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Statusverabschiedet

1. Zweck und Anwendungsbereich

Diese Methode beschreibt ein Routineverfahren zuamtitativen Nachweis von Wildtyp und
rekombinanter Vaccinavirus-DNA mittels Real TimeRP(TagMar? 5'-Nuclease Assay).

Neben der Quantifizierung von Vacciniavirus-DNA kanit dieser Methode zwischen Genomen
von rekombinanten und Wildtyp-Vacciniaviren untéisden werden.

Werden Wischproben, die z.B. im Rahmen von Kontationsuntersuchungen (Laborober-
flachen) gewonnen wurden, als Ausgangsmaterial eredet, so zeigt die Auswertung der
durchgefiihrten Ringversuche, dass die Methodeeisedn Fall nur eine semiquantitative
Bewertung der Proben erlaubt.

Die Methode ist damit gut geeignet, den Kontamoretgrad einer Laboroberflache mit
Vacciniaviren zu definieren.

2. Kurzbeschreibung

Zwei im Genom von Vacciniavirev@ccinia Virus, Stamm Copenhagen: GenBank Nr.
M35027) vorkommende Gene (Thymidinkinase (CDS 8388388)VVvTK ;
Ribonucleotidreduktase (CDS 65056..673%MI4L ) werden mit je einem spezifischen Primer-
Paar in einer PCR amplifiziert. Die PCR-Produktedea mittels je einer verschieden
fluoreszenzmarkierten (FAM oder VIC) VacciniavirD®dA-Sonde fluorimetrisch wahrend
jedem PCR-Zyklus (Real time) nachgewiesen. Dabel die Nuklease-Aktivitdt defaqg DNA-
Polymerase ausgenutzt, indem die Sonde wahrendalgmerisation gespalten und dadurch der
fluoreszierende Farbstoff (FAM oder VIC) vom Queaic{TAMRA) getrennt wird [1]. Die
Zunahme der fur die Farbstoffe FAM und VIC spetzifisn Fluoreszenzsignale sind direkt
proportional zur Anzahl PCR-amplifizierter DNA-Fragnte des VVTK- respektive VvI4L-Gens.
Handelt es sich um die DNA von Wildtyp-Vacciniavir&konnen wahrend der PCR beide
Genfragmente amplifiziert werden und somit UberldiElen Sonden quantitativ gemessen
werden. Bei gentechnisch veranderten (rekombiniMacociniaviren wird jedoch entweder ein
Stiuck fremde DNA in die Mitte des VVTK-Gens klorti§2] oder eine heterologe Sequenz ersetzt
einen Teil des VvI4L-Gens [3], 1999). Die jeweilig8onden wurden so gewahlt, dass sie beim
Vorhandensein solcher fremder DNA-Fragmente distehenden PCR-Produkte nicht mehr
nachweisen konnen. Daher kann bei der PCR mit DbiArekombinanten Vacciniaviren jeweils
nur das nicht veranderte Gen (Referenz-Gen: entwé&dEK oder VviI4L) detektiert und
quantifiziert werden.

Die Anzahl Zyklen, bei der das gemessene Fluores3amal einen vorgegebenen
Schwellenwert Ubersteigt, ergibt den Ct-Wert. Hér@uantifizierung der Menge an Kopien des
jeweiligen Vaccinavirus-Genoms in der Probe wird @eWert der Probe mit dem Ct-Wert eines
Standards in Beziehung gebracht.
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3. Material
3.1 Geréate

Kunststoff- und Glasmaterialien miissen vor der \&mung sterilisiert werden. Die
Verwendung von aerosolgeschiitzten Pipettenspitisent dls Schutz vor Kontamination.
* Thermocycler mit Fluoreszenzdetektionseinheit
* Mikrozentrifuge
» diverse Kolbenhubpipetten
* Laborhandschuhe
* PCR-Verbrauchsmaterial:
* PCR-Platten
» Deckel fur PCR-Platten
* Cap Installing Tool
» aerosolgeschitzte Pipettenspitzen (diverse)
* Reaktionsgefalie (diverse)

3.2 Reagenzien

Es sind grundsatzlich analysenreine, fur die Z#ilkwind die Molekularbiologie geeignete
Reagenzien zu verwenden.

» steriles deion. Wasser
* Universal PCR Master Mix

* Primer:
VVTK-F 5'-tcg atg aag gac agt tct ttc ca-3’
VVTK-R 5’-cca tcg agt gcg gct act ata a-3’
VvIL4-F 5’-gac act ctg gca gcc gaa at-3’
VvIL4-R 5’-ctg gcg gct aga atg gca ta-3’

» Sonden:
VVTK-FAM 5'-ttg cca tac gct cac aga att caa caa tg8’
VvIL4-VIC 5’-agc agc cac ttg tac tac aca aca tcc gg3’

3.3 Losungen

* WTK-F: z.B. 12uM Primer-Ldsung

* VWTK-R: z.B. 9uM Primer-L6sung

e WIL4-F: z.B. 10uM Primer-LOsung

* WIL4-R: z.B. 12uM Primer-LOsung

* WTK-FAM: z.B. 10 uM Sonden-Lésung
e WIL4-VIC: z.B. 10 uM Sonden-Ldsung
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3.4 Referenzmaterial

Als Referenzmaterial fur die Bestimmung der abssillenge der Genomkopien der
Vacciniaviren dienen Plasmide, die ein spezifisdiregment der Vacciniavirus-DNA enthalten,
das durch die jeweiligen Primer und Sonden nachegam werden kann. Plasmide kdnnen im
Gegensatz zu genomischer DNA einfach in reiner Faaingestellt und danach mittels UV-
Spektroskopie quantifiziert werden. Die Referengpi@e flr den quantitativen Nachweis von
Vaccinia viren heil3en wie folgt:

pVVTK-Ref
pVvIL4-Ref

Diese Referenz-DNA ist auf Anfrage Uber den Untesahuss ,Methodenentwicklung” des LAG
erhaltlich (www.lag-gentechnik.de).

4. Durchfihrung

Die fur ein analytisches PCR-Labor notwendigen \abtsmaf3nahmen (r&umliche Trennung,
DNA-Dekontamination etc.) sind einzuhalten.

Normalerweise kann der Nachweis des VVvTK- und Vv@éns mittels Multiplexreaktionen (im
gleichen Reaktionsansatz) erfolgen (siehe 4.1 ud Wenn jedoch eines der beiden Gene in
der Probe weniger als 1% des anderen ausmactie i&enauigkeit der Multiplexreaktion
ungenigend. In diesem Fall, muss der Nachweiskibeelreaktionen erfolgen (siehe 4.3 und
4.4).

4.1 Herstellung des Mastermixes fluir den NachweisWacciniaviren, welche die Fremd-DNA
in das VVTK-Gen integriert haben (Multiplexreaktjon

» Die folgenden Angaben gelten furi@#Ansatze (nl extrahierte DNA + 20l Mastermix).
Folgende Losungen werden in ein steriles 1 B5pgendorfréhrchen pipettiert:

* Mastermix:
Reagenzien Endkonz. pl fr einen Ansatz
PrimerVvTK-F [12 uM] 600 nM 1,25
PrimerVvTK-R [9 uM] 200 nM 0,56
SondeVvTK-FAM [10 uM] 200 nM 0,5
PrimerVvIL4-F [10 uM] 180 nM 0,45
PrimerVvIL4-R [12 uM] 180 nM 0,38
SondeVvIL4-VIC [10 uM] 150 nM 0,38
steriles deion. Wasser - 3,98
TagMan Universal PCR 1x 12,5
Master Mix (2x)
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4.2 Herstellung des Mastermixes fiir den NachweisWacciniaviren, welche die Fremd-DNA
in das VvI4L-Gen integriert haben (Multiplexreaktjo

» Die folgenden Angaben gelten furi@#\nsatze (pl extrahierte DNA + 20l Mastermix).
Folgende Losungen werden in ein steriles 1,&pgendorfréhrchen pipettiert:

* Mastermix:

Reagenzien Endkonz. pl fur einen Ansatz
PrimerVvTK-F [12 uM] 200 nM 0,42
PrimerVvTK-R [9 uM] 70 nM 0,19
SondeVwTK-FAM [10 puM] 200 nM 0,5
PrimerVvIL4-F [10 uM] 500 nM 1,25
PrimerVvIL4-R [12 uM] 500 nM 1,04
SondeVvIL4-VIC [10 uM] 150 nM 0,38
steriles deion. Wasser - 3,72
TagMan Universal PCR 1x 12,5
Master Mix (2x)

4.3 Herstellung des Mastermixes fiuir den Nachweis\Wacciniaviren mittels Detektion des
VVTK-Gens (Einzelreaktion)

» Die folgenden Angaben gelten furi@#\nsatze (pl extrahierte DNA + 20l Mastermix).
Folgende Losungen werden in ein steriles 1,&pgendorfréhrchen pipettiert:

* Mastermix:

Reagenzien Endkonz. pl fir einen Ansatz
PrimerVvTK-F [12 uM] 600 nM 1,25
PrimerVvTK-R [9 uM] 200 nM 0,56
SondeVvTK-FAM [10 uM] 200 nM 0,5
steriles deion. Wasser - 5,19
TagMan Universal PCR 1x 12,5
Master Mix (2x)

4.4 Herstellung des Mastermixes fur den NachweisWaccinia viren mittels Detektion des
Vvi4L-Gens (Einzelreaktion)

» Die folgenden Angaben gelten furi@®nsatze (l extrahierte DNA + 20l Mastermix).
Folgende Losungen werden in ein steriles 1,&ppendorfréhrchen pipettiert:
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* Mastermix:

Reagenzien Endkonz. pl fr einen Ansatz
PrimerVvIL4-F [10 uM] 500 nM 1,25
PrimerVvIL4-R [12 uM] 500 nM 1,04
SondeVviL4-VIC [10 uM] 150 nM 0,38
steriles deion. Wasser - 4,83
TagMan Universal PCR 1x 12,5
Master Mix (2x)

» Die Gesamtmenge der einzelnen zu pipettierendeuargin ergibt sich aus der Anzahl
durchgefiihrter PCR-Reaktionen und einem Ubersohussnindestens 5%.

* Den Mastermix kurz mischen.

« 20ul Mastermix in sterile Tubes (z.B. Microafptical/96-well Reaction Plate) vorgeben.

» Jeweils pl der zu untersuchenden DNA-LOsungen zupipettieren.

+ Mit Deckel (z.B. Microamf Optical caps, 8caps/strip) verschlieRen und gtitlerh ,Cap
Installing Tool* andrticken.

« PCR-Platte (z.B. MicroanipOptical/96-well Reaction Plate) im TagMan gemagdadem
Temperatur-Zeit-Programm inkubieren:

Schritt

UNG-AKktivitat* 2 min / 50°C

Aktivierung AmpliTaq Gold 10 min / 95°C

Amplifikation (45 Zyklen) 15 sec/ 95°C
60 sec/ 60°C

*System zur Vermeidung von “carry-over“-Kontarationen. Kontaminierende Amplikons
werden vor der PCR durch das Enzym Uracil-Nk@sylase (UNG) abgebaut.

« Einstellen des Berechnungsmodus (z.B. am ABI PfiSequence Detection System 7700 fiir
Multiplex PCR Reaktionen (,,Instrument” - ,Diagnostics” - ,Advanced Options'‘Checkbox
,Use Spectral Compensation for Real Time" aktivieidanach Programm beenden und
nochmals starten)

» Eingabe des Reaktions -Volumens 45

* Eingabe der Anzahl Zyklen ,45*

« Standort und probenspezifische Angaben der Refer&ontroll-, und Untersuchungsproben
in den Eingabevorlagen fur die Fluoreszenzmarkdvikd VIC eingeben

* Messung starten
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5. Auswertung
Die Auswertung erfolgt gemaR den jeweiligen Anlegan der verwendeten Thermocycler.

Hinweise

* Nulllinie in der linearen Darstellung festlegen @er Regel zwischen dem 5. und 15. Zyklus)

» Wabhl eines geeigneten Thresholds in der logaritbineis Darstellung (in der Regel <0,2)

* Die Menge vorhandener Vacciniavirus-DNA wird duddn Ct-Wert des jeweiligen
Referenzgens definiert.

» Falls die Amplifikationskurven unklar sind, miss#a jeweiligen ,Multicomponent®
Darstellungen geéffnet und interpretiert werden.

6. Hinweise zur Qualitatssicherung

In jeder Analysenreihe missen folgende Kontroitetgefuhrt werden:

» einReagenzien-Blindwer(Mastermix, der mit Wasser anstatt DNA-Extraktidissing
versetzt wird).

Der Reagenzien-Blindwert muss negativ seinp@asten ist der Mastermix kontaminiert.

» eineNegativkontrolle(eine negative Extraktionskontrolle; eine Probe,dlirch den ganzen
Extraktionsschritt mitgefuihrt wurde, die aber mitirheit keine Vacciniavirus-DNA enthéalt
z.B. Puffer). Die Negativkontrolle muss negativs@insonsten ist eine Kontamination bei der
DNA-Extraktion zu vermuten.

» einePositivkontrolle(z.B. eine schon gemessene Probe, welche klaipuwsit). Die
Positivkontrolle muss eine sichtbare Amplifikatiergeben, ansonsten muss ein Fehler in der
PCR vermutet werden.

* je eine Messreihe mit 4 unterschiedlichen MengerbdaelenReferenzplasmideum
Bestimmen der gemessenen Kopienzahl der Vaccinsenome. Die Steigung der Geraden
bei der Auswertung dieser Messreihen muss zwingesgthen -3.3 und -3.7 liegen.

Wenn die Kontrollen nicht das gewiinschte Resut@gleen, missen die Resultate dieser
Versuchsreihe verworfen und die Untersuchung, lisnnach Durchfiihrung geeigneter
Mafinahmen wiederholt werden.

7. Ringversuch

Im Jahr 2002 wurde diese Methode durch den Untecauss ,Methodenentwicklung” des LAG
in einem Ringversuch validiert, an dem insgesamirtdesdeutsche und ein Schweizer
Uberwachungslabor teilnahmen.

Alle 7 Laboratorien wendeten die vorliegende Methgdit Erfolg® an.

Jeder Teilnehmer sollte in finf codierten Probenhvaischiedenen Kopienzahlen von Genomen
rekombinanter und Wildtyp-Vacciniaviren eine engspirende Quantifizierung der viralen DNA
vornehmen. Die Quantifizierung der viralen DNA sewlie Differenzierung in Wildtyp :
gentechnisch verandert wurde von allen beteiliigooren erfolgreich durchgefiihrt.

Diese Methode beruht auf einer Standard-Arbeitsegsung (SOP) des kantonalen Laboratoriums

Basel- Stadt (SOP P222), deren Entwicklung findhdiech das Schweizer Bundesamt fir
Umwelt, Wald und Landschaften (BUWAL) unterstitzairde.
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