MYCOPLASMA REAL TIME PCR KiTi

Kat. No:

GiRis
SNP Mycoplasma Real Time PCR Kiti, hiicre kiiltiiri gibi biyolojik materyallerde
mycoplasma trlerini tespit eder.

KIiT PRENSiBi

Test prensibi, Taq DNA polimerazin 5-3’ exonuclease aktivitesine dayanmaktadir.
Probun 5’ ucunda bir reporter boya ve 3’ ucunda da bir quencer boya
bulunmaktadir. Quencer boya reporter boyanin igimasini baskilamakta ayni
zamanda da probun primer gibi davranarak uzamasina engel olmaktadir. PCR
esnasinda enzim aktivitesi ile birlikte reporter ve quencer arasinda bulunan prob
pargalanarak ayrilir, baskilanmanin ortadan kalkmasiyla isima meydana gelir. Bu
islem sadece hedef bdlge Uzerinde hibridize olmus problarda gergeklesir.
Amplifikasyon miktari arttikga, reporter boyanin agida gikmasiyla birlikte 1sima
dogrusal olarak artmakta ve bu artis cihaz tarafindan eg-zamanli olarak tespit

edilmektedir.

URUN 6ZELLIKLERE

Kit, PCR igin gerekli tim bilegenleri igerisinde bulunduran “Ready to use”
formatindadir. Tim mycoplasma tirlerine spesifik primer ve FAM isaretli prob
yardimi ile ornekteki mycoplasma tirlerinin varligi tespit edilir. Kit ayrica HEX
isaretli internal kontrol igerigi ile PCR reaksiyonunuzun galismasini da kontrol

etmektedir.

TESPiT EDILEBILEN MYCOPLASMA TURLERI

M. fermentans M. gallisepticum M. ovipneumoniae

M. hyorhinis M. pulmonis M. pirum

M. arginini M. arthritidis M. capricolu

M. orale M. bovis Ayrica Acholeplasma

M. salivarium M. pneumoniae Ayrica Spiroplasma

M. haemofelis

M. hominis

M. genitalium M. hyopneumoniae

KIiT iCERIGI

Bilesen 20 Test
e  Mycoplasma Master Miks 400 pl
e  Pozitif Kontrol 25 pl

17R-10-01

SAKLAMA KOSULLARI

Tim bilesenler —20°C de ve karanlikta saklanmalidir.
Tim bilesenler, Grlin kutusunun Uzerinde belirtilen son kullanma tarihine
kadar kullanilabilir.

Surekli eritip gdzdiirmek, Urlinin hassasiyetinde azalmalara neden olabilir.

TEST PROSEDURU

Miksler tlplere bélinmeden 6nce hafifge pipetaj yapilarak karigtirilir.

Bir ornek igin, her optik kapakl strip veya tiipe, 20 pl master miks
konulur.

Ardindan miks izerine 5 pl 6rnek DNA ‘si ilave edilir.

Asadida belirtilen programla galistirilir.

PCR PROGRAMI
95 °C 3 dk. Taq Aktivasyonu
95 °C 15sn
30 Dngu
60 °C 1 dk.

Floresan boya olarak FAM ve HEX/JOE secilmelidir.
Eder;

ABI Prism® sistemi kullaniyorsaniz, litfen pasif referans olarak “none”
segenedini seginiz.

Mic gPCR Cycler kullaniyorsaniz, litfen “Adjust Gain Settings” kisminda
Green Auto Gain degerini 20’ ye, Yellow Auto Gain degerini 10’ a

ayarlayin.

Bu sistemin galisabilecedi cihazlar;
ABI Prism ® 7000/7300/7500/7900
Bio-Rad CFX96

Roche LightCycler® 480 System

Rotor Gene Q

Mic gPCR Cycler
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ANALiZ

PCR iglemi bittikten sonra, sonuglarinizi FAM ve HEX/JOE boyasinda analiz
edebilirsiniz. Internal Kontrol pikleri HEX/JOE boyasi ile, Mycoplasma piklerini ise
FAM boyasi ile analiz edilmelidir.
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internal kontrol, tim kuyularda pik vermeli ve CT dederi 22 = X < 28

araliginda olmalidir. Pik alamadiginiz durumlar igin “olasi problemler” bélimiine
bakabilirsiniz.
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ilgili thr igin pozitif pik goriintlisi (FAM Boyasi)

Mycoplasma tirlerine ait pikler icin de FAM boyasinda analiz yapmaniz
gerekmektedir. Bu boyada gérmeniz gereken CT degder aralidi ise 12 < X < 28
dir. Eger pik yoksa mycoplasma varligi icin “negatif” yorumunu yapabilirsiniz. Pik
varsa, ilgili rnek Mycoplasma “pozitif” tir.
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ilgili tiir icin negatif pik gériintiisii (FAM Boyasi)

OLAST PROBLEMLER

Eder internal kontrol calismiyorsa,

o  DNA eksikligi,

e  Test'te inhibitor varligi ,

soz konusudur.

Eder pikler geg bashyorsa,

Oncelikle 6rneklerinizin piklerini pozitif kontrol DNA pikleri ile karsilastirin. Eger
pozitif kontrol DNA da bir sorun yoksa,

o Orneginizin DNAs! saf degildir veya az miktarda inhibitor igeriyor olabilir.
e Yeterli miktarda DNA elde edememis olabilirsiniz.

Boyle durumlarda galisma tekrar edilmeli eger ayni problem devam ediyorsa
yeniden DNA izolasyonu yapilmalidir.

Litfen sorulariniz igin bizimle temasa gegin. tech@snp.com.tr

UYARILAR

e  Saklama kosullarina uygun olarak saklanmalidir.

e Oda sicaklidinda unutulmus PCR master miksleri kullaniimamalidir.

e PCR master miksi oda sicakliginda tamamen eritilip, bas asagi edilerek
hafifge karistirildiktan sonra tiiplere bdlinmelidir.

e  PCR master mikslerin raf 6mri 12 aydir. Kullanmadan &énce Gretim tarihine
dikkat edilmelidir.

e Yalnizca in-vitro tani amaglh kullanilabilir.

Diizenlenme Tarihi: 12.03.2012
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