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(54) СПОСОБЫ, СИСТЕМЫИ КОМПОЗИЦИИ ДЛЯ ДЕТЕКЦИИМИКРОБНОЙ ДНК ПРИ
ПОМОЩИПЦР

(57) Формула изобретения
1. Способ селективной амплификации одной или нескольких целевых бактериальных

ДНК в образце, включающий:
гибридизацию множества гибридизационных зондов, выбранных из SEQ ID NO: 1

или SEQ ID NO: 6, с указанной целевой микробной ДНК, где каждый из указанных
гибридизационных зондов содержит 5'-концевой участок, имеющийпоследовательность
небактериальнойДНК, выбраннуюиз вирусной последовательности или искусственно
сконструированной последовательности, и 3'-концевой участок, имеющий
последовательность, комплементарнуюучасткупоследовательности генабактериальной
16S rRNA;

удаление негибридизированных гибридизационных зондов и любого несвязанного
3'-концевого участка целевой бактериальной ДНК;

удлинение 3'-концов гибридизационных зондов и целевой бактериальной ДНК с
образованием двухцепочечных удлиненных с помощью праймера матриц и

проведение способа ПЦР для селективного амплифицирования удлиненных с
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помощью праймера матриц при помощи набора праймеров, который включает по
меньшей мере один праймер, имеющий небактериальную последовательность,
комплементарную небактериальной последовательности гибридизационных зондов.

2. Способ по п. 1, отличающийся тем, что этап удаления и этап удлинения включают
добавление смеси экзонуклеазы I и ДНК-полимеразы Кленова.

3. Способ по п. 1, отличающийся тем, что последовательность указанного 3'-
концевого участка гибридизационных зондов комплементарна консервативному участку
последовательности гена 16S рРНК.

4. Способ по п. 1, отличающийся тем, что указанный способ ПЦР выбирают из
стандартной ПЦР или ПЦР в режиме реального времени.

5. Способ по п. 1, отличающийся тем, что указанный образец не обрабатывают от
контаминирования бактериальной ДНК.

6. Способ детекции бактериальной инфекции у субъекта, включающий:
добавление множества гибридизационных зондов, выбранных из SEQ ID NO: 1 или

SEQ ID NO: 6, в образец субъекта, где каждый из указанных гибридизационных зондов
содержит 5'-концевой участок, имеющий последовательность небактериальной ДНК,
выбранную из вирусной последовательности или искусственно сконструированной
последовательности, 3'-концевой участок, имеющий последовательность,
комплементарную участку последовательности гена бактериальной 16S rRNA;

гибридизацию гибридизационных зондов с бактериальной ДНК в образце;
удаление негибридизированных гибридизационных зондов и любого несвязанного

3'-концевого участка бактериальной ДНК;
удлинение 3'-концов гибридизационных зондов и бактериальнойДНКсобразованием

двухцепочечных удлиненных с помощью праймера матриц;
амплифицирование удлиненных с помощью праймера матриц путем проведения

способа ПЦР при помощи набора праймеров, который включает по меньшей мере
один прямой праймер, имеющий небактериальную последовательность,
комплементарную небактериальной последовательности гибридизационного зонда; и

анализирование амплифицированныхПЦР-продуктов для определения присутствия
или отсутствия бактерии.

7. Способ по п. 6, отличающийся тем, что указанный образец не обрабатывают от
контаминации бактериальной ДНК.

8. Способ по п. 6, отличающийся тем, что последовательность указанного 3'-
концевого участка гибридизационных зондов комплементарна консервативному участку
последовательности гена 16S рРНК.

9. Гибридизационный зонд для создания удлиненной с помощью праймера ДНК-
матрицы из целевой бактериальной ДНК в образце для селективной амплификации с
помощью способа ПЦР, при этом указанный гибридизационный зонд содержит:

5'-концевой участок, имеющий небактериальную последовательность, выбранную
из вирусной последовательности и искусственно сконструированной
последовательности; и

3'-концевой участок, имеющий последовательность, комплементарную участку
последовательности гена бактериальной 16S rRNA,

где указанный гибридизационный зонд выбран из SEQ ID NO: 1 или SEQ ID NO: 6.
10. Гибридизационный зонд по п. 9, отличающийся тем, что указанная

небактериальная последовательность представляет собой последовательность прямого
праймера М13.

11. Гибридизационный зонд по п. 9, отличающийся тем, что последовательность
указанного 3'-концевого участка гибридизационного зонда комплементарна
консервативной последовательности гена 16S рРНК.
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12. Набор для создания удлиненной с помощью праймера ДНК-матрицы из целевой
микробной ДНК для селективной ПЦР-амплификации и детекции, включающий:

множество гибридизационных зондов по п. 9.
13. Набор по п. 12, дополнительно включающий смесь 3'-5'-экзонуклеазы и ДНК-

полимеразы Кленова.
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