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Patentkrav 

1. Fremgangsmåte for påvisning av en biologisk kontaminant i en testprøve, 

omfattende trinnene av:  

a) å kombinere bestanddeler for å fremstille en reaksjonsblanding, hvor 

ingrediensene omfatter (i) en nukleinsyreprøve som stammer fra en 5 

testprøve, (ii) oligonukleotider, og (iii) en DNA-polymerase, hvor 

oligonukleotidene omfatter:  

- en forover-oligonukleotid-primer, som er spesifikk for amplifikasjon av den 

biologiske kontaminants målamplifikasjonspolynukleotid (TAP)-sekvens; 

- en revers-oligonukleotid-primer, som er spesifikk for amplifikasjon av den 10 

biologiske kontaminants TAP-sekvens; 

- en oligonukleotid-påvisningssonde, som er spesifikk for den biologiske 

kontaminants TAP-sekvens; 

- en unik påvisningssonde (UDP) for en plasmid-amplifikasjonskontroll-

nukleotid (PACP)-sekvens av et positivt amplifikasjonskontroll (PAC)-15 

plasmid, idet plasmidet inneholder TAP-sekvensen og en PACP-sekvens; og 

- et sett av primere og en sonde for å påvise nukleinsyre-ekstraksjonskontroll-

polynukleotider (NACP); 

b) å utsette reaksjonsblandingen for en polymerase-kjedereaksjon (PCR); 

c) under PCR-en å overvåke produksjonen av (i) TAP, (ii) nukleinsyre-20 

ekstraksjonskontroll-polynukleotider (NACP) og PACP; og 

d) å sammenligne produksjonen av TAP med produksjonen av NACP og 

PACP, hvor tilstedeværelsen av TAP, tilstedeværelsen av NACP og fraværet 

av PACP som produseres under PCR-en, betyr at testprøven inneholder en 

biologisk kontaminant og ikke inneholder et positivt amplifikasjonskontroll-25 

plasmid, 

hvor en separat parallell positivkontroll-PCR-reaksjon gjennomføres under identiske 

parametere og med identiske komponenter, med det unntak at PAC-plasmidet er til 

stede i stedet for en fra en testprøve stammende nukleinsyreprøve, 

hvor tilstedeværelsen av TAP, NACP and PACP som produseres under 30 

positivkontroll-PCR-reaksjonen betyr at PCR-en fungerer korrekt, og fraværet av en 
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hvilken som eller flere hvilke som helst av TAP, NACP eller PACP betyr at 

positivkontrollen mislyktes. 

   

2. Fremgangsmåte ifølge krav 1, hvor testprøven er spiked med M13K07-fag. 

   5 

3. Fremgangsmåte ifølge krav 1, hvor nevnte UDP videre omfatter en fluorofor og 

en quencher. 

   

4. Fremgangsmåte ifølge krav 3, hvor nevnte fluorofor har en 

eksitasjonsbølgelengde hvor som helst mellom 495 nm og 680 nm, begge inkludert, 10 

og en emisjonsbølgelengde hvor som helst mellom 515 nm og 710 nm, begge 

inkludert. 

   

5. Fremgangsmåte ifølge et hvilket som helst av de foregående krav, hvor nevnte 

NACP er et M13-bakteriofag-polynukleotid. 15 

   

6. Fremgangsmåte ifølge krav 4, hvor den NACP-spesifikke oligonukleotid-

påvisningssonden omfatter et cyanin-fargestoff som har et absorpsjonsmaksimum 

på cirka 650 nm og et emisjonsmaksimum på cirka 670 nm. 

   20 

7. Fremgangsmåte ifølge et hvilket som helst av kravene 1-5, som omfatter å 

gjennomføre en PCR-reaksjon med en identisk negativkontroll, hvor 

negativkontrollen ikke omfatter testprøven, og hvor  

- det, dersom det i negativkontrollreaksjonen produseres TAP-er og PACP-

er, kan konkluderes at PCR-reagensene er kontaminert med PAC-plasmidet, 25 

- det, dersom det produseres TAP-er, men ikke PACP-er, kan konkluderes 

at PCR-reagensene er kontaminert med et parvovirus, 

- dersom så vel TAP- som PACP-produksjonen er negativ i 

negativkontrollreaksjonen, TAP- og PACP-produksjonen er positiv i 

positivkontrollreaksjonen, og TAP- og valgfritt NACP-produksjonen er positiv 30 

og PACP-produksjonen er negativ i testprøvereaksjonen, da er testprøven 

kontaminert. 
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