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Nachuweis von Mykoplasmen mit Venor® GeM Advance: Anwendung im Detail

Information der Biochrom AG

Venor®GeM Advance ist eine Weiterentwicklung des Venor®GeM Detektionskits fiir die Ge-
lauswertung. Der Kit enthalt vorbereitete PCR-GeféBe mit allen notwendigen Reagenzien:
Einfach mit Rehydratisierungspuffer und Polymerase l6sen, Probe dazu — und ab in den Cyc-
ler!

Im Vergleich zum herkdmmlichen Testverfahren entféllt der zeitaufwandige Schritt, zunéchst
einen Mastermix herzustellen und diesen auf die PCR-GefaBe zu verteilen. Dadurch reduzie-
ren sich beim Venor®GeM Advance deutlich Fehleranflligkeit und Arbeitsaufwand. Der An-
satz enthalt auch den Gelladepuffer, so dass direkt aus dem PCR-Ansatz das Gel beladen
werden kann.

1 Testprinzip

Venor®GeM basiert auf der Polymerase-Kettenreaktion (PCR), welche als bewahrte Methode
fir héchste Sensivitat beim Nachweis von Mykoplasma- und Acholeplasmakontaminationen
in Zellkulturen und anderen biologischen Materialien gilt. Die Primer sind fUr einen Abschnitt
der hoch konservierten 16s rRNA-Region im Mykoplasmengenom spezifisch. Diese erlauben
den Nachweis aller Mykoplasma-Arten, die gewdhnlich als Kontamination in der Zellkultur
auftreten. Der Mastermix enthélt zudem eine interne DNA-Kontrolle, um fehlerhafte oder in-
hibierte PCR-Anséatze detektieren zu kénnen und zeigt so falsch-negative zuverlassig an. Als
Positivkontrolle enthalt der Kit zusatzlich vorgefertigte PCR-GefaBe mit DNA von Mycoplas-
ma orale.

Wir empfehlen, Venor®GeM Advance mit der zuverldssigen MB Tag DNA Polymerase anzu-
wenden (Kat. Nr. W 53-0050/0100/0200/0250). Nur mit dieser Polymerase kénnen wir lhnen
optimale Ergebnisse garantieren.
2 Reagenzien und Materialien

2.1 Inhalt der Packung

> Testanséatze:

in PCR GefaBe vorgelegte Reagenzien (lyophy- je nach PackungsgréBe 3, 6, 12
lisierte Primer, dNTPs, internes Kontrolltemplate bzw. 30 Streifen mit jeweils 8
und Gelladepuffer) transparenten PCR-GefaBen

» Positivkontrolle:
Testansatze zusatzlich mit DNA-Fragmenten des je nach PackungsgréBe 1, 2, 3
Mycoplasma orale-Genoms, mittels PCR herge- bzw. 5 Streifen mit jeweils 8 roten
stellt, nicht infektits PCR-GeféaBen

> Deckel fir PCR GefaBe: Streifen mit transparenten bzw.

roten Deckeln fiir PCR-GefaBe

» Rehydratisierungspuffer 1,6 ml
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2.2 Lagerung und Stabilitat der Reagenzien

Alle Reagenzien werden bei Raumtemperatur versendet und missen bei +2 °C bis +8 °C
gelagert werden. Bei vorschriftsmaBiger Lagerung ist der Kit bis zu dem auf der Verpackung
angegebenen Datum haltbar.

2.3 Bendtigte Gerate und Materialien

Sie bendétigen einen PCR-Thermocycler mit Deckelheizung, alle Modelle sind geeignet. Wei-
terhin nétig: DNA-Elektrophoreseapparatur, Materialien zur Agarosegel-Elektrophorese, Mik-
rozentrifuge, Mikroliterpipetten, Filterspitzen, DNA Polymerase

Dieser Kit erzielt exzellente Ergebnisse mit der MB Tag DNA Polymerase
(Kat. Nr. W 53-0050; W 53-0100; W 53-0200; W 53-0250).

Hinweis: Bei der Verwendung anderer Polymerasen mit diesem Kit kbnnen wir weder hohe
Sensitivitdt noch Kompatibilitdt garantieren. Sollten Sie die MB Tag DNA Polymerase im
Vergleich mit lhrer eigenen Polymerase testen wollen, fordern Sie bitte ein kostenfreies MB
Taqg Testmuster (10 Units) an. Es kann bei der Verwendung anderer Polymerasen notwendig
sein, den mit der Polymerase mitgelieferten Reaktionspuffer zu verwenden.

3 Anwendungsgebiete und Testprinzip im Detail

Der Venor®GeM Advance Mykoplasmennachweis ist ein Nukleinsiure-Amplifikationstest auf
Basis der Polymerase-Kettenreaktion. Die PCR-Methode erlaubt eine schnelle und sehr sen-
sitive Detektion von Mykoplasmenkontaminationen in biologischen Proben. Mit Venor®GeM
Advance sind 1-5 fg Mykoplasmen-DNA, entsprechend 2-5 Mykoplasmen pro Probenvolu-
men, detektierbar. Die mitgelieferten Primer erlauben der DNA Polymerase die Vervielfalti-
gung eines Abschnitts der 16S rRNA-Region des Mykoplasmengenoms. Das amplifizierte
PCR-Produkt hat eine Gr6Be von ca. 270 bp und kann direkt im Agarosegel sichtbar ge-
macht werden. Das gewahlte Template ist innerhalb der Spezies Mycoplasma hochkonser-
viert, zeigt jedoch auch deutliche Sequenzhomologien zum Genom von Acholeplasma laid-
lawii und verschiedenen Ureaplasmen. Mit Venor® GeM Advance kénnen daher neben den
typischerweise als Kontaminanten in Zellkulturen auftretenden Mykoplasmenspezies M. ora-
le, M. hyorhinis, M. arginini, M. fermentans, M. salivarium und M. hominis auch M. pneumo-
niae, Acholeplasma laidlawii, M. synoviae und verschiedene Ureaplasma-Spezies detektiert
werden.

Kreuzreaktionen mit den in der ,European Pharmacopoeia“ angegebenen Bakterien mit en-
ger phylogenetischer Verwandtschaft zu Mykoplasmen (Clostridium, Bacillus und Strepto-
coccus) liegen nicht vor. Bei der Verwendung von Clostridium acetobutylicum, Lactobacillus
acidophilus und Streptococcus pneumoniae-DNA als Probenmaterial werden keine Fluores-
zenzsignale generiert. Auch humane DNA wird nicht detektiert.
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Das Testsystem beinhaltet auBerdem eine Interne Amplifikationskontrolle. Bei einer erfolg-
reich verlaufenen PCR bildet sich in jedem Testansatz ein 191 bp groBes Produkt, welches
im Agarosegel kurz unterhalb der Bande einer Mykoplasmen-positiven Probe erscheint.

Venor®GeM Advance ist ausschlieBlich fiir Forschungszwecke bestimmt
und darf nicht fiir die klinische Diagnostik eingesetzt werden.

4 Durchfiihrung
4.1 Gewinnung des Probenmaterials

Zellkulturen sollten bei 90-100 % Konfluenz getestet werden. Bei Kulturen, die sich in der
Endphase der Proliferation befinden, kann es zur Anreicherung von Inhibitoren der PCR im
Kulturmedium kommen. Diese Inhibition wird durch die internen Kontrollen bei der Analyse
der PCR angezeigt. Gegebenenfalls ist dann eine DNA-Extraktion durchzufihren (s.u.). Im
Zellkulturmedium enthaltenes Penicillin und Streptomycin hat keinen Einfluss auf das
Wachstum von Mykoplasmen oder die Sensitivitat des Tests. Zellkulturliberstande sind fir
die Testung besonders gut geeignet. Auch wenn einzelne Mykoplasmenarten an der Zell-
oberflache anhaften kénnen, steht im Zellkulturliberstand durch abgestorbene Mykoplasmen
ausreichend DNA fir einen positiven Nachweis zur Verfigung. Zellmaterial sollte nicht in die
Probe eingebracht, sondern die DNA daraus grundsatzlich extrahiert werden. Eine kontami-
nierte Zellkultur enthélt ca. 10° bis max. 10® Mykoplasmen/ml.

Wird die Probe umgehend getestet, kann auf eine Probenvorbereitung verzichtet werden.
Der erste Heizschritt des PCR-Protokolls bewirkt bereits die Lyse der im Probenmaterial ent-
haltenen Mykoplasmen sowie die Inaktivierung enthaltener DNAsen. Bei einer Lagerung der
Proben far mehr als 2 h vor Testung sollte eine Hitzeinaktivierung wie unten beschrieben
durchgefiihrt werden.

Inhibierende Zellkulturiiberstédnde wie auch Zellen, Gewebeextrakte, Kryokulturen, fétales
Kélberserum, Impfstoffe oder Paraffin-Schnitte kénnen nach einer geeigneten DNA-
Extraktion getestet werden. Inhibitoren der PCR werden so sicher entfernt und die My-
koplasmen-DNA wird konzentriert. Bitte achten Sie darauf, vor Elution der Probe jeglichen
alkoholhaltigen Waschpuffer zu entfernen, da bei Vorhandensein von Restalkohol in der
Probe die PCR weniger effektiv oder inhibiert sein kann. 2 ul des erhaltenen DNA-Extraktes
werden direkt fir die PCR eingesetzt.

Folgende Verfahren der Probenvorbereitung kénnen alternativ angewendet werden:

Hitzeinaktivierung der Proben

1. 100 pl Probenmaterial, z.B. Zellkulturiiberstand, in DNA freies Reaktionsgefal3 ge-
ben, dicht verschlieBen

2. 10 min kochen (bzw. bei 95 °C inkubieren), Vorsicht: Deckel kann sich 6ffnen und
Aerosole kénnen entstehen

3. Zur Entfernung von Zellfragmenten kurz zentrifugieren (5 sec, 1000 g)
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4. Der Uberstand wird direkt in die PCR eingesetzt. Alternativ kann ein kommerziell
erhaltlicher DNA Extraktionskit verwendet werden

Anreicherung von Mykoplasmen durch Zentrifugation

1 ml Zellkulturberstand in ein DNA-freies Reaktiongefa3 geben, dicht verschlieBen
Zentrifugation fir 15 min bei mindestens 10000 g oder 6 min bei 13000 g
Uberstand abnehmen, Restflissigkeit im GefaB stehen lassen

50 pl Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8,4) hinzugeben

Probe vortexen und fiir 10 min bei 95 °C inkubieren

RN~

Die gewonnene Extrakte kbnnen bei <-18 °C mindestens ein Jahr gelagert werden. Wieder-
holtes Auftauen und Einfrieren sollte vermieden werden, ebenso Lagerung bei +2 °C bis

+8 °C fur mehr als 12 h. Die DNA-Konzentration der Proben sollte 100 pg/ml nicht Gber-
schreiten.

4.2 Programmierung des Thermocyclers

Die Durchfihrung der Programmierung des PCR-Cyclers entnehmen Sie bitte dem Hand-
buch zum Gerat.

Programm:
1 Zyklus 94 °C fur 2 min
39 Zyklen 94 °C flr 30 sec

55 °C fir 30 sec
72 °C flr 30 sec

auf 4-8 °C abkulhlen

Die Dauer der Vorinkubation bei 94 °C ist von der verwendeten Polymerase abhan-

A gig. Bei anderen Hot-Start-Enzymen muss die Vorinkubation zur Aktivierung even-
tuell entsprechend verldngert werden. Bitte entnehmen Sie die Dauer dem Beipack-
zettel Ihrer Polymerase.

4.3 PCR-Ansatz

1. Ryhdratisierungspuffer mit Polymerase mischen:
Flr eine optimale Vergleichbarkeit der Ansétze sollte die Polymerase nicht direkt zu
den PCR-Ansétzen gegeben werden, sondern vorab mit dem Rehydratisierungs-
puffer vermischt und dann auf die PCR ReaktionsgeféBe verteilt werden.

Die geplante Anzahl an Reaktionen (inkl. Negativ— und Positivkontrollen) wird ermit-
telt, eine weitere Reaktion zum Ausgleich eventueller Pipettierungenauigkeiten hin-
zugezahlt (23 pl) und die bendtigte Menge an Rehydratisierungspuffer und Polyme-
rase (1 U/Reaktion) berechnet:
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Testansatz Negativkontrolle Positivkontrolle
Rehydratisierungspuffer 22,8 ul 22,8 ul 24,8 ul
Polymerase (5 U/ul) 0,2 ul 0,2 ul 0,2 ul

Far andere Enzymkonzentrationen muss die Verdiinnung entsprechend angepasst werden.

Rehydratisierungspuffer intensiv vortexen (ca. 30 sec), berechnete Menge mit der ent-
sprechenden Menge an Polymerase in einem sauberen Reaktionsgefa3 durch An-
schnippen vermischen und kurz zentrifugiert.

A Verdiinnte Polymerase nicht vortexen!

2. Rehydratisieren der PCR-Reagenzien:

Die Streifen mit den Testansatzen sowie die Positivkontrollen werden aus den Ver-
packungen genommen und die bendtigte Menge vorsichtig mit einer Schere abge-
trennt. Nicht benétigte Ansétze werden zurlickgelegt und der Beutel fest verschlos-
sen.

Die PCR-GeféaBe werden kurz zentrifugiert oder auf eine Tischplatte getippt, um die
lyophylisierten Reagenzien am Boden des GefédBes zu konzentrieren. Das Re-
hydratisierungspuffer/Polymerasegemisch  wird & 23 pyl auf die PCR-
ReaktionsgefaBe verteilt. Die Positivkontrollen werden mit 25 ul rehydratisiert.

Zur Vermeidung von Kreuzkontaminationen die Positivkontrolle erst nach
Fertigstellung der Negativkontrollen und der Testansatze in einem getrenn-
ten Arbeitsschritt ansetzen.

3. Probenzugabe:
Negativkontrolle: 2 ul deionisiertes Wasser oder Elutionspuffer der DNA-Extraktion
Testansatz: 2 ul Probe
Positivkontrolle: keine weitere Zugabe notwendig

Die Ansatze werden mit den beiliegenden Deckeln dicht verschlossen, vorsichtig
durch Anschnippen gemischt, kurz zentrifugiert, 5 min bei Raumtemperatur inku-
biert, in den Block des PCR-Cyclers gestellt und das Cyclerprogramm gestartet.

4.4 Agarosegel-Lauf

> 1,5 %iges Standard-Agarosegel, ca. 5 mm dick, mit 5 mm-Kamm

> 5yl jedes PCR-Reaktionsansatzes pro Bahn auftragen

> Elektrophorese nach 2 cm Wegstrecke stoppen (je nach Elektrophoresekammer z.B.
nach 20 Minuten bei 100 V)

Biochrom AG Internet: www.biochrom.de Seite 5von 8
Leonorenstr. 2-6 E-Mail: info@biochrom.de

12247 Berlin Tel.: +49 (30) 77 99 06-66

Deutschland Fax: +49 (30) 771 00 12

Stand 26. Oktober 2009



) BIOCHROM?

4.5 Gelauswertung

Eine fehlerfreie PCR wird durch eine Bande bei 191 bp angezeigt. Bei Zunahme der Kon-
zentration an Mykoplasmen-DNA (> 5x10° Partikel/ml) nimmt die Intensitét der Internen Kon-
trolle durch die UbermaBige Bildung des Mykoplasmen-Amplikons ab.

> Relevante AmplikongréBen:
Interne Kontrolle 191 bp
Mycoplasma spp. 265-278 bp

(siehe auch Liste im Anhang)
» Kontrollergebnisse:
Negativkontrolle Bande bei 191 bp
Positivkontrolle Bande bei 267 bp, zuséatzliche Bande bei 191 bp mdglich

» Interpretation mdglicher Bandenmuster der Proben:

Bandenmuster Interpretation

Bande bei 191 bp negative Probe

Bande bei ca. 270 bp, positive Probe mit schwacher Kontamination

mit zusatzlicher Bande bei 191 bp

starke Bande bei ca. 270 bp positive Probe mit starker Kontamination

keine Bande » Inhibition der PCR durch Bestandteile in  der Probe
» Aktivitat der Polymerase nicht ausreichend

Vereinzelt kann es zur Bildung unspezifischer PCR-Produkte kommen, die als schwache,
meist diffuse Banden unterschiedlicher GréBen im Gel sichtbar werden. Diese Banden, her-
vorgerufen durch unspezifisches Annealing, bedeuten keine Kontamination, solange sie nicht
die oben angegebenen GrdBen aufweisen. Primerdimere kénnen eine diffuse Bande bei 80-
90 bp bilden.

Bei ersichtlicher Inhibition der PCR durch die Probe muss eine DNA-Extraktion mit einem
handelstiblichen Extraktionskit durchgefiihrt und die Probe erneut getestet werden. Im An-
hang finden Sie eine Liste von DNA-Extraktionskits, die mit diesem PCR-Kit validiert wurden.
100 bp DNA Leiter

Negativkontrolle

Positivkontrolle

inhibierte Probe

negative Probe

positive Probe, schwach kontaminiert

positive Probe, stark kontaminiert
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5 Fehleranalyse

Findet bei den Kontrollansatzen keine Amplifikation statt, kann dies folgende Ursachen ha-

ben:

Aktivitat der verwendeten Polymerase nicht ausreichend
Kontroll-DNA enthaltende R6hrchen wurden vor Rehydratisierung nicht herunter-

Programmierfehler

>
>
zentrifugiert
>
>

Pipettierfehler

Zur Fehleranalyse sollten zuerst das Thermocycler-Programm sowie das Pipettierschema
Uberprtift werden. AnschlieBend empfiehlt sich die Durchfiihrung von Probelaufen mit einer
Positiv- und einer Negativkontrolle. Bei Verwendung anderer DNA Polymerasen als der emp-
fohlenen sind die unter Punkt 2.3 aufgefihrten Hinweise zu beachten. Die Polymerase-
Konzentration kann dabei auf bis zu 2,5 U/Reaktion erhéht werden. Bitte beachten Sie, dass
sich das gesamte Pipettierschema verandert.

6 Details von Venor®GelM Advance

Parameter Venor®GeM Advance

Kat. Nr. W 11-7024 W 11-7048 W 11-7096 W 11-7240
Einheiten 24 Tests 48 Tests 96 Tests 240 Tests
Lagerung +2 - +8 °C

Bestandteile

» Primer/Nukleotide Mix, Gelladepuffer, interne Kontroll-DNA
in PCR-GefaBen

» Rehydratisierungspuffer

» Positive Kontroll-DNA

ohne MB Taq DNA Polymerase

Anwendung

Mykoplasma Detektion

Hinweis

Fir die in vitro Anwendung

Produkte fir die Mykoplasmadetektion und MB Tag DNA Polymerase:

http://www.biochrom.de/produkte/mykoplasmen-reagenzien/
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Anhang

Detection Range and Sizes of Amplicons

No. species amplicon size (bp)
1 Mycoplasma orale’” 266
2 Mycoplasma pneumoniae® 273
3 Mycoplasma penetrans 274
4 Mycoplasma pirum 274
5 Acholeplasma laidlawif 273
6 Mycoplasma fermentans 267
7 Ureaplasma urealyticum 273
8 Mycoplasma hyorhinis® 268
9 Mycoplasma pulmonis 268
10 Mycoplasma falconis 268
11 Mycoplasma arthritidis 267
12 Mycoplasma arginini 267
13 Mycoplasma spermatophilum 267
14 Mycoplasma opalescens 266
15 Mycoplasma primatum 267
16 Mycoplasma maculosum 267
17 Mycoplasma bovis 267
18 Mycoplasma cloacale 266
19 Mycoplasma hyosynoviae 265
20 Mycoplasma synoviae® 266
21 Mycoplasma salivarium 266
22 Mycoplasma faucium 265
23 Mycoplasma hominis 266
24 Mycoplasma genitalium 273
25 Mycoplasma bovigenitalium 267
26 Mycoplasma sp. ovine/caprine 267
27 Mycoplasma agalactica 267
28 Mycoplasma timone 266

! provided as positive control DNA
test strain according to European Pharmacopoeia 2.6.7. Mycoplasma

Biochrom AG Internet: www.biochrom.de
Leonorenstr. 2-6 E-Mail: info@biochrom.de
12247 Berlin Tel.: +49 (30) 77 99 06-66
Deutschland Fax: +49 (30) 771 00 12

Stand 26. Oktober 2009

Seite 8 von 8



