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Patentkrav  

 

1. PCR-klar sammensetning for deteksjon av en mikroorganisme i en biologisk prøve 

omfattende som komponenter: 

en blanding av deoksynukleotidtrifosfater omfattende vesentlig ekvivalente mengder av 5 

dATP, dCTP, dGTP og dTTP, samlet til stede i sammensetningen i en konsentrasjon på 0,1 

mM til 1 mM; 

et chelateringsmiddel valgt fra gruppen som består av etylenglykoltetraeddiksyre, 

hydroksyetyletylendiamintrieddiksyre, dietylentriaminpentaeddiksyre, N,N-

bis(karbοksymetyl)glysin, etylendiamintetraeddik, vannfritt citrat, natriumcitrat, kalsiumcitrat, 10 

ammoniumcitrat, ammoniumbicitrat, sitronsyre, diammoniumcitrat, kaliumcitrat, 

magnesiumcitrat, ammoniumcitrat av jern III, litiumcitrat og en hvilken som helst kombinasjon 

derav, til stede i sammensetningen i en konsentrasjon på 0,01 mM til 1 mM; 

PCR-osmolaritetsmidlet N,N,N-trimetylglysin (betain), til stede i sammensetningen i en 

konsentrasjon på 1 mM til 1 M; 15 

et albumin valgt fra gruppen som består av bovint serumalbumin, humant 

serumalbumin, geiteserumalbumin, pattedyralbumin og en hvilken som helst kombinasjon 

derav, til stede i sammensetningen i en konsentrasjon på 5 ng/ml til 100 ng/ml; 

minst to salter, den første er et kaliumsalt valgt fra gruppen som består av kaliumklorid 

og kaliumglutamat og den andre er et magnesiumsalt valgt fra gruppen som består av 20 

magnesiumklorid og magnesiumsulfat, samlet til stede i sammensetningen i en konsentrasjon 

på 50 mM til 1 M; 

og en buffer valgt fra gruppen som består av tris(hydroksymetyl)aminometan (Tris), 

citrat, 2-(N-morfolino)etansulfonsyre (MES), N,N-Bis(2-hydroksyetyl)-2-aminoetansulfonsyre 

(BES), 1,3-bis(tris(hydroksymetyl)metylamino)propan (Bis-Tris), 4-(2-hydroksyetyl)-1-25 

piperazinetansulfonsyre (HEPES), 3-(N-morfolino)propansulfonsyre (MOPS), N,N-bis(2-

hydroksycetyl)glysin (Bicin), N-[tris(hydroksymetyl)metyl]glysin (Tricine), N-2-acetamido-2-

iminodieddiksyre (ADA), N -(2-acetamido)-2-aminoetansulfonsyre (ACES), piperazin-1,4-

bis(2-etansulfonsyre) (PIPES), bikarbonat, fosfat og en hvilken som helst kombinasjon derav, 

til stede i sammensetningen i en konsentrasjon på 1 mM til 1 M og med en pH på 6,5 til 9,0, 30 

hvori bufferens pKa er innenfor en enhet av pH-en til sammensetningen ved en 

omgivelsestemperatur, hvori komponentene kombineres med nukleasefritt vann; og hvori 

sammensetningen omfatter én eller flere farger; 

en varmestabil polymerase til stede i en mengde fra 0,05 U til 1 U; 
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en merket deteksjonssonde som spesifikt binder til en PCR-amplifisert 

nukleinsyresekvens som er spesifikk for mikroorganismen; 

og et par av PCR-primere konfigurert til å amplifisere med PCR nukleinsyresekvensen 

som er spesifikk for mikroorganismen, samlet til stede i sammensetningen i en konsentrasjon 

på 0,5 μM til 50 μM hvori hver PCR-primer er fra 18 til 35 nukleotider i lengde. 5 

 

2. Sammensetning ifølge krav 1, hvori mikroorganismen er en bakterie, et virus, en sopp 

eller en parasitt. 

 

3. Sammensetning ifølge krav 2, hvori mikroorganismen er et virus, fortrinnsvis hvori 10 

viruset er influensavirus, mer foretrukket H1N1, H2N2, H3N3 eller H5N1. 

 

4. Sammensetning ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 3, hvori sammensetningen 

opprettholder PCR-amplifikasjonsaktivitet etter å ha blitt tint og omfryst ti ganger. 

 15 

5. Sammensetning ifølge et hvilket som helst foregående krav, hvori det ene eller flere 

fargestoffene velges fra gruppen som består av fluorescein, ROX™ og 5-karboksy-X-rodamin. 

 

6. Sammensetning ifølge et hvilket som helst foregående krav, hvori pH-en er fra 6,5 til 

7,5; og/eller bufferens pKa er innenfor 0,5 av bufferens pH ved omgivelsestemperatur; 20 

fortrinnsvis innenfor 0,2 av bufferens pH ved omgivelsestemperatur. 

 

7. Sammensetning ifølge et hvilket som helst foregående krav, videre omfattende en 

kontrollnukleinsyre som tilveiebringer et kvalitativt eller kvantitativt mål for PCR-

amplifisering som er til stede i sammensetningen i en konsentrasjon på 1 fg til 1 ng. 25 

 

8. Fremgangsmåte for deteksjon av en mikroorganisme i en biologisk prøve, omfattende: 

å bringe den biologiske prøven i kontakt med sammensetningen ifølge et hvilket som 

helst foregående krav for å danne en blanding; 

å utføre flere varmesykliseringstrinn på blandingen for å danne et amplifiseringsprodukt 30 

som avledes fra nukleinsyren som er spesifikk for mikroorganismen; 

å detektere nærværet eller fraværet av amplifikasjonsproduktet for å bestemme 

nærværet eller fraværet av et medlem av mikroorganismen i den biologiske prøven. 
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9. Fremgangsmåte ifølge krav 8, videre omfattende å detektere en amplifisert sekvens av 

en kontrollnukleinsyre og bestemme kvaliteten eller kvantiteten på amplifikasjon som oppstod 

fra de flere varmesykliseringstrinnene. 

 

10. Sett omfattende sammensetningen ifølge et hvilket som helst av kravene 1 til 7, 5 

inneholdt i en steril beholder konfigurert for tilsetning av en biologisk prøve og 

varmesyklisering og instruksjoner for å bestemme nærværet eller fraværet av mikroorganismen 

fra resultatene fra varmesykliseringen. 
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