SO DETECTION KIT B ALICYCLOBACILLUS SP. SCREENING WEIHENSTEPHAN
Zur Detektion von Alicyclobacillus Arten

Art.-Nr. 2201-18

A Achtung! Lesen Sie die Gebrauchsanweisung und die Sicherheitsdatenblatter vor Beginn der Analyse aufmerksam durch. Die Sicherheitsdatenblatter
sind im Downloadbereich auf www.pika-weihenstephan.de zu finden. Alle Probenbearbeitungsschritte sollten moglichst unter sterilen Bedingungen durchge-
fuhrt werden. Tragen Sie wahrend der Ausfiihrung der Analyse adaquate Schutzbekleidung und puderfreie Einweghandschuhe. Die Verwendung von Filter-

Pipettenspitzen wird empfohlen. Dieses Produkt ist ausschlieBlich fur Forschungszwecke zu verwenden.

Produktbeschreibung

Der PCR Kit Alicyclobacillus sp. Screening wurde zum Nachweis von Alicyclobacillus sp. entwickelt.

PCR Kit Inhalt

Mitgelieferte Materialien, ausreichend fiir 48 Reaktionen

Bezeichnung Volumen Lagerung*
Reagenzien fur DNA Isolierung
Waschpuffer A (gelber Deckel) 1x10,0ml

4°C
Lysepuffer A (blauer Deckel) 2x10,0 ml
Reagenzien und Materialien fur DNA Analyse
Rehydratisierungspuffer B (weil3er Deckel) 1x5,0ml
DNA (roter Deckel) als Positivkontrolle 1 x50 pl 4°C
PCR-GefaRe (8er-Streifen) mit Oligo Mix 6
Deckelstreifen (8er-Streifen) zum VerschlieRen der PCR-Gefale 6 40%?;;:&‘;“

* Kit wird bei Raumtemperatur versendet

Bendotigte Materialien, die nicht mitgeliefert werden

Material

Instrumente und Equipment

Real-time PCR System im Mikrotiter Format (0,1 ml GefaRe) mit Mess-Kanalen fir
FAM (520 nm Emission) und VIC/HEX (550 nm Emission)

Tischzentrifuge fur 1,5 ml Reaktionsgefale

Plattenzentrifuge oder Adaptor fiir 8er Streifen

Reagenzglasschdittler (Vortexer)

Pipetten

Verbrauchsmaterialien und Reagenzien

Puderfreie Einweghandschuhe

1,5 ml Reaktionsgeféalle, safe-lock, steril

Filterspitzen

2-fach konzentrierter Master Mix mit DNA Polymerase + dNTPS + MgCl,
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Durchfiihrung der Analyse

Teil 1: Probenverarbeitung

1.

Die Probe wird in ein 1,5 ml Reaktionsgefal? pipettiert:

a) Flussige Proben:

- 50 pl von einer bakteriell getriibten Probe

- 1,0 — 1,5 ml von einer nicht triiben Probe (ggf. kann auch gréReres Volumen zur Zentrifugation eingesetzt werden)

- 50 — 200 pl von einer flissigen Probe, die Partikel enthélt, um nach der Zentrifugation ein Pellet von maximal 2 mm zu
erhalten (vgl. Abb. 1)

b) Kolonien: Sowohl einzelne Kolonien als auch mehrere Kolonien gemeinsam kénnen als eine Probe bearbeitet werden

- 200 pl Waschpuffer A in ein 1,5 ml Reaktionsgefal? pipettieren und die Kolonie(n) in die Flussigkeit geben._Schritte 4.
bis 6. werden dann weggelassen.

Probe in einer Mikroliterzentrifuge bei 12.000 bis 14.000 U/min (25.000 x g) 3 min zentrifugieren; alternativ fir Zentrifugen
mit niedriger Drehzahl: 10 min bei 4.000 U/min (1.500 x g)

Die GroRe des Pellets kontrollieren, es enthalt die Bakterienzellen aus der Probe. Das PeIIe} darf eine Grof3e von ca. 2 mm
Durchmesser nicht Gberschreiten (siehe Abb. 1). Falls nétig, einen Teil vom Pellet mit dem Uberstand verwerfen

Uberstand vorsichtig abpipettieren oder abgieRen und verwerfen
Optional: 200 pl Waschpuffer A zum Pellet zugeben, Pellet gut resuspendieren und die Schritte 2-3 wiederholen

200 pl Lysepuffer A zum Pellet zugeben. Beim Entnehmen des Puffers darauf achten, Ll | ¥ 1
dass ca. 50-75 pl des Gesamtvolumens aus Sediment bestehen 1 /
3 min bei max. Drehzahl auf dem Reagenzglasschuttler mischen _ ™y
zentrifugieren wie unter 2.

Das Pellet enthélt Reste der Zellwande und andere von der DNA abgetrennte Partikel. - -
100 pl des Uberstandes, der die DNA enthélt, in ein Abb.1: empfohlene Pelletgrofien
frisches Reaktionsgefal umpipettieren und fur die PCR Analyse Links: max. bakterielle PelletgréRe
benutzen, ggf. fir die Lagerung bei —18 bis —20 °C einfrieren Rechts: max. PelletgroRe fiir Probe,

die Partikel enthalt

Teil 2: DNA-Analyse

Alle Reaktionskomponenten mit Ausnahme von 2-fach konz. Master Mix werden bereits in den PCR-Geféal3en vordosiert und
getrocknet geliefert. Alle PCR-GefaRe enthalten Oligo Mix sowie eine interne Positivkontrolle (IPC).

Pro Probe wird ein PCR-Gefa3 Oligo Mix bendtigt. Zusatzlich werden pro Lauf je ein Gefaf? fur Positiv- und Negativkontrolle
bendtigt.

Zur Aktivierung der Reaktionskomponenten wird ein Aliquot Rehydratisierungsmix, bestehend aus Rehydratisierungspuffer B
und 2-fach konz. Master Mix (nicht im Produkt enthalten), pro PCR-GefaR zugegeben. Fur alle zu analysierenden Proben wird
ein gemeinsamer Rehydratisierungsmix hergestellt wie in Tabelle 1 angegeben.

Herstellung und Verteilung des PCR-Rehydratisierungsmixes

Pro Probe wird ein PCR-GefaR benétigt. Wir empfehlen eine Positiv- und eine Negativkontrolle pro PCR mitlaufen zu lassen.

1. Die bendtigte Menge an Reagenzien berechnen, welche fiir den Rehydratisierungsmix benétigt wird (Tabelle 1)
2. Alle Komponenten in der angegebenen Reihenfolge in ein steriles Reaktionsgefal pipettieren

3. Reaktionsgefal? schlieen, schitteln und zum Sammeln kurz anzentrifugieren

multipliziert .
K t Pro PCR- + 10% als it Prob hi gesamtes Volumen fur
omponenten Reaktion Pipettierreserve mit Frobenzantn Rehydratisierungsmix
zzgl. 2 Kontrollen
Rehydratisierungspuffer B 10,0 pl 1,0 pl (n+2) =11,0 pl x (n+2)
2-fach konz. Master Mix 15,0 pl 1,5pl (n+2) =16,5 pl x (n+2)
Gesamtvolumen

- . =27,5ul 2
Rehydratisierungsmix 25004 25u n+2) SHix (n+2)

Tabelle 1: Herstellung des Rehydratisierungsmixes

Verarbeitung der Proben fur die PCR

1. 25 pul des Rehydratisierungsmixes werden pro PCR-GefaR pipettiert
2. 5,0 ul der extrahierten Probe (aus Teil 1 Probenverarbeitung) in ein PCR-Gefal3 aus 1. pipettieren
3. Fur die Kontrollen:
» 5,0 pl von der mitgelieferten DNA (Positivkontrolle) anstelle der Probe in das PCR-Gefal pipettieren

» 5,0 pl Rehydratisierungspuffer (Negativkontrolle) anstelle der Probe in ein weiteres PCR-Gefal? pipettieren
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4. PCR-Gefalze mit Deckelstreifen (im Produkt enthalten) verschlie3en, Deckel nicht mit bloRen Handen beriihren!

5. Optional: kurz anzentrifugieren (max. bei 2.000 U/min)
6. PCR-Gefal3e in den Thermocycler stellen, dabei folgendes Temperaturprofil einstellen:
»  Volumen auf 30 pl einstellen
»  Detektoren FAM (520 nm Emission) und VIC/HEX (550 nm Emission) einstellen. Der Quencher fiir die
interne Kontrolle ist TAMRA

Stepl Step2

<§ : Messpunkt
95°C 95°C

*Aktivierungszeit ist abhéngig vom verwendeten Master Mix (siehe
XXX

Herstellerangaben)

00:60

P [
<% |

40X

Auswertung
1. Kurvenverlaufe kontrollieren
2. Auswertung der Ct-Werte:
FAM-Kanal detektiert Zielorganismen:
a. Ct < 38: Nachweisreaktion ist positiv

b. Ct 38 — 40: Nachweisreaktion ist grenzwertig; die Kurve(n) sollten kritisch Uberprift und evtl. die Pro-
be(n) nochmals bearbeitet werden

c. Ct>40 bedeutet: Nachweisreaktion ist negativ
VIC/HEX-Kanal detektiert interne Positivkontrolle:
a. Fur die interne Kontrollreaktion ist ein Ct von < 35 zu erwarten

b. Falls der Ct zwischen 38 — 40 liegt und zu einer Probe mit negativen FAM Ergebnis gehort, ist die
Kontrollreaktion als gehemmt / negativ zu werten

Im Falle von positiven Proben mit starken Signalen (Ct = 20 - 25) kann die interne Positiv-Kontrolle einen
hohen Ct-Wert zeigen oder evtl. ganz ausfallen.

Nachweisreaktion Kontrollreaktion Ergebnis
+ + DNA von mindestens einem Vertreter von Aliyclobacillus sp.
ist enthalten
DNA von mindestens einem Vertreter von Aliyclobacillus sp.
+ N ist enthalten
i . Keine nachweisbare DNA von Aliyclobacillus sp.

enthalten

Ergebnis nicht auswertbar:
. entweder: Probenaufschluss mit geringerem Probenvolumen
- - wiederholen und analysieren
. oder: DNA in Rehydratisierungspuffer B verdiinnen
(1:100 bis 1:1000) und erneut analysieren

Tabelle 3: Auswertung der PCR-Ergebnisse

Zur ldentifizierung der Mikroorganismen aus positiven Screening-Befunden kann eine Nachdifferenzierung durchgefuhrt wer-
den mit unserem Testsystem DETECTION KIT B ALICYCLOBACILLUS ACIDOTERRESTRIS (ART.-NR. 2201-16).
Fir Proben, die die PCR inhibieren kdnnten ist der DNA ISOLIERUNGSKIT COLUMNEX (Art. Nr. 2017-3) erhaltlich.

PIKA Weihenstephan GmbH
Raiffeisenstralle 31A
85276 Pfaffenhofen

DEUTSCHLAND
Tel +49 (0) 8441 879 48 30
Fax +49 (0) 8441 879 48 31

www.pika-weihenstephan.de
order@pika-weihenstephan.de

Anmerkungen: Anwendungen: Das Produkt ist ausschlieBlich fir Forschungszwecke zu verwenden.

Schutzrechte: Die Verwendung unserer Produkte kann Schutzrechte Dritter beriihren. Der Erwerb unserer Produkte beinhaltet nicht das Recht zur Durchfiihrung der PCR oder ihre Verwendung in der
Diagnostik. Wir weisen darauf hin, dass fiir die Anwendung unserer Applikationen in der PCR lizensiertes Zubehor (Thermocycler, Taq Polymerase) verwendet werden muss. PIKA Weihenstephan GmbH
tbernimmt keinerlei Verantwortung fiir die rechtméaRige Anwendung der Applikation; diese liegt ausdriicklich und ausschlieBlich beim Nutzer. PCR: Die Durchfiihrung der Polymerase Chain Reaction ist
patentrechtlich geschtzt; fur die kommerzielle Anwendung ist eine Lizenz von den Firmen Roche und/oder Applied Biosystems erforderlich “No license under these patents to use the PCR process is
conveyed expressively or by implication to the purchaser by the purchase of this product. Further information on purchasing licenses to practice the PCR process may be obtained by contacting the Director
of Licensing at Roche Molecular Systems, Inc., 1145 Atlantic Avenue, Alameda, California 94501.”

PIKA Weihenstephan® ist eine in Deutschland und anderen Landern eingetragene Marke.
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