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MYCOPLASMA GEL DETECTION KIT

Kit pre-alicuoteado parala deteccion de mycoplasmas en
muestras de cultivos celulares por PCR a tiempo final

REF. FORMATO CONTENIDO
90.021 48 rxns Mycoplasma Gel Detection Kit
90.022 192 rxns Mycoplasma Gel Detection Kit
90.044 1 vial Gelified Positive Control
90.045 1 vial Gelified Internal Amplification Control

Almacenar a -20°C

Aviso a usuarios: Algunas de las aplicaciones que pueden llevarse a cabo con este producto estan cubiertas por patentes
aplicables en ciertos paises. La adquisicién de este producto no incluye o provee de una licencia para realizar aplicaciones
patentadas. En algunos casos, los usuarios tienen la obligacién de adquirir una licencia, dependiendo del pais y/o la aplicacion.
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1. DESCRIPCION

Los Mycoplasmas, bacterias extremadamente simples y pequefas del
grupo de los Mollicutes constituyen los contaminantes principales de
los cultivos celulares. Aunque aparentemente imperceptibles, los
Mycoplasmas pueden causar efectos severos sobre las células
eucariotas alterando la expresion normal de genes, la inmunidad y el
crecimiento celular. La contaminacién de cultivos celulares por
Mycoplasmas representa un serio problema en la investigacién basica
y en la produccion biofarmacéutica.

El Mycoplasma Gel Detection kit de Biotools permite detectar
contaminacién por Mycoplasmas en sobrenadante de cultivo celular
por PCR a tiempo final mediante la amplificacion de una regién
conservada del ARNr 16S. El kit de Biotools detecta simultaneamente
un control interno de amplificacién que permite descartar la presencia
de inhibidores de PCR en la muestra.

El Mycoplasma Gel Detection kit es un método rapido, simple y
sensible en el que la reaccién de amplificacion se proporciona en
formato gelificado “ready to use”. El formato gel pre-alicuoteado reduce
el tiempo de manipulacion, los riesgos de contaminacion, permite la
manipulacién a temperatura ambiente sin comprometer la eficiencia o
la sensibilidad del ensayo.

El Mycoplasma Gel Detection kit identifica mas de 20 de las especies
que mas frecuentemente infectan los cultivos celulares; entre ellas M.
arginini, M. fermentans, M. hyorhinis, M orale, A. laidlawi (ver detalle en
Apéndice). El kit no detecta otros moldes de ADN procariota ni moldes
de ADN eucariota. La sensibilidad de la PCR utilizando el kit de
Biotools es de 10 copias de ADN molde por reaccion.

2. COMPONENTES DEL KIT

El Mycoplasma Gel Detection kit contiene reactivos suficientes para
48 6 192 determinaciones. Contenido del kit:

e Gelified Mix: 6 tiras de 8 viales gelificadas (48 rxns) 6 24 tiras de 8 viales
gelificadas (192 rxns)

Mezcla de reaccion gelificada y pre-alicuoteada, optimizada para un volumen
final de 25 pl, incluye todos los componentes de reaccion, incluso los
cebadores. Ademéas de los cebadores especificos para la deteccion de
Mycoplasma spp., la mix gelificada incorpora un par de cebadores para la
amplificacion del control interno, que permite descartar inhibidores de PCR
en la mezcla de reaccion.

Gelified Positive Control (PC): 1 vial gelificado (tapa roja).(48 rxns), 2 viales
gelificados (tapa roja) (192 rxns). Fragmento de ADN no infeccioso de M.
fermentans preparado por PCR y gelificado.

Gelified Internal Amplification Control (IAC): 1 vial gelificado (tapa azul).
(48 rxns), 2 viales gelificados (tapa azul) (192  rxns).
Fragmento de ADN no infeccioso no relacionado con secuencia especifica
preparado por PCR y gelificado.
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La Gelified Mix incluye en su formulacién DNA Polymerase, Buffer de Reaccién,
MgCl,, dNTPs, cebadores y estabilizantes en formato gelificado. Para llevar a
cabo las reacciones de amplificacion sélo es necesario afiadir el ADN molde (o el
ADN del control positivo), el ADN del IAC y agua libre de nucleasas hasta
completar el volumen final de la reaccién (25 pl).

3. MANIPULACION Y ALMACENAMIENTO

Al recepcionar, conservar todos los componentes del Mycoplasma
Gel Detection Kit a -20°C. El envio del kit puede realizarse a
temperatura ambiente.

Los controles gelificados deberan ser reconstituidos antes de su
manipulacion. Una vez rehidratados, deberan almacenarse a -20°C en
alicuotas a fin de evitar someterlos a ciclos de congelacion/
descongelacién que pueden degradarlos. Se recomienda alicuotar en
viales de baja retencion. Para su manipulacion posterior, las alicuotas
deberan descongelarse y mantenerse en hielo.

Si el kit se manipula y conserva siguiendo estas recomendaciones, su
estabilidad sera la indicada en la etiqueta correspondiente.

4. INSTRUCCIONES DE USO
A. Preparacién y Manipulacion de la Muestra

El Mycoplasma Gel Detection kit ha sido optimizado para muestras
de sobrenadante de cultivos celulares. Para la recogida de la
muestra las lineas celulares deberan ser cultivadas hasta 90-100%
de confluencia y en ausencia de antibidticos especificos para
Mycoplasmas. La muestra del medio debera recogerse después de
48-72 h del dltimo cambio de medio a fin de incrementar la
sensibilidad del ensayo.

Una vez recogido el sobrenadante del cultivo celular (500-1000 pl) en
un vial estéril, la muestra serd manipulada siguiendo uno de los
protocolos detallados a continuacién:

I. Protocolo Estandar: Inactivacion de ADNasas por Calor

Si la muestra no se procesa inmediatamente, inactivar las ADNasas
mediante inactivaciéon térmica. Estas enzimas pueden actuar incluso a
bajas temperaturas degradando el ADN molde.
1-Incubar el sobrenadante a 95 °C durante 10 min (utilizar viales con
tapa de rosca o reforzar el sellado de la tapa).
2-Centrifugar brevemente (10-30 seg) para eliminar el debris celular
antes de pipetear la muestra.

3-Conservar las muestras a 4 °C durante 3 dias. Para
almacenamientos méas prolongados conservar a -20 °C.

Il. Protocolo Alternativo: Enriquecimiento mediante
Centrifugacion
Este protocolo permite el enriqguecimiento de la muestra e incrementa la

sensibilidad del ensayo. Ademas, elimina la posible de interferencia de
componentes del medio de cultivo.

1- Centrifugar a 13,000 x g durante 10-15 min (precipitado no siempre
visible).

2-Descartar el sobrenadante y adicionar al precipitado 50 pl de Tris-
HCI 10mM (o agua libre de nucleasas), mezclar con vortex.
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3-Inactivar las ADNasas por calor incubando a 95 °C durante 5 min
(utilizar viales con tapa de rosca o reforzar el sellado de la tapa).

4-Conservar las muestras a 4 °C durante 3 dias. Para
almacenamientos méas prolongados conservar a -20 °C.

5-Centrifugar 10-30 seg para eliminar el debris celular antes de
pipetear la muestra.

B. Preparacion de los Controles Gelificados

Trabajar siempre en un area especifica para la manipulacion de controles de
ADN. Esta area debera estar separada de otras zonas de trabajo como el area
de preparacion de reactivos y el area de PCR.

1- Diluir el vial de IAC y el vial de PC en 500 pl de Tris 10 mM pH 8.0 (o agua
libre de nucleasas) por pipeteo y mezclar ligeramente con vortex.

2-Realizar alicuotas de cada uno de los controles resuspendidos y
conservarlas a -20 °C hasta su utilizacion. Se recomienda utilizar viales de
baja retencion para realizar las alicuotas.

3-Una vez descongeladas no se recomienda volver a congelar las alicuotas.
Estas alicuotas son de un Unico uso a fin de evitar la degradacion del
ADN.

C. Preparacion de las Mezclas de Reaccién

1- Calcular el nimero de reacciones necesarias, no olvidar incluir al menos
un control negativo (sin ADN) y un control positivo. Apartar el nimero
adecuado de viales de Gelified Mix.

2-Adicionar los diferentes componentes de reacciéon siguiendo las
instrucciones de la Tabla 1.

Tabla 1. Preparacion de Mezclas de Reaccién

COMPONENTE | Control (-) | Control (+) | Muestras
ADN IAC (tapa azul) 6ul
ADN PC (tapa roja) 5ul

Muestra 2ul
Agua libre de nucleasas 25ul 20pl 17ul

Nota: Centrifugar la muestra antes de tomar la alicuota. Al pipetear
evitar tomar material del precipitado; el debris celular presenta un alto
contenido de inhibidores de PCR.

3-No resuspender los geles, los reactivos gelificados se resuspenderan
durante la desnaturalizacion inicial del programa de amplificacion. Mezclar
suavemente con los dedos (no utilizar vortex) y centrifugar ligeramente.

4-Programar el termociclador conforme a las instrucciones de la Tabla 2,
colocar los viales en el equipo e iniciar el programa de amplificacion.

Tabla 2. Proarama de Amplificacién

N° Ciclos Temperatura Tiempo
1 95°C 2 min
95°C 15 seg
32 58°C 90 seg
72°C 30 seg
1 72°C 5 min
4-8°C d

El andlisis de los productos de amplificacién se realiza mediante electroforesis
horizontal en geles de agarosa y visualizacion con agentes intercalantes
fluorescentes.

5-Preparar un gel de agarosa al 2%.

6-Cargar 14 pl del producto de reaccion mezclado con el buffer de carga.
Incluir carriles con marcador/es de peso molecular idéneos.

7-Migrar la electroforesis y verificar los productos de amplificacion obtenidos.

Patrén de bandas esperado:

e Banda PC: 462 bp

e BandaIAC: 188 bp

e Banda Mycoplasma spp.: 435-470 bp (dependiendo de la especie
presente en la muestra)

Figura 1. Patron de Bandas
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 M

<+—pC462bp

<+—|AC 188 bp

|
Diluciones 1/2 de PC

Carriles M: 100 bp DNA Ladder

Carril 1: Negativo de PCR (sin ADN)

Carril 2: PC

Carril 3: IAC

Carriles 4-11: IAC + Diluciones 1/2 de PC (1x10°-7,8 copias/rxn)

www.biotools.eu

D. Interpretacion de resultados

Bandas visualizadas
Muestra —_— Interpretacion
435-470 bp 188 bp

Falso negativo: inhibidor en la muestra o PCR

NO NO
invélida
NO sl Ausencia de Mycoplasma (Mollicutes) en la
Muestra + IAC muestra
st NO Alto contenido de Mycoplasma (Mollicutes) en
la muestra, impide visualizacién del IAC
SI Sl Presencia de Mycoplasma (Mollicutes)
NO NO PCR invalida
NO Sl Problema con el PC
PC+IAC
S NO Problema con el IAC
] Sl Patrdn de bandas esperado
NO NO PCRinvalida
NO Sl Patrén de bandas esperado
IAC st NO Falso positivo: contaminacién y problema con el
IAC
S Sl Falso positivo: IAC 0 agua contaminada
NO NO Resultado esperado
Control negativo NO Sl Falso positivo: agua contaminada
(sin ADN) ] NO Falso positivo: agua contaminada
SI Sl Falso positivo: agua contaminada

5. SOLUCION DE PROBLEMAS

Ausencia de amplificacion en el PC
1. ADN control degradado. Utilizar una alicuota nueva de PC
resuspendido. Recordar que el PC gelificado una vez resuspendido es
recomendable conservarlo alicuotado, en viales de baja retencion, a
-20 °C a fin de evitar su deterioro por congelacién/descongelacion.

2. Error de pipeteo. Verificar que el PC ha sido incorporado al vial de
reaccion.

3. Revisar la programacion del termociclador. Verificar que el
programa de amplificacion seleccionado ha sido el adecuado.

4. Viales de Gelified Mix hidratados. Verificar la ausencia de
hidratacion en los viales gelificados.

Ausencia de bandas especificay de IAC en la muestra

1. Presencia de inhibidor de amplificacion en la muestra. Diluir la
muestra con Tris 10mM pH 8.0 o con agua libre de nucleasas y repetir el
ensayo. Si la cantidad de inhibidores es significativa puede extraer el
ADN molde para evitar su interferencia.

2. ADN de IAC degradado. Utilizar una alicuota nueva de IAC
resuspendido. Una vez resuspendido el control gelificado es
recomendable conservarlo alicuotado en viales de baja retencion a
-20 °C a fin de evitar su deterioro por congelacién/descongelacién.

3. Revisar la programacién de la PCR Verificar que el programa de
amplificacion seleccionado ha sido el adecuado.

4. Viales de Gelified Mix hidratados. Verificar la ausencia de
hidratacioén en los viales gelificados.

Aparicion de banda de Micoplasma spp. en el vial de IAC

1. ADN de IAC contaminado. Repetir el ensayo con una alicuota nueva
de IAC; si la contaminacién persiste resuspender un vial de IAC
gelificado nuevo.

2. Agua de reaccién contaminada. Repetir el ensayo con una alicuota
nueva de agua libre de nucleasas.

Falta de reproducibilidad en los duplicados de la muestra

1. Muestra no homogénea. Centrifugar la muestra antes de pipetear y
repetir el ensayo. Al pipetear evitar tocar el precipitado, rico en
inhibidores de PCR. Al centrifugar también puede pasar el sobrenadante
en un vial limpio.

6. APENDICE

Principales especies de Mollicutes detectadas por el Mycoplasma
Gel Detection Kit:

A. laidlawii M. orale

M. agalactiae M. pirum

M. arginini M. pneumoniae

M. arthritidis M. pulmonis

M. bovis M. salivarium

M. falconis M. spermatophilum
M. fermentans M. synoviae

M. hominis M. timone

M. hyorhinis Spiroplasmas

M. opalescens Ureaplasmas




