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Anhang 8.3. Real-Time PCR-Nachweis von SMRV-

env-Sequenzen

Mit diesem Nachweis wird ein Abschnitt des env-Gens des Squirrel Monkey RetroVirus
(SMRYV, GenBank Accession M23385) nachgewiesen. Das PCR-Produkt ist 74 bp lang (nt

6917 — nt 6990).

8.3.1. Chemikalien

PCR-Pufferlosung mit einer Hotstart-Polymerase (z.B. ABI TagMan Universal PCR Master

Mix). Der Einsatz von UNG ist optional.

8.3.2. Primer und Sonden

. : : , Endkonzentration
Name Oligonukleotid-Sequenz 5’ nach 3 in der PCR
SMRV-enF | CAAAGC CAATTC CCT AAGTTATCCT 800 nmol/l
SMRV-enR | TGT GCA TCA ATG TCA GGT CCTC 800 nmol/l
SMRV-enS | FAM- CCA CCC CCT AGC TCG CTC AAA ACC A -TAMRA 100 nmol/l

PCR-Amplifikatlange = 74 bp

8.3.3. Reaktionsansatz

Reagenz (Stamml6sung)

Konzentration im Einzel-

PCR- Ansatz
2x Tagman Mix
(enthalt Puffer, dNTPs und eine Hot-Start- | 1
Polymerase)
Primer SMRV-enF, 10 umol/l 0,8 pmol/l
Primer SMRV-enR, 10 pmol/l 0,8 pmol/l
Sonde SMRV-enS, 10 umol/l 0,1 pmol/l

steriles Reinstwasser

DNA-Menge im Einzel-
PCR-Ansatz

Proben-DNA (5-20 pg/ml)

optimal: 10 — 40 ng




8.3.4. Temperatur-Zeit-Programm

Temperaturschritt Temperatur Zeit Anzahl
b () (sec) Zyklen

UNG-Aktivierung (falls eingesetzt) 50 120 1x

Polymerase-Aktivierung 94 600 1x
I 94 15

Amplifikation 60 0 45x

8.3.5 Validierung

Der Nachweis wurde im Rahmen eines Ringversuches des Unterausschusses

Methodenentwicklung der Bund/Landerarbeitsgemeinschaft Gentechnik validiert. Die

Reaktionen wurden im Ringversuch in einem Volumen von 25 pl durchgeftihrt. Als
Mengenstandard wurde ein kalibriertes Hybrid-PCR-Produkt zur Abschatzung der

gemessenen Kopienzahlen eingesetzt, das aus den Amplifikaten der Nachweise der
Anhange 8.1., 8.2., und 8.3. bestand. Die ermittelten Validierungsdaten wurden im Auftrag
des BVL statistisch ausgewertet. Die Ergebnisse dieser Auswertung sind unter Punkt 7 im

Hauptdokument beschrieben.




