
Полимеразная
 

Цепная
 

Реакция
 

(ПЦР)

(Многократное
 

копирование
 

специфического
 

фрагмента
 

НК
 

с
 последующей

 
их

 
детекцией.)

Высокая
 

чувствительность
 

при
 

высокой
 

специфичности
 

анализа.
Раннее

 
выявление

 
возбудителя

 
в

 
период

 
«серологического

 
окна»

Возможность
 

строгих
 

количественных
 

измерений.
Небольшие

 
затраты

 
времени

Выступающий�
Заметки для презентации�
Высокая специфичность, основанная на выявлении уникальных для     микро-(макро)-организма участков генетического материала

Метод прямого выявления возбудителя, основанный на  универсальности способа хранения и передачи генетической информации живой материи

�



Этапы  ПЦР-анализаЭтапыЭтапы  ПЦРПЦР--анализаанализа

ОбработкаОбработка
клиническогоклинического
материаламатериала

АмплификацияАмплификация

ДетекцияДетекция
 

продуктовпродуктов
амплификацииамплификации



Принципиальная
 

схема
 организации

 
ПЦР-лаборатории

ОбработкаОбработка
клиническогоклинического
материаламатериала

1
 

зона

Ламинарный
шкаф

 

2-го

 

класса
защиты

Центрифуга
12000-14000 об/мин

Вортекс

Термоблок

Отсасыватель
медицинский

АмплификацияАмплификация

2 зона

ПЦР-бокс

Термоциклер

Вортекс

Детекция
 

продуктов
амплификации

3 зона

ДетекцияДетекция
 

продуктовпродуктов
амплификацииамплификации

3 зона

вв

 

агарозномагарозном

 

гелегеле:

Камера

 

для

 

горизонтального
электрофореза
Источник

 

питания
Трансиллюминатор
Система

 

видеодокументирования

методомметодом

 

ГИФАГИФА::
Ридер
Вошер
Термостат

 

(термошейкер)

ЗонаЗона

 
приёмаприёма, , 
разбораразбора

 

ии

 
первичнойпервичной

 
обработкиобработки

 
материаламатериала



МетодыМетоды
 детекциидетекции

 продуктовпродуктов
 ПЦРПЦР

Электрофоретическое
 

разделение
 

в
 агарозном

 
геле

 
с

 
УФ-детекцией

 
при

 окрашивании
 

бромистым
 

этидием

ГИФА
 

(гибридизационно
 

-
 

ферментный
 анализ)

Флуоресцентная
 

метка
 

(детекция
 

«по
 конечной

 
точке»

 
или

 
«в

 
режиме

 
реального

 времени»)



ЭлектрофорезЭлектрофорез
 вв  агарозномагарозном

 гелегеле



Детекция
 

флуоресценции
 в

 
ходе

 
реакции

 
–

 Fluorescence in Real-Time 
(FRT)

Детекция
 

конечной
 флуоресценции

 
–

 Fluorescence of End
 

Point
 (FEP)

ВариантыВарианты
 гибридизационногибридизационно--флуоресцентнойфлуоресцентной

 
детекциидетекции



Объективность
 

исследования
Возможность

 
количественного

 
анализа

Высокая
 

скорость
 

исследования
Минимальный

 
риск

 
контаминации

Высокая
 

эффективность
 

анализа
Автоматический

 
учет

 
результатов

Менее
 

жесткие
 

требования
 

к
 

организации
 

ПЦР
 лаборатории

Детекция
 

флуоресценции
 

в
 

режиме
 «реального

 
времени»

ПреимуществаПреимущества

Выступающий�
Заметки для презентации�
чувствительность и специфичность  эффективность�



Области
 

применения
 

ПЦР
 

с
 

детекцией
 в режиме «реального

 
времени»

Диагностика
 

инфекционных
 

заболеваний

Количественный
 

анализ

Экспресс-диагностика

Мультиплекс-диагностика

Скрининг
 

мутаций

Использование
 

альтернативных
 

амплификационных
 технологий

 
(NASBA)



ОборудованиеОборудование
 

длядля
 

RealReal--TimeTime--PCRPCR

iQ
 

iCycler

Mx3000

ABI 7х00SmartCycler

Rotor Gene 6000

MiniOpticon

LightCycler
 

2.0



Rotor-Gene 6000

Высокая
 

чувствительность

До
 

6 каналов
 

детекции

Возможность
 

использования
 широкого

 
спектра

 
флуорофоров

Открытая
 

платформа

Высокая
 

скорость
 термоциклирования

Высокое
 

температурное
 единообразие

 
от

 
пробы

 
к

 
пробе

Возможность
 

построения
 

и
 высокоточного

 
анализа

 
кривых

 плавления
 

ДНК



НовыеНовые
 

возможностивозможности
 

технологиитехнологии
 

ПЦРПЦР
 

вв
 

режимережиме
 ««реальногореального

 
временивремени»»

 
сс

 
использованиемиспользованием

 
прибораприбора

 ««Rotor Gene 6000Rotor Gene 6000»»
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Mutants
(T a lle le)

Wild  types
(C a lle le)

Heterozygotes

Mutants
(T a lle le)

Wild  types
(C a lle le)

Heterozygotes

Качественная
 

и
количественная

 

ПЦР

Выявление
 

точечных
мутаций

0
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NASBA-Real-Time
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+
–

Детекция
 

по
конечной

 

точке



Тест  системы

Качественные Количественные
АмплиСенс

 
Chlamydia trachomatis

АмплиСенс
 

Neisseria
 

gonorreae
АмплиСенс

 
Mycoplasma

 
genitalium

АмплиСенс
 

Trichomonas
 

vaginalis
АмплиСенс

 
High risk HPV

АмплиСенс
 

High risk HPV генотип
АмплиСенс

 
HIV

АмплиСенс
 

HCV
АмплиСенс

 
HCV генотип

АмплиСенс
 

HBV 
АмплиСенс

 
Influenza H5N1

АмплиСенс
 

Bacillus anthraces 
АмплиСенс

 
ОКИ

 
Скрин

и т.п…

АмплиСенс
 

HCV Монитор
АмплиСенс

 

HBV Монитор
АмплиСенс

 

CMV МониторАмплиСенс
 CMV Скрин-Титр

АмплиСенс

 

EBV Монитор
АмплиСенс

 

EBV Скрин-Титр
 АмплиСенс

 
HPV Скрин-Титр

АмплиСенс

 

Ureaplasma
 

spp. Титр
АмплиСенс

 

HIV
 

Монитор
АмплиСенс

 
HHV6 Скрин-Титр

АмплиСенс

 

Gardnerella
 vaginalis/Lactobacillus spp. Титр





Метод  EliSpot  enzyme –
 

linked ImmunoSpot

•
 

Метод
 

EliSpot
 

является
 

твердофазной
 модификацией

 
метода

 
ИФА

 
и

 
используется

 
для

 идентификации
 

и
 

количественного
 

определения
 клеток, вырабатывающих

 
цитокины.

•
 

Выская
 

чувствительность
 

определяется
 

тем, что
 детектируемый

 
продукт

 
в

 
момент

 
анализа

 находиться
 

на
 

поверхности
 

секретирующей
 

клетки.
•

 
EliSpot

 
позволяет

 
визуализировать

 
секретируемый

 продукт.
•

 
Современый

 
анализ

 
EliSpot

 
проводят

 
с

 использованием
 

ридеров.















Инкубатор
 

с
 

влажной
 

камерой, 37°С, 5% СО2

СО2 инкубатор
 

Galaxy
 

14S 
14л

Анаэростат
 

AnaeroPack, 
Mitsubishi Gas Chemical 
America

Oxoid
 

CampyGen
 

Compact

Система
 

BD GasPack

Необходимый
 

расходный
 материал: ГазПэки











Благодарю  за  
внимание.
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