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청

청 항 1 

열  1  프라  또  그 상보  열  프라   열  2 또  그 상보  열  프라  

하여 생물학  시료에  핵산 폭  행하  단계;

상  핵산 폭 산물  하  단계;  

상   결과  근거  상  생물학  시료  트 커  갈락티에  재 여  단하  단계

포함하 , 상   결과 317 bp 폭 산물  검  상  생물학  시료에  트 커  갈락티에  

재  나타내  것 , 비트 에  트 커  갈락티에(Streptococcus agalactiae)  특  검 하

 . 

청 항 2 

 1 항에 어 , 

상  생물학  시료   균, , 또  뇌척 , . 

청 항 3 

 1 항에 어 , 

상  프라  색,  또  물질  지  것 , . 

청 항 4 

 1 항에 어 , 

상  생물학  시료   트 커  갈락티에  재  뇌 막염(meningitis)  또  

(sepsis)  나타내  것 , . 

청 항 5 

 1 항에 어 , 

상  핵산 폭  PCR (Polymerase Chain Reaction) , 상  핵산 폭 산물   동에

한 것 , . 

청 항 6 

삭

청 항 7 

삭

청 항 8 
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삭

청 항 9 

삭

청 항 10 

삭

청 항 11 

삭

 

   

본원  트 커  갈락티에 검  통해,  또  뇌 막염  검 하  에 한 것 다.[0001]

 경  

균  막염 (Bacterial meningitis, BM )  뇌  척   신경계에 향  미치   염 ,  사망[0002]

  질 ,  각  진단과  치료가  다.  균  막염  키  주  병원균

Meningococcus, Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, streptococcus agalactiae  등  원

균  한 동  필 하다. 

라  각  치료가 필 함에도 하고, 원 균  규   에 합한 항생  택  해 치료가 지[0003]

연  것  실 다.  

,  원 균  식별  해 뇌척 (cerebrospinal fluid, CSF)  하고,  원 균  동 하고,[0004]

어 항생  택  해 원 균  체  항생  감  검사가 진행 다. 하지만, 러한 과   5  상

 간   치료 지연  주  원  공한다. 

욱  원 균  동 에 어,  에 항생  치료에 었거나 천천  라  리  경우에  [0005]

 결과  나타내  문  다. 

 해결하  해 균  뇌 막염 진에 역염색  사 도 한다. 그러나  낮  민감도  다[0006]

항원과  차  문  다. 

또한  16S rRNA  보  지역에 한 PCR  한 리  감별하  것  가 하나, 특[0007]

 리   별하  것에  어 움  재한다. 

라  리  뇌 막염  진단과 치료  해  특  리   별할  고   민감도  [0008]

도  가진  개  필 하다.

[ 행문헌][0009]

미  공개특허공보 2009-0246764[0010]

 내

해결하  과

본원  핵산 검  본  하  신 하 도 편리   뇌 막염 원 균 검   공하고  한[0011]

다.
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과  해결 단

한 태에  본원  트 커  갈락티에(Streptococcus agalactiae)  특  검 하  열  1,[0012]

열  2  그 상보  열    택  리고 클 타 드  공한다. 

 에  본원  리고 클 타 드  균 래  핵산 폭  들  PCR에 사   나, [0013]

 한하  것  니다. 

본원에  리고 클 타 드  뇌 막염(meningitis) 또  (sepsis)  진단에 사   다. [0014]

다  태에  본원  또한 본원에  리고 클 타 드  포함하  트 커  갈락티에 검[0015]

물 또  키트  공한다. 

또다  태에  본원  열  1  프라  또  그 상보  열  프라   열  2 또  그 상보[0016]

열  프라  하여,  생물학  시료  비트 에  트 커  갈락티에(Streptococcus

agalactiae)  특  검 하   공한다. 

또다  태에  본원  뇌 막염 또   진단에 필 한 보  공하  하여 뇌 막염 또  [0017]

 심  상체 래  시료에  열  1  프라  또  그 상보  열  프라   열  2 또

 그  상보  열  프라  하여,  생물학  시료  비트 에  트 커  갈락티에

(Streptococcus agalactiae)  특  검 하   공한다. 

본원에  리고 클 타 드, 물,   키트  생물학  시료 ,  들   균, ,[0018]

또  뇌척 에  트 커  갈락티에 검 에 사   , 검  핵산  폭 또  에 한

것   ,  에  폭  들  PCR에 해 검 다. 

본원에  검  에  PCR  사 하  경우, 상   상  PCR 산물에 하여 동  행하  단[0019]

계;  상  동 결과  근거  시료  트 커  갈락티에  재 /또   단하  단계

 가  포함하 ,  상  동 결과 317 bp 산물  검  상  생물학  시료에  트 커  갈

락티에  재  나타내  것 다. 상  시료  트 커  갈락티에  재  뇌 막염(meningitis)

또  (sepsis)  진단에 사 다.

 과

본원  물   하  뇌 막염 또   원  균  무  한  검사  신 하고 하[0020]

게 검 할  다.

도  간단한 

도 1  본원   에  S. agalactiae 특  프라  특  PCR  검 한 후 동[0021]

 한 결과 다. S. agalactiae 에 6  다  균에 하여도 동 한 실험  행하 다. M  사

 마커 , S. agalactiae에 만 폭  었 , 폭  산물  317 bp 다. NC  다. 

도 2  본원   에  S. agalactiae 특  프라  민감도  측 한 결과 , 상 한 도  주

 사 하여 PCR  행한 후 동  하 다. M  사  마커 , 폭  산물  317 bp 고,

NC  다. 

 실시하  한 체  내

본원에  트 커  갈락티에(Streptococcus agalactiae)  특   cfb (cAMP factor)  [0022]

하고, 상   검  통해 트 커  갈락티에  특  검 할  도  고  리고

클 타 드, 상  리고 클 타 들 포함하  물, 키트   개시한다. 

트 커  갈락티에(Streptococcus  agalactiae)  신생 에게 (sepsis),  뇌 막염(meningitis),[0023]
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폐 (pneumonia)  같  심각한 침  질병  키  가   리 다. 또한 10-30%  산

생식  또  에 Streptococcus agalactiae  가지고  경우, 산도 (birth canal)  통해  신생 에

게 감염시킬  다.  

라  러한 본원에  물, 키트 또    트 커  갈락티에  해  다 한 질[0024]

  들  (sepsis) 또  뇌 막염(meningitis)과 같  심각한 침  질병  진단 특   진단에

하게 사   다.  

트 커  갈락티에가 상  질  균 라  사실  에 공지  것   들  Centers for[0025]

Disease Control and Prevention (February 2009). "Trends in Perinatal Group B Streptococcal Disease -

United  States,  2000-2006“ Morbidity  and  Mortality  Weekly  Report  (MMWR)  58  (5):  109?112;  Trends  in

bacterial, mycobacterial, and fungal meningitis in England and Wales 2004-11, an observational study,

Okike  IO,  Ribeiro  S,  Ramsay  ME,  Heath  PT,  Sharland  M,  Ladhani  SN.  Lancet  Infect  Dis.  2014

Apr;14(4):301-7;  Duration  of  intrapartum  antibiotics  for  group  B  streptococcus  on  the  diagnosis  of

clinical  neonatal  sepsis.,  Turrentine  MA,  Greisinger  AJ, Brown KS, Wehmanen OA, Mouzoon ME., Infect

Dis Obstet Gynecol. 2013;2013:525878  참 할  다. 라  본원에  물  러한 질  진단에

하게 사   다.

한 태에  본원  열  1 또  2 또  그 상보  열  트 커  갈락티에 검  리고 클[0026]

타 드에 한 것 다. 

본원에  사  어 “ 리고 클 타 드”    라 보 클 타 드 또  시라 보[0027]

클 타 드  지칭하  것 , 단 가닥  가닥   포함하  것 , 프라 , 프 브   포

함하  개 다.

본원에  사  어 “프라 ”  본원에  검 하  균주에 특 한  어도 에 상보  [0028]

열  갖  리고 클 타 드  말하 , 합 연쇄 과 같  폴리 라  사 한 합 에  합

시  다.

본원  상  프라    열 사  갖  것  또한 포함한다.  열 사 란, GCG FastA[0029]

(Genetics Computer Group, Madison, Wis.USA), MacVector 4.5 (Kodak/iBI software package) 또  타 당업

계에 공지  열   또  프 그램  하여, 어도 70% 상  열 사   것  말한다. 프

라  당업계  공지   또  합 사  통하여 합 할  ,  어도  5개 클 타

드 다.

본원  프라  포함하  리고 클 타 드  검 하  에 라 시각  할   한 물질[0030]

지   다. 상  지물질  사 동 원 , 폴리 타 드  지물질, 물질, 색물질 등과 같  것

 포함한다. 러한 지물질  리고 클 타 드 합 시에 그 체에 도   도 고, PCR  사 하

경우 합과 에  도   다. 사 물질  타, 감마   체  포함하  것 , 
32
P,

35
S 

125
I  포함한다. 물질  에 지  하  여 고, 여 상태에  상태  돌 가  가시

하  물질  플 신  다민   들  다. 폴리 타 드  지물질  틴, 그 시 닌과

같  항원  물질과 시다  같   포함한다. 색물질  학  한 에 지

하  학 물질  들  시루미  같  것  포함한다. 

본원에  사  어“검 ”  핵산  재여  또  재할 경우 그  검 하  것  미하  것[0031]

핵산 특  DNA-DNA, RNA-DNA   본  하   들   한하  것  니나, 블랏

, 블랏 , 마 크 칩 , PCR ( 량    PCR, 실시간 량   PCR 포함)  포함하

 폭과 같  당업계  다 한  사 하여 달   다.

 에  핵산 폭에 사 , 특  PCR에 사   다. [0032]

본원에  사  어“PCR (Polymerase Chain Reaction)”  합  사 하여 핵산  연쇄  합 하여[0033]

개시 핵산물질  하  폭하   당업계에 리 공지  , 특  핵산  재 무

하   PCR, 특 핵산   측 하  량 PCR  PCR 과  실시간  하여   량

 가 하게 하  실시간 PCR   포함하  개 다. 
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PCR  경우,  개  프라   프라   사 다.  에  열  1 또  그 상[0034]

보  열  열  2 또  그 상보  열  사 다. 

PCR에 해 폭  산물(amplicon)  주  사 한  상 하  열  가지 , 당업계에 공지  다 한[0035]

   다. 러한  당업계에 공지  것   들   동, 실시간 PCR ,

SSCP  (single  strand  conformational  polymorphism),  RFLP(restriction  fragment  length  polymorphism),

CZE(capillary zone electrophoresis), WAVE (HPLC-based nucleic acid analyzing technology), 마 크 칩

포함하나,  한하  것  니다.

본원  한 에  사 마커  함께 PCR 산물  가  에  동하여 한다.  동 결[0036]

과 그 산물  크  트 커  갈락티에  재 여  별할  , 본원에   에

본원  프라  에 해 폭  산물  크  317bp 다. 

검  한 지  (label)   한하  것  니나, , 산란,  물질과 같  검 가 한 [0037]

, 학  또  생  신  생  또  거할   합물  포함하 ,  들  Garman A., Non-

Radioactive Labeling, Academic Press 1997  참 할  다.  물질   들   한하  것  

니다 플루 신 (  들  미 특허 6,020,481), 다민 (  들  미  특허 6,191,278), 사진 (

 들  미 특허  6,140,500),  공여체  체  포함하  에 지    염료  (  들  미 특허

5,945,526)  사 나  (  들  WO1997-45539), 리사민, 에리쓰린, Cy2, Cy3, Cy3.5, Cy5, Cy5.5,

Cy7, FluorX (Amersham), Alexa 350, Alexa 430, AMCA, BODIPY 630/650, BODIPY 650/665, BODIPY-FL, BODIPY-

R6G, BODIPY-TMR, BODIPY-TRX, Cascade Blue, 6-FAM, Fluorescein Isothiocyanate, HEX, 6-JOE, Oregon Green

488,  Oregon  Green  500,  Oregon  Green  514,  Pacific  Blue,  REG,  Rhodamine  Green,  Rhodamine  Red,

Renographin, ROX, SYPRO, TAMRA, Tetramethylrhodamine, /또  Texas Red  물  타 검 가 한 신

생 할      어티  포함한다.  염료  6-carboxyfluorescein;  2,4,1,4,-

tetrachlorofluorescein;   2,4,5,7,1,4-hexachlorofluorescein  포함하나  한하  것  니다. 

에   지  SYBR-Green, 6-carboxyfluorescein (), TET, ROX, VICTM, 또  JOE가 사 다.  

에  리포  물질과 거 물질   개  물질  지  프 브가 사 ,  경우 

물질   가 한  트럼  하  물질  사 다. 

러한 맥락에  본원  본원  프라  포함하  트 커  갈락티에 검  물, 상  물[0038]

포함하  키트, 또  에 한 것 다. 

상  물 또  키트에 포함  프라    한 검   언 한  참 할  다. 본원에[0039]

  에 , 본원  물  핵산 폭에 사 , 특  PCR  한 폭에 사 다.  경우 PCR

물  PCR  에 필 한 , Taq 폴리 라   MgCl2  포함한다. 당업계에 공지  다 한 

사   ,  들  Tris-HCl, pH 9.0  사   나  한하  것  니다. Taq 폴

리 라  시 에  할  ,  들  AmpliTaq Gold (Applied Biosystems, USA)  같  것  사

할  , 한 도  들  1.5mM 내지 2.5mM  MgCl2가 포함   다.

본원에  키트  ,   사  가  포함한다.  검 상  닌[0040]

다   그람 균  DNA  사 할  , 상  검 상 그람 균  게  DNA 또  검

상 그람 균  독  포함하  플라 미드  사 할  다. 

다  태에  본원  또한 열  1  프라  또  그 상보  열  프라   열  2 또  그 상[0041]

보  열  프라  하여, 생물학  시료  비트 에  뇌 막염 균 트 커  갈락티에

(Streptococcus agalactiae)  특  검 하  에 한 것 다. 

본원  에 사  프라    한 검    언 한  참 할  다. [0042]

본원에  물,   키트  다 한 생물학  시료  뇌 막염 균  검  할  다. 생물학  시[0043]

료란 본원에  프라  하여 뇌 막염 균 트 커  갈락티에  재 또  그  검 할 

 생물체 래  직, 포 채 , /또  그 도물  그 물  컫  것   들  , 뇌척

,  균, , 뇌척  포함하나  한하  것  니다.  균 란 질  심  상

체  래   들  , 뇌척 과 같  시료  사 하여  균 ,  들  본원 실시 에 
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재   하여  후  검 에 사 할  다. 

하 실시  통해 본  상  하나, 본 실시  시  것  뿐 어  식 든 본원  [0044]

한 하  것  니다. 

본  달리 언  없  한 포생물학, 포 , 생물학,  질  , 미생물학, DNA 재[0045]

합 에 한 당업   내  통상   사 하여 실시   다. 또한,  에  한

보다 한  Molecular  Biotechnology:  (Bernard  et  al.,  ASM  press  1994);  Molecular  Cloning:  A

Laboratory  Manual,  3rd  Ed.  (Sambrook  et  al.,  Harbor  Laboratory  Press  2001);  Short  Protocols  in

Molecular Biology, 4th Ed. (Ausubel et al. eds., John Wiley &Sons 1999); DNA Cloning, Volumes I and II

(Glover ed., 1985)  참고할  다.

실시[0046]

실시  1 포   체 [0047]

Streptococcus  agalactiae,  Streptococcus  pneumoniae,  Streptococcus  aureus,  Bacteroides  fragilis,[0048]

Clostridium  perfringens,  Finegoldia  magna,  Clostridium  difficile,  7  병원균  TRYPTICASE  SOY  AGAR

(BD Diagnostics, Germany) 지에 어 37℃  큐 에  새 하 다. 어 각 균  3000xg에

원심 리하여  후 Higene genomic DNA prep kit (BIOFACT)  하여   하 다. 

하 , 상  키트  R1  300μl  라  2μl   후 합하여 37℃에  1시간 하 다. 어

13,000rpm에  원심 리하여  상등  거한  후,  SGD1   350μl   첨가한  후  볼  하 다.  어

protease K 8μl  합한후 다시 65℃에  10 간 하 다. 어 SGD2  400 μl  첨가한 후 볼

하고, 1300rpm에  5 간 원심 리하 다. 어 상등  리하여 컬럼에 하여 원심 리한 후 2  척 후

에  DNA  하 다.

실시  2 프라    PCR [0049]

프라  S.  agalactiae  cfb  (cAMP  factor)  에   하 , 열  다 과 같다: forward[0050]

5'-GGAACTCTAGTGGCTGGT-3' ( 열  1); reverse 5'-CAATCACATCTGTTAAGGCT-3'( 열  2). 

상  프라  하여 다 과 같  건에  PCR  행하 다. PCR  체 25μl에 2μl  실시  1에[0051]

한 DNA,  2.5ul   10X  PCR  buffer,  10pmol  forward,  reverse  primer,  2μl  dNTP  합물 과 2.5U  Taq

polymerase  사 하 다.  체  PCR  건  처  95℃에  5  후,  95℃  30 ,  57℃  30 ,  72℃  45

30cycle 행한 후 마지막  72℃에  10  행하 다. 폭  DNA  EtBR  포함  가  동

 하 다. 

실시  3 트 커  갈락티에 특  [0052]

본원에  프라  한 트 커  갈락티에 검  특  실시  2에  같  PCR  행하[0053]

여 하 다.  결과  도 1에 다.  에 나타난  같   DNA가 없  것과 Streptococcus

pneumoniae,  Streptococcus  aureus,  Bacteroides  fragilis,   Clostridium  perfringens,  Finegoldia  magna,

Clostridium difficile  6개  리 에  cfb  폭  지  , 트 커  갈락

티에 체  한 PCR에 만 특  폭  었다. 

실시  4 트 커  갈락티에 민감도 [0054]

본원에  프라  한 트 커  갈락티에 검  민감도  실시  2에  같  PCR  행하[0055]

여 하 , 0, 10ng, 1ng, 100pg, 10pg, 그리고 1pg  각각 하여 PCR  행하 다. 결과  도 2

에 다. 에 나타난  같   하고 1pg  DNA  트 커  갈락티에  검 할 

다. 
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상에  본원  시  실시 에 하여 상 하게 하 지만 본원  리  에 한  것  니[0056]

고 다  청 에  하고  본원  본 개  한 당업  여러 변   개량 태 또한 본원

 리 에 하  것 다.

본 에  사  든 어 , 달리 지  상, 본   에  통상  당업 가[0057]

 해하   같  미  사 다.  본 에 참고문헌  재  든 간행물  내

본 에 도 다. 

도

도 1

도 2

 열  

<110>    Kyungpook National University Industry-Academic Cooperation Foundation

<120>    Composition and method for detecting Streptococcus agalactiae

<130>    DP201407002P

<160>    2

<170>    KopatentIn 2.0

<210>    1

<211>    18

<212>    DNA
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Streptococcus agalactiae

<400>    1

ggaactctag tggctggt                                                       18

<210>    2

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Streptococcus agalactiae

<400>    2

caatcacatc tgttaaggct                                                     20
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