
본 kit에서는 mycoplasma가 특이적으로 지닌 어떤 종류의 효소 활성을

측정함으로써, 살아있는 mycoplasma를 검출한다. 이 효소가 MycoAlertTM

Substate에 작용하면 ADP가 ATP로 변환된다. 이렇게 생성된 ATP를

luciferin/luciferase 발광반응에 의해 검출한다. 형광검출은 luminometer

를 이용하여 검출한다. 

ATP + luciferin + O2

Mg2+

Oxyluciferin + AMP + PPi + CO2 + 빛

(Emission at 565 nm)

실제로는 MycoAlertTM Reagent를 시료에 넣고 세포를 용해시킨 후,

MycoAlertTM Substate를 첨가하기 전 (A)과 후 (B) 시료 중의 ATP level을

측정 (그림 2)하고, 그 비율(Reading B/Reading A)을 구한다. 시료 중에

mycoplasma가 존재하면 그 비율은 1.0을 크게 상회한다. 본 kit를 이용하

여 측정하고, 그 비율을 산출한 예를 표 2에 나타내었다.
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표 1 다양한 mycoplasma 검출법에 의한 검출감도 비교 (Cambrex사 data)

검체 cfu/㎖ 배양법 형광염색법 PCR*2 MycoAlertTM

0 - - - -
20 + + - +

A. laidlawii 200 + + + +
20,000 + + + +
200,000 + + - +

0 - - - -
20 - - - +

M. hyorhinis
20,000 + - - +
200,000 + + + +

*1: 검체로서 A. laidlawii와 M. hyorhinis가 감염된 HepG2 세포를 이용했다. 양성을 +, 음성을 -로 표시했다. 
*2: PCR은 35 cycle, 1 round로 실시했다 (A사 kit 사용). Nested PCR을 수행할 경우, 감도는 상승한다.

  Time (hours)

14—21 
Days

MycoAlertTM

assay

PCR증폭

형광염색법

배양법

6543210

그림 1 여러 가지 검출법에서 필요한 검출시간 비교

luciferase  



표 2 MycoAlertTM Assay에 의한 mycoplasma 감염세포와 비감염세포 판별 예

세포주 Reading B/ Reading A             비율판정

감염세포

K562 123.26 양성

A549 4.10 양성

U937 8.26 양성

board line
HepG2 1.27*

24시간 후에 다시 테스트

비감염세포

HL60 0.72 음성

COS-7 0.46 음성

*: 비율이 1.0을 약간 넘었을 경우는 24 ~ 48 시간 후에 다시 테스트 하여 비율이 증
가하는지 확인한다. 

감도 : PCR법, 형광색소법으로는 negative false가 되는 시

료에서도검출 가능

검출 한계 : 50 cfu/㎖ 이하

검출 가능한 균 : Mycoplasma, Acholeplasma, Ureaplasma 

단, 효모와 대장균은 검출되지 않는다.

본 kit를 이용한 검출 protocol의 개요를 그림 3에 나타내었다.

그림 3 본 kit를 이용한 mycoplasma 검출 protocol

1) Miller, C. J. et al.: Mycoplasma infection significantly alters microarray

gene expression profiles. (2003) BioTechniques 3355, 812-814.
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그림 2 Mycoplasma 감염세포와 비감염세포를 검체로 할 경우의 형광반응 kinetics
Mycoplasma 감염세포의 경우에는 MycoAlertTM Substate를 첨가하면 형광이 증대되
고, Reading B/Reading A 비율이 1을 크게 넘는다. 한편 비감염 세포의 경우에는 그
비율이 1을 크게 넘지는 않는다.

MycoAlertTM Assay Buffer를 이용하여 MycoAlertTM

Reagent 및 MycoAlertTM Substate 용액을 조제하여 15
분 정도 실온에 방치한다.

시료에 MycoAlertTM Reagent 용액을 첨가하고 5분간 방
치한다.

Luminometer로 형광을 측정 (Reading A)

Luminometer로 형광을 측정 (Reading B)

MycoAlertTM Substate 용액을 첨가해 10분간 방치한다.

Reading B/ Reading A 비율을 구하여 시료 중의
mycoplasma 유무를 판정한다

86420
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