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internal Pozitif Kontrol (IPC):

e Olasi PCR reaksiyonunu engelleyen maddelerin (PCR inhibitor) varhgini belirlemek igin
Listeria probe Mix, primer ve probe seti ile Internal Pozitif Kontrol (IPC) template

icermektedir.
GIRIS

e Lijsteriaceae familyasi Uyelerinden olan Listeria monocytogenes, toprak, su ve kiimes
hayvanlari ve sigirlar gibi bazi hayvanlarda bulunan bir bakteridir. Bu bakteri ham siit
ve ¢ig sltten yapilan gidalarda mevcut olabilir. Ayrica gida isleme tesislerinde de
yasayan bu patojen, cesitli islenmis et Grlinlerini kirletebilir.

e BM Listeria monocytogenes PCR Tespit Kiti hly genine 6zgl olarak, bitin Listeria
monocytogenes tirlerinin spesifik ve hassas tespiti icin tasarlanmistir. Kitte kullanilan
primer seti gelismis biyoinformatik analizler ile genis kapsamli referans DNA dizileri

ile %100 benzerlik gbostermektedir.

KiTiN iCERIGI:

e Listeria monocytogenes Real-Time PCR tespit Kiti 50 6rnegin testi icin tasarlanmistir.

Bilesen Tlp Rengi | Hacim (pl) Tiip Sayisi
GPCR Master Mix (PMM) O 250 1
Listeria monocytogenes Probe Mix (HPM) 200 1
PCR Grade Water (NC) . 1000 1

Kullanim ve Saklama Kosullari:

e Kitin tiim bilesenleri -20°C sicakhiginda saklanmalidir.

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




PROSEDUR:
On-zenginlestirme ve DNA izolasyonu

e Aseptik sartlarda 25 gram gida stomacher posetlerine tartilarak lzerlerine 225 ml
half-fraser broth eklenerek 30°C derecede 18-24 saat tutulur

e Daha sonra stomacher’dan 0,1 ml alinip steril kosullarda 10mL Fraser Broth iceren
tiplere eklenir ve 37°C derecede 18-24 saat tutulur.

e Ertesi glin her numuneden 1 ml alinarak bakteri DNA izolasyon kiti DNA ekstraksiyonu

yapilir.

PCR UYGULAMASI:

1. DNA kontaminasyon riskini azaltmak igin 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.

Sicakhk Siire Dongili
95°C 15 dk. 1
95°C 15 sn

40
60°C 1dk

3. PCR cihazi programinda her 6rnegin iki hedef gen bolgesi icin Cy5 ve JOE olarak iki
boya tipi isaretlenmelidir. Passive Referense Dye olarak ROX boyasi secilmelidir.

4. Kitteki sollisyonlar -20°C gikarilarak ¢ozulir.

5. PCR mikisinin hazirlanmasi icin bir tip alinarak hedef gen adi ile isaretlenir.

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




Bilesen Tiip Rengi Bir Ornek igin Ornlzg:igin
gPCR Master Mix (PMM) O 5l 5 ul
Listeria monocytogenes Probe Mix (HPM) 4l 4 ul
DNA (5-100 ng/pl) 1-5 pl -

PCR Grade Water (NC) . 25 pl'ye tamamlanir 16l

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

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

7. Tekrarli gek-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 orneginden 3-5 ul alinarak miksin icerisine eklenir. Tekrarl ¢cek-bosalt pipetleme
ile 6rnegin miks ile karismasi saglanir.
Not: Her 6rnek icin ayri pipet ucu kullaniimalidir.

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

11.Tuplerin kapagi kapatilir veya plate’in 6zel filmi tGzerine 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 (Cy5) 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:

Cy5 Boyasi ile elde edilen | JOE Boyasi ile elde edilen Sonug
Sinyal (hedef gen) Sinyal (IPC)
+ +,— Pozitif
— + Negatif

PCR reaksiyonu ¢alismamistir
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