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internal Pozitif Kontrol (IPC):

GIRIS:

KiTiN iCERIGi:

Olasi PCR reaksiyonunu engelleyen maddelerin (PCR inhibitor) wvarligini belirlemek igin
Salmonella sp. probe Mix, primer ve probe seti ile Internal Pozitif Kontrol (IPC)

template icermektedir.

Enterobacteriaceae familyasi Uyelerinden olan Salmonella spp. dogada, hayvanlarda
ve insanda bulunan, cok basit ve ¢abuk lireyen mikrooarganizmadir. Salmonella gida
yoluyla bulasan hastaliklar icerisinde énemli bir yer almaktadir. insanlarda bagirsak ve
safra kesesinde tasiyici halinde bulunan salmonella’nin  150'den fazla cesidi
bulunmaktadir. Salmonella tavuklarin yumurtaliklarinda bulunan bir bakteridir ve
pismemis etlerde, tavuklarda ve yumurtada bulunma olasiligi mevcuttur.

BM Salmonella Tespit Kiti invA genine 6zgil olarak, biitin patojen Salmonella
tdrlerinin spesifik ve hassas tespiti icin tasarlanmistir. Kitte kullanilan primer seti
gelismis biyoinformatik analizler ile genis kapsaml referans DNA dizileri ile %100

benzerlik gostermektedir.

Salmonella sp. Real-Time PCR tespit Kiti 50 6rnegin testi icin tasarlanmistir.

Bilesen Tiip Rengi Hacim (pl) Tiip Sayisi
gPCR Master Mix (PMM) . 250 1
Salmonella sp. Probe Mix (HPM) 200 1
PCR Grade Water (NC) . 1000 1

Kullanim ve Saklama Kosullari:

Kitin tim bilesenleri -20°C sicakliginda saklanmalidir.

Mimkin oldugunca ¢6zme/dondurma sayisi en aza indirilmesi tavsiye edilmektedir.




PROSEDUR:
On-zenginlestirme:

e Aseptik sartlarda 25 gram gida stomacher posetlerine tartilarak tGzerlerine 225 ml TPS

eklenir.
o Ornekler stomacher posetleriile 37°C’lik inkiibatére kaldirilir.

e Ertesi gin her numuneden 1 ml alinarak bakteri DNA izolasyon kiti veya kaynatma

yontemleri ile DNA ekstraksiyonu yapilir.

=  Kaynatma yontemiyle DNA izolasyonu:

e On-zenginlestirme 6rneginden 1 mL alinarak mikrosantrifiij tiipiinde 10 dakika siireyle
14,000 RPM de santriflj yapilir. Hiicrelerin ¢cokmesiyle Gstte kalan sivi atilir.

e Pellet’in Gzerine 300 pL steril saf su eklenip vorteks yaparak tekrar ¢ozllir.

o Tlip 5 dakika 14,000 RPM de santrifiij edilerek Gstteki sivi dikkatlice atilir.

o Pellet’in Gzerine 200 pL steril saf su eklenip vorteks yaparak ¢ozlr.

e Tiip 15 dakika 100°C sicaklikta inkiibe edildikten sonra hizlica buz lizerine kaldirilir.

e Tip 5 dakika 14,000 RPM de santrifiij edilerek Ustteki sivi dikkatlice alinarak yeni bir
tipe aktarilir. Tip 10 dakika 100°C sicaklikta inkiibe edildikten sonra hizlica buz tizerine

kaldirilir. PCR c¢alismalari icin elde edilen 6rnekten 3-5 pL kullantlir.

PCR UYGULAMASI:

1. DNA kontaminasyon riskini azaltmak icin pipetleme islemlerinin 6zel kabin veya PCR’a
uygun temiz ortamda ve filtreli pipet uclari ile yapilmasi tavsiye edilmektedir.
2. PCR cihazinda uygun programin ayarlanmasi icin dongi sayisi, sicakliklar ve sireleri

altta verilen tablodaki gibi diizenlenmelidir.

Sicaklik Siire Dongii
95°C 15 dk. 1
95°C 15 sn

40
60°C 1dk




3. PCR cihazi programinda her 6rnegin iki hedef gen bdlgesi icin FAM ve JOE olarak iki

boya tipi isaretlenmelidir. Passive Reference Dye olarak ROX boyasi secilmelidir.

4. Kitteki sollisyonlar -20°C cikarilarak ¢ozilir.

5. PCR mikisinin hazirlanmasi igin bir tlip alinarak hedef gen adi ile isaretlenir.

6. Alttaki tablo 6rnek alinarak PCR master mikisin hazirlanir:

Bilesen Tiip Rengi Bir Ornekigin NTC Ornegi igin
gPCR Master Mix (PMM) . 5ul 5ul
Salmonella sp. Probe Mix (HPM) 4 ul 4 ul
DNA (5-100 ng/pul) 1-5 pl -

PCR Grade Water . taiwsaﬂlliilr l6ul

Not: Pipetleme sirasinda PMM ve HPM igin ayri pipet uglari kullanilmaldir.

Not: Tabloda verilen hacimler bir 6rnek icindir. Pipetleme hatasi géz 6nline alarak, Master
miksi hazirlarken toplamda %10 daha fazla Miks hamci igin hesaplama yapiimahdir.

7. Tekrarli ¢ek-bosalt pipetleme ile hazirlanan miksin karisimi yapilir.

8. Hazirlanan master miskten alinarak optik kapakh tiiplere veya real-time PCR plate

kuyucuklarinin dibine dagitilir.

9. DNA 6rneginden 3-5 pul alinarak miksin icerisine eklenir. Tekrarl ¢ek-bosalt pipetleme

ile 6rnegin miks ile karismasi saglanir.

Not: Her 6rnek icin ayri pipet ucu kullaniimahdir.

10.NTC 6rnegi icin DNA yerine PCR Grade Su eklenir.

11.Taplerin kapagi kapatilir veya plate’in 6zel filmi Gizerine yapistirilir.

12.0rnekler real-time PCR cihazina yerlestirilir ve 6nceden hazirlan uygun program

calistirtlir.




SONUCLARIN ANALIzi:

PCR programi sona erdikten sonra ¢iktilarin saklanmasi icin calisma dosyasi kayit edilerek

sonuglarin analizi icin altta verilen prosedir izlenilir:

1. Olusan amplifikasyon egrileri biitlin 6rnekler igin goriintilenir.

2. Base Line ve Threshold (C;) degerleri belirlenir.

3. Hedef gen boyasi (FAM) ve IPC (JOE) ile elde edilen amplifikasyonlar belirlenir.

Amplifikasyon olusma durumuna bagli olarak hedef gen ve IPC sonuglari pozitif (+)

veya negatif (-) olarak degerlendirilir. Elde edilen sonuclarin analizi icin alttaki

tablo temel olarak kullanilabilir:

FAM Boyasi ile elde edilen | JOE Boyasi ile elde edilen Sonug
Sinyal (hedef gen) Sinyal (IPC)
+ +,— Pozitif
— + Negatif

PCR reaksiyonu ¢alismamistir
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