TUR TAYIN PANEL TIP I PCR SISTEMI
Kat. No: DZRT-P

GIRiS
Tir Tayin Panel Tip I PCR Sistemi, islenmis et Uriinleri igerisinde at,
domuz, esek, hindi, kegi, koyun, sigir, soya ve tavuk materyallerinin

bulunup bulunmadigini tespit eder.

TEST SISTEMINiN PRENSiBi

Test prensibi, Tag 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
isimasini  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 155ma
meydana gelir. Bu islem sadece hedef bolge Uzerinde hibridize
olmus problarda gergeklesir. Amplifikasyon miktar arttikca, reporter
boyanin agia gikmasiyla birlikte 1sima dogrusal olarak artmakta ve
bu artig cihaz tarafindan es-zamanli olarak tespit edilmektedir.

URUN OZELLIKLERI

Sistem, PCR icin gerekli tim bilesenleri icerisinde bulundurur. Ilgili
turlere spesifik primer ve problar yardimi ile drneginizin igerigi tespit
edilir. Sistem ayrica internal kontrol igerigi ile PCR reaksiyonunuzun
calismasini da kontrol etmektedir.

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

e Tlm bilesenler, Urlin kutusunun {izerinde belirtilen son kullanma
tarihine kadar kullanilabilir.
e Sirekli eritip ¢bzdirmek, sistemin hassasiyetinde azalmalara

neden olabilir.

DNA iZOLASYONU

Hayvan mitokondrial DNA’sinin izolasyonu, spin kolon ydntemine

dayall herhangi bir Kandan Genomik DNA izolasyon kiti ile

yapilabilmektedir. Bu tip kitlerde sollisyon isimleri farkli olsa da

genelde prensipleri aynidir. Ozetle;

® 50-100 mg drnekten (Et veya islenmis gida) temiz bir tiipe alinip
izerine 300 i Lizis buffer ve 25 pl enzim konularak enzimin
aktivasyon sicakliginda 30 dk inkiibe edilir.

e inkiibasyondan sonra tiipler 13.000 rpm’de 2 dk santrifij
edilip, berrak kisim temiz bir tiipe aktarilir.

® Bu tip igerisine kitin protokoliinde belirtildigi miktarda alkol
eklenip olusan karisim spin kolona aktarilir ve belirtilen hizda ve
surede santrifiij edilir.

® Sonraki agamalar da kitin protokolinde belirtildigi sekilde
yapilarak yikama ve eliisyon islemi tamamlanir.

Tir Tayin Panel Tip I PCR Sistemi, MN NucleoSpin®Blood kitine gore

optimize edilmistir.

No | Bilesen 10 test 20 test
1 At Master Miks 220 pl 440 pl
2 Domuz Master Miks 220 440 pl
3 Esek Master Miks 220 440 pl
4 Hindi Master Miks 220 pl 440
5 Kegi Master Miks 220 440 pl
6 Koyun Master Miks 220 pl 440
7 Sigir Master Miks 220 pl 440 pl
8 Soya Master Miks 220 440 pl
9 Tavuk Master Miks 220 ul 440 pl
10 | Tim Turler igin pozitif Kont. 25 pl 50
11 | Tim Turler igin Negatif Kont. | 25 pl 50 pl
12 | Hot Start Taq DNA Poly. 35 pl 70 pl

Not: Tiim Negatif DNAar, ayni zamanda ¢apraz reaksiyon kontrolidtir (At
icin esek, esek igin at, tavuk igin hindj, hindi igin tavuk, kegi igin koyun,
koyun igin kegi, sidir igin domuz ve domuz igin de sigir DNA'S1).

TEST PROSEDURU

e Bir drnek galismasinda, her tir igin, ayrn ayr optik kapakli strip
veya tiipe, 20 pl master miks ve 0.3 pl Hot Start Taq DNA
Polimeraz, konulur. Daha sonra 5 pl (~10-100 ng) 6rnek
DNA 'si ilave edilir.

* Hafifge pipetlenerek karistirilir.

¢ Asadida belirtilen programla calistirilir.

e Birden fazla ornek igin, Master miks ve Hot Start Taqg DNA
Polimeraz miktarlari, caligilacak 6rnek sayisi ile garpilmali, olusan

karigimdan 20 pl tiplere bélinmeli ve ayri ayn &rnek DNA'lari

konulmalidir.
PCR PROGRAMI
95 °C 10 dk.
95 °C 15 sn.

32 dongl

60 °C 1dk.




60 °C'de floresan boya olarak FAM ve HEX/JOE segilmelidir.

Eder;

o ABI Prism ® sistemi kullaniysaniz, litfen pasif referans olarak
“none” segenegini seginiz.

e Mx3000p/Mx3005p kullaniyorsaniz, litfen referans boya olarak
“rox” u seginiz.

Bu sistemin calisabilecedi cihazlar;

ABI Prism © 7000/7300/7500/7900

Mx3000P/Mx3005P

Smart Cycler II, iCyler iQ™4 / iQ™5

ANALiZ

PCR islemi bittikten sonra, sonuglarinizi FAM ve HEX/JOE da analiz
edebilirsiniz.  Internal Kontrol pikleri HEX/JOE boyasi ile analiz
edilmeli ve tim kuyularda goézlenmelidir. CT dederi ise 22 < X <

28. araliginda olmalidir.
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HEX boyasinda internal kontrol pikleri

Tirlere ait DNA'min arastinlmasi icin de FAM boyasinda analiz
yapmaniz gerekmektir. Bu boyada gormeniz gereken CT deder
araligiise 12 < X < 25 dir.
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OLASI PROBLEMLER

Eder internal kontrol calismiyorsa,

o DNA eksikligi,

e Hot start Taq DNA Polimeraz eksikligi veya yetersizligi,

e Test'te inhibitor varigi

S6z konusudur.

Eger pikler geg basliyorsa,

Oncelikle drneklerinizin piklerini pozitif kontrol DNA pikleri ile

karsilastirin. Eger pozitif kontrol DNA da bir sorun yoksa,

o Orneginizin DNA'si saf degildir veya az miktarda inhibitér iceriyor
olabilir.

o Yeterli miktarda DNA elde edememis olabilirsiniz.

Daha fazla soru ve problem igin, liitfen Ar - Ge bolimii ile temasa
geginiz. research@drzeydanli.com.tr

UYARILAR

. Saklama kosullarina uygun olarak saklayiniz.

. Oda sicakhidinda unutulmus PCR master miksleri kullanmayiniz.

. PCR master miksi oda sicakliinda tamamen eritilip, bas asadi
edilerek hafifge karistinldiktan sonra tiiplere boliinmelidir.

. Master miksler tlplere bdélindikten sonra Hot Start Tag DNA
Polimeraz ve DNA eklenerek hemen PCR iglemine gegilmelidir.

. Belirtilenden fazla Hot Start Tag DNA Polimeraz konulmamalidir.

. Yukarida belirtilen PCR programini uygulayiniz.

. PCR master miksleri viicut iginde kullanima uygun dedildir. Sadece
belirtilen tiirlerin tespitinde viicut digi test sistemi olarak kullanilir.

. PCR master mikslerin raf émrii 6 aydir. Kullanmadan &nce Uretim
tarihine dikkat edilmelidir.

DR.ZEYDANLI tarafindan uretilmistir.
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