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PROSEDÜR: 

Ön‐zenginleştirme: 

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

eklenir. 

• Örnekler stomacher poşetleri ile 37oC’lik inkübatöre kaldırılır. 

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

yöntemleri ile DNA ekstraksiyonu yapılır. 

 

 Kaynatma yöntemiyle DNA izolasyonu: 

• Ön‐zenginleştirme örneğinden 1 mL alınarak mikrosantrifüj tüpünde 10 dakika süreyle 

14,000 RPM de santrifüj yapılır. Hücrelerin çökmesiyle üstte kalan sıvı atılır. 

• Pellet’in üzerine 300 µL steril saf su eklenip vorteks yaparak tekrar çözülür. 

• Tüp 5 dakika 14,000 RPM de santrifüj edilerek üstteki sıvı dikkatlice atılır. 

• Pellet’in üzerine 200 µL steril saf su eklenip vorteks yaparak çözülür. 

• Tüp 15 dakika 100oC sıcaklıkta inkübe edildikten sonra hızlıca buz üzerine kaldırılır. 

•  Tüp 5 dakika 14,000 RPM de santrifüj edilerek üstteki sıvı dikkatlice alınarak yeni bir 

tüpe aktarılır. Tüp 10 dakika 100oC sıcaklıkta inkübe edildikten sonra hızlıca buz üzerine 

kaldırılır. PCR çalışmaları için elde edilen örnekten 3‐5 µL kullanılır. 

 

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.  
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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 (FAM) 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: 

 

FAM Boyası ile elde edilen 
Sinyal (hedef gen) 

JOE Boyası ile elde edilen 
Sinyal (IPC) 

Sonuç 

+  +,−  Pozitif 

−  +  Negatif 

−  −  PCR reaksiyonu çalışmamıştır 
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