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PROSEDÜR: 

Ön‐zenginleştirme ve DNA izolasyonu 

• Aseptik  şartlarda  25  gram  gıda  stomacher  poşetlerine  tartılarak  üzerlerine  225 ml 

half‐fraser broth eklenerek 30oC derecede 18‐24 saat tutulur  

• Daha  sonra  stomacher’dan 0,1 ml alınıp  steril  koşullarda 10mL  Fraser Broth  içeren 

tüplere eklenir ve 37oC derecede 18‐24 saat tutulur. 

• Ertesi gün her numuneden 1 ml alınarak bakteri DNA izolasyon kiti DNA ekstraksiyonu 

yapılır. 

 

PCR UYGULAMASI: 

1. DNA kontaminasyon riskini azaltmak için pipetleme işlemlerinin özel kabin veya PCR’a 

uygun temiz ortamda ve filtreli pipet uçları ile yapılması tavsiye edilmektedir.  

2. PCR cihazında uygun programın ayarlanması için döngü sayısı,  sıcaklıklar ve süreleri 

altta verilen tablodaki gibi düzenlenmelidir.  

 

 

 

 

3. PCR cihazı programında her örneğin iki hedef gen bölgesi için Cy5 ve JOE olarak iki 

boya tipi işaretlenmelidir. Passive Referense Dye olarak ROX boyası seçilmelidir. 

4. Kitteki solüsyonlar ‐20°C çıkarılarak çözülür.  

5. PCR mikisinin hazırlanması için bir tüp alınarak hedef gen adı ile işaretlenir. 

6. Alttaki tablo örnek alınarak PCR master mikisin hazırlanır: 

 

 

 

 

Sıcaklık  Süre  Döngü 

95°C  15 dk.  1 

95°C  15 sn 
40 

60°C  1 dk 
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SONUÇLARIN ANALİZİ: 

PCR programı sona erdikten sonra çıktıların saklanması için çalışma dosyası kayıt edilerek 

sonuçların analizi için altta verilen prosedür izlenilir: 

1. Oluşan amplifikasyon eğrileri bütün örnekler için görüntülenir.  

2. Base Line ve Threshold (Ct) değerleri belirlenir. 

3. Hedef gen boyası (Cy5) ve IPC (JOE) ile elde edilen amplifikasyonlar belirlenir.  

Amplifikasyon oluşma durumuna bağlı olarak hedef gen ve IPC sonuçları pozitif (+) 

veya negatif (‐) olarak değerlendirilir.  Elde edilen sonuçların analizi için alttaki 

tablo temel olarak kullanılabilir: 

 

Cy5 Boyası ile elde edilen 
Sinyal (hedef gen) 

JOE Boyası ile elde edilen 
Sinyal (IPC) 

Sonuç 

+  +,−  Pozitif 

−  +  Negatif 

−  −  PCR reaksiyonu çalışmamıştır 
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