À§��Á�� �{� Ã|»M�d�|]
�Á�� �]Y�]�ÉZÅSalting out� Á� �BoilingÊ»�|�Z]���Ä]�ÄmÂe� Z]

�Êf�{�kY�zf�YDNA�½YÂf]�|ËZ��,Ê���]�¾ËY��{�Z¼�Ôa�{Y�M�
dÌ¯� �Y� Ã{Z¨f�Y� Z]kY�zf�Y�ÉZÅ DNA �lËZf¿� Ä]�ÓZ]�ÊËY�Z¯� Z]
d§ZË�d�{�É�fÆ]��¾¼���{,Y�ÊËZn¿M��h¿Â»��Àm�Ä¯,��¯~»�

Á�Ã|��Ã{Y{��Ìz�e��Ê³{Â·M���Zy�Ä]�d�Y�¾°¼»��Â�Â»�¾ËY
Ä¿Â¼¿�Z]�ZÅ�¸b¼����ÉZÅDNA�¾ÌÀr¼Å��Á�|�Z]��¯~»��Àm��

cZ �«� �j¯Y� Ä°ÀËY� Ä]� ÄmÂe� Z] DNA �½Ây�½ZË�m� �{� ÊÀÌÀm
� �Y� �f¼¯� Ê·Â�� �{Z»����Z]� d¨m����,��� �|¿�Y{,�¹Zn¿Y� Z]�

� �ËZ»�M� �{�ËY��Ê�� Z]�Y¸Ë�fÌf� �eÓZ]� Ê�ÊuY��� Z]� Á
ZÅ�¼ËY�aËÊ»�ÊËZ�ZÀ��Y��É�f°qÂ¯�cZ �«�Ä¯�Ê|ÀËZ¼¿,�|ËZ��

|Ì�z]�{Â^Æ]�Y���Á��dÌ�Z�u�½YÂf]��É�Â�]d�{�Ä¯�Ä]�Ê]ZË
Ê»�ºÆ»�¾ËY|Ë|m�ÃY���ËZ�³��{�Z»�Ä]�|¿YÂeÉ��Ìz�e�ÉY�]�
�|·Âe��Y��Ìa�ÁÊ]�Ô»Z¯�®¼¯�Ê°Ìf¿��cÓÔfyY��Y�Ê¨Ì����y

|ËZ¼¿�����
�°�eÊ¿Y{�|«Á��

�dÆm� ½Y�Æe� Ê°��a|uYÁ� Ê�ÅÁ�a� d¿ÁZ »� Ã�Âu�Y�°�eZ]
Ê�ÅÁ�a�s���ÉY�mY��{�¹�Ó�ÉZÅ�dËZ¼u��
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