ORDEK TUR TAYIN REAL TIME PCR KiTI
Kat. No: 309R-10-01

GIRis

Ordek Tir Tayin Real-Time PCR Kiti, islenmis et driinleri icerisinde érdek (Anas
platyrhynchos) materyalinin bulunup bulunmadigini tespit eder. Kit, % 0,1 ‘in
altinda bir tespit limiti (LOD) ile gok yiiksek hassasiyet sadlar.

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 ig5ma meydana gelir. Bu
islem sadece hedef bdlge Uzerinde hibridize olmus problarda gergeklesir.
Amplifikasyon miktari arttikga, reporter boyanin agida gikmasiyla birlikte 1sima
dodrusal olarak artmakta ve bu artis cihaz tarafindan es-zamanl olarak tespit

edilmektedir.

URUN 6ZELLIKLERE
Kit, PCR icin gerekli tim bilesenleri icerisinde bulundurur. Ordek tiiriine spesifik
primer ve problar yardmi ile ornegin igerigi tespit edilir. Kit ayrica internal

kontrol igerigi ile PCR reaksiyonunuzun galismasini da kontrol etmektedir.

Kullanidiginiz kit sistemi “ready to use” ozelligine sahiptir. Kit, Taq Polimeraz
dahil Real Time PCR reaksiyonu igin gerekli tim komponentleri igermektedir.

KIiT iCERIGI

Bilesen 20 Test
o Ordek Master Miks 400 pl
e  Pozitif Kontrol DNA 20 pl
e Negatif Kontrol DNA (*) 20 pl

(*) Negatif kontrol DNA’lar ilgili tirlerin capraz reaksiyon gosterebilecedi
tiirlerden segilmistir (Orn: Ordekicin negatif kontrol marti DNA’ si, vb.). Bdylece
sistemin gapraz reaksiyon kontrollini de yapabilirsiniz.

SAKLAMA KOSULLARI
e Tum bilesenler — 20°C de ve karanlikta saklanmalidir.

e TUm bilegenler, Grin kutusunun Gzerinde belirtilen son kullanma tarihine
kadar kullanilabilir.

e  Sirekli eritip gbzdurmek, triiniin hassasiyetinde azalmalara neden olabilir.

DNA iZOLASYONU

Hayvan mitokondrial DNA'sinin izolasyonu, spin kolon yontemine dayali herhangi

bir Kandan Genomik DNA izolasyon kiti ile yapilabilmektedir. Bu tip kitlerde

soliisyon isimleri farkli olsa da genelde prensipleri aynidir. Ozetle;

e 50-100 mg ornekten (Et veya islenmis gida) temiz bir tipe alinip lizerine
300 pl Lizis buffer ve 25 pl enzim konularak enzimin aktivasyon
sicakliginda 30 dk inklbe edilir.

» Inkiibasyondan sonra tiipler 13.000 rpm’de 2 dk santrifiij edilip, berrak
kisim temiz bir tipe aktarilir.

e Bu tlp igerisine kitin protokoliinde belirtildigi miktarda alkol eklenip olusan
karisim spin kolona aktarilir ve belirtilen hizda ve siirede santrifiij edilir.

e Sonraki asamalar da kitin protokoliinde belirtildigi sekilde yapilarak yikama
ve ellisyon iglemi tamamlanir.

Kitimiz, MN NucleoSpin®Blood ve SNPure Genomic DNA izolasyon kitine gére

optimize edilmistir.

TEST PROSEDURU

e Mix gozildiikten sonra hafif pipetaj yaparak bir 6rnek igin, her optik kapakh
tlp veya strip’e, 20 pl master miks (Ready to use) kullanilir. Daha sonra
her tiipe 5 pl 6rnek DNA 'si eklenir.

o Optik kapaklar kapatilir ve asagida belirtilen programla calistirilir.

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

Floresan boya olarak FAM ve HEX/JOE segilmelidir.

Eder;

e ABI Prism® sistemi kullaniyorsaniz, liitfen pasif referans olarak “none”
segenegdini seginiz.

e Mic gPCR Cycler kullaniyorsaniz, liitfen “Adjust Gain Settings” kisminda
Green Auto Gain degerini 20" ye, Yellow Auto Gain degerini 10’ a
ayarlayin.

Bu sistemin calisabilecedgi 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 islemi bittikten sonra, sonuglarinizi FAM ve HEX/JOE boyasinda analiz
edebilirsiniz. Internal Kontrol pikleri HEX/JOE boyasi ile, tiire ait pikleri ise FAM
boyasi ile analiz edilmelidir.
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internal Kontrol pikleri HEX/JOE boyasi ile analiz edilmelidir. Tiim kuyularda
internal kontrol pikleri gozlenmelidir. CT dederi ise 22 < ct < 27 araliinda
olmaldir (Sekil: 1)
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o Orneginiz master miks ile pik vermisse sonucu “Ordek pozitif” olarak

dederlendirmelisiniz (Sekil: 2).
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e Orneginizde pik olmamasi durumunda sonucu “Ordek negatif” olarak

dederlendirmelisiniz (Sekil: 3).

Tire ait pikler icin de FAM boyasinda analiz yapmaniz gerekmektedir. Bu boyada
gormeniz gereken CT deger araligi ise 12 < X < 29 dur. Bu deger, kullanilan

DNA konsantrasyonuna bagli olarak 2-3 siklus 6ne veya arkaya kayabilmektedir.

OLASI 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 DNA's! saf degildir veya az miktarda inhibitér iceriyor olabilir.
e  Yeterli miktarda DNA elde edememis olabilirsiniz.

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

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

UYARILAR

e Saklama kosullarina uygun olarak saklanmalidir.

e Oda sicakidinda unutulmus PCR master miksleri kullaniimamaldir.

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

e  PCR master mikslerin raf 6mri 12 aydir. Kullanmadan dnce lretim tarihine
dikkat edilmelidir.

e Yalnizca in-vitro tani amagh kullanilabilir.
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