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Bioars le acerca una posibilidad de
diagnostico por Biologia Molecular, la PCR, y
sus cualidades pensadas en funcion del
laboratorio clinico. Una alternativa pensada
para incorporar de manera sencilla nuevas
tecnologias.
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En el momento actual, la tendencia
en el diagnostico consiste en emplear
tecnologias de deteccion de antigenos y de
investigacion de acidos nucleicos nuevas y
maés sensibles, con el proposito de lograr un
diagndéstico mas rapido. El desarrollo de
tratamientos efectivos es responsable de
esta tendencia que hace de la identificacion
rapida, sensible y especifica, unanecesidad.

Hace algun tiempo, el aislamiento
de los patdgenos era la técnica estandar
sobre la cual se median todas las otras
pruebas de diagnostico, pero hoy endia, con
el desarrollo de las nuevas técnicas de
Biologia Molecular, ya no es la mas sensible.
Debido a que la Biologia Molecular permite

amplificar s6lo un determinado agente
infeccioso, se aumenta la sensibilidad sin
disminuir la especificidad. Ademas, existen
otras ventajas de la Biologia Molecular: el
proceso suele ser méas rapido y, en
consecuencia, el diagndstico puede estar
disponible a tiempo para influir en la
atencion del paciente. Ademas, es un
proceso menos laborioso y méas barato. Por
otra parte, el uso de técnicas de Biologia
Molecular evita el uso de sistemas de cultivo
especificos. Por ejemplo, no se necesitan
varias lineas celulares para la deteccién
Optimade virus.

Dentro de la Biologia Molecular, la
PCR aparece como la herramienta de
diagnostico méas poderosa. Sin embargo,
hasta el momento, el principal incon-
veniente de la deteccion de acidos nucleicos
ydelaPCR en particular hasido el revelado,
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debido a la necesidad de personal especia-
lizado para la interpretacion de resultados,
el tiempo necesario, la necesidad de
manejar productos tdéxicos o la excesiva
manipulacion.

Alternativas de revelado de laPCR

Cada vez son més las empresas
biotecnoldgicas que comienzan a disefiar
nuevas herramientas de diagnostico
basadas en técnicas de Biologia Molecular.
En la actualidad existen en el mercado
diferentes tecnologias aplicadas a la
deteccion de &cidos nucleicos:

- Electroforesis de é&cidos nucleicos: Es
posiblemente la técnica més tradicional y
extendida para la deteccion de é&cidos
nucleicos.

- PCR-ELISA: Consiste en la deteccion de
productos de PCR mediante una técnica
automatizable como es el ELISA. Esta
tecnologia se basa en la hibridacion de
productos de PCR con sondas marcadas.

- PCR-Line blot: En esta técnica el revelado
de los productos de PCR es visualizado en
una tira. Presenta la peculiaridad de que
puede acoplarse al revelado de PCR
multiple, si bien tiene el inconveniente de la
excesiva manipulacion y tiempo (2 horas)
requeridos parasu realizacion.

- PCR en tiempo real (Real time PCR o0 qPCR):
Se trata quizas de la tecnologia mas
novedosa, ya que el resultado de la misma
es visualizado directamente en el orde-
nador. Sin embargo, presenta el incon-
veniente de ser una técnica cara de
implantar y dificil de adaptar a pruebas
multitest.

Speed-oligo® (quick visual oligo-
chromatography): Técnica de revelado de
PCR mediante un test rapido. Esta
tecnologia desarrollada recientemente por
Vircell permite un analisis visual y directo, de
forma que podemos conocer el resultado en
tan solo unos minutos. Ademas, la
interpretacion del resultado es muy sencilla,
incluso mas que enPCRen tiempo real.

Posicion de laPCR en el laboratorio clinico

Apesardesu gran potencial de diag-
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Fig 1 - Alternativas de revelado de la PCR
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nostico y sus inestimables cualidades
técnicas, en muchos casos la PCR tiene un
uso limitado en la rutina asistencial de los
laboratorios de microbiologia clinica.
Algunos de los motivos de esta situacion son
los siguientes:

- Falta de linealidad con la concentracion
inicial de diana.

- Tiempo global extraccion + PCR +
deteccion: 2 jornadas laborales.

-Dificultad en las técnicas de extraccion.

- Dificultades enlas técnicas de deteccion.

Algunos avances como los kits
comerciales de extraccion o la gPCR han
paliado algunos de estos inconvenientes.
Otros, como la duracién o la dificultad de los
procesos de deteccion, contindan pre-
sentes. Conscientes de esta realidad, Speed-
oligo® nace para acercar las técnicas de
biologia molecular al diagndstico
asistencial, aportando la reproducibilidad,
sensibilidad y especificidad de la que, en
algunos casos, adolecen los métodos
""caseros".

Speed-Oligo: una tecnologia pensada para
un tipo de cliente especifico

"... la aplicacion de la PCR en el
laboratorio de microbiologia asistencial se
ha restringido a un pequefio grupo de
agentes infecciosos de gran interés
econémico para las empresas de
diagnostico microbioldgico, como por
ejemplo virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH),de lahepatitisC (VHC), dela

hepatitis B (VHB) o Citomegalovirus, paralos
que se han comercializado sistemas bien
estandarizados y, en mayor o menor
medida, automatizados. Para otros agentes
infecciosos con menor interés econémico,
para los que no hay kits comerciales para
llevarlos a cabo o, si los hay, no son de facil
aplicacion, se emplean métodos no
comercializados, optimizados en los propios
laboratorios, aunque, en general, su uso se
ha limitado a centros de referencia o a
grandes hospitales.”

Costa, J. 2004. Reaccion en cadena
delapolimerasa (PCR) a tiempo real. Enferm
Infecc Microbiol Clin 22 (5): 299-305

Los métodos propios de cada
laboratorio pueden incumplir en algunos
casos las condiciones minimas de
repetitividad y reproducibilidad necesarias
en el diagndstico asistencial. Speed-oligo®
viene a cubrir esta necesidad aportando un
método estandarizado que incluye, en un
solo producto con marca CE, todos los
reactivos necesarios para la reaccion de PCR
y la deteccion mediante tira de revelado
paradesarrollar con garantias el diagnéstico
especifico y plenamente sensible propio de
las técnicas de biologia molecular.

El rango de productos Speed-oligo®
comprende agentes infecciosos con interés
en el diagnostico asistencial pero que otras
compafiias no contemplan o, si lo hacen, no
con las caracteristicas de simplicidad,
rapidez y consistencia que los clientes
necesitan.



Caracteristicas de Speed-Oligo

- Speed-oligo® es la técnica mas especifica
por sudoble hibridacion

Los oligonucledtidos de las sondas comple-
mentarias del amplicon especifico y control,
se inmovilizan en la membrana. El método
de deteccion se lleva a cabo por una doble
hibridacién, por una parte con las sondas
inmovilizadas y por otra, con un marcador
de oro coloidal. La doble hibridacion evita la
deteccion de fragmentos inespecificos
amplificados que conduciria a falsos
positivos en cualquier otra técnica.

- Speed-oligo®- equipamiento minimo

- Speed-oligo también se considera una
técnica asequible por el escaso equipa-
miento que requiere. Con tan solo un termo-
ciclador y un termobloque, instrumentos
muy habituales enlos laboratorios de hoyen
dia, es posible realizar la técnica completa.
Ademas, estos instrumentos pueden ser
compartidos con otras técnicas que se

realicen en el laboratorio, evitando asf
problemas de espacio.

- Speed-oligo® destaca por su rapidez

En tan solo 5 minutos se produce la hibri-
dacién de las tiras y se da paso a la lectura e
interpretacion de los resultados de una
manerasencilla, usando la tarjeta de lectura
einterpretacion que se incluye en el kit.

- Speed-oligo® es una tecnologia muy sen-
cillaque requiere muy poca manipulacion

El Departamento de Investigacion y Desa-
rrollo de Vircell ha buscado el méaximo de
prestaciones pero siempre manteniendo la
simplicidad de la técnica. No se requieren
conocimientos especificos ni experiencia
previa para llevar a cabo e interpretar la
técnica.

Otro de los principales intereses del equipo
que ha desarrollado Speed-oligo® ha sido
mantener el nivel de manipulaciéon al
minimo. El producto contiene todos los
reactivos necesarios para desarrollar la
técnica, incluyendo PCR mix preparado, en

presentacion liofilizada. Esta caracteristica
supone un importante ahorro de tiempo y
evita posibles contaminaciones.

- Speed-oligo® evita el uso de sustancias
peligrosas

- Speed-oligo® incorpora todas las ventajas
de la biologia molecular a un test rapido,
evitando el uso del bromuro de etidio,
empleado tradicionalmente en la deteccion
de productos de PCR. Su nueva tecnologia
resuelve de una manera rapida y sencilla el
revelado y la interpretacion de la técnica de
PCR.

- Speed-oligo® ofrece posibilidades de diag-
nostico multitest

La doble hibridacién que caracteriza la
tecnologia Speed-oligo® permite ofrecer el
diagnostico de varios parametros en una
misma tira. Este concepto puede resultar
muy Gtil en casos como la identificacion de
micobacterias o en la deteccion del agente
causal de lameningitis bacteriana.
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Usuarios potenciales de la técnica Speed-
oligo®

- Laboratorios de diagnostico que desean
incorporar técnicas de Biologia Molecular a
su rutina de trabajo. Ofrecemos una técnica
sencilla para aquellos clientes que no estén
familiarizados con el diagndstico molecular.
- Laboratorios que usen técnicas de PCR y
que necesiten un método de revelado
rapido y sencillo con la maxima reprodu-
cibilidad, sensibilidad y especificidad.

- Laboratorios en servicio de urgencias.

- Laboratorios de referencia especializados
que, o bien busquen unaalternativa comer-
cial a una PCR "casera", o procesen
pardmetros exéticos con un numero de
determinaciones que no compensen una
RT-PCR por coste y caducidad de los kits.

Fundamentos técnicos de Speed-oligo
Unatécnicasencillallenade posibilidades

Basado en una técnica de PCR,
Speed-oligo aporta todas las ventajas de la
Biologia Molecular a un Test Rapido
permitiendo una deteccion inmediata,
altamente sensible y especifica.

Esta novedosa técnica, tiene lugar
en 3 pasos; extraccion de ADN, ampli-
ficacién con un par de oligonucledtidos
especificos (PCR) y deteccion del producto
amplificado mediante unatira de prueba.

Speed-oligo contiene todos los
reactivos necesarios para la reaccion de
PCR y la deteccion del producto amplifica-
do.

Los productos desnaturalizados de
la PCR (amplicon especifico del micro-
organismo y amplicon control) se diluyen
en solucién de hibridacién y se ponen en
contactocon latira.
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Al difundirse alo largo de la tira, los
amplicones especificos y control reac-
cionan con las sondas complementarias
unidasaoro coloidal.

Al alcanzar la zona de visualizacion,
los complejos de amplicones especificos y
control con los conjugados de oro,
reaccionan con una segunda sonda fijada
sobre la membrana originando la banda
coloreada. El exceso de conjugado libre
reacciona con una sonda complementaria
enlalineacontrol.
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Parametros de interés en una técnica de
deteccion inmediata, altamente sensible y

especifica

Las micobacterias son un grupo de
microorganismos de gran importancia
clinica por ser agentes causales de diversas
infecciones humanas con gran morbilidad y
mortalidad. En la actualidad, constituyen
uno de los problemas sanitarios de mayor
gravedad a nivel mundial. Se calcula que
alrededor de un tercio de la poblacion
mundial esta infectada por el bacilo
tuberculoso.

SPEED-OLIGO® MYCOBACTERIA
(ref.SP005)

La infeccion por estreptococo del
grupo B (EGB) contintia siendo una de las
principales causas de morbilidad vy
mortalidad neonatal, a pesar de la
reduccion en su incidencia debido al
cribado prenatal rutinario. Para las
estrategias de prevencion basadas en el
cribado rutinario de mujeres embarazadas,
es fundamental disponer de técnicas con
un nivel de deteccion maximo. Un método
rapido de deteccion del EGB podria ayudar
a laidentificacion de nifios colonizados con
riesgo de enfermedad invasiva para un
adecuado seguimientoy monitorizacion.
SPEED-OLIGO® GROUP B STREPTOCOCCUS
(ref. SPO04)

A pesar de la disponibilidad de
antibidticos eficientes y de la existencia de
vacunas contra algunos de los principales
agentes causales de la meningitis
bacteriana, ésta sigue siendo una causa
importante de mortalidad y secuelas
neurolégicas a largo plazo en el mundo.
Sigue siendo una de las 10 principales
causas de muerte en nifios en paises
desarrollados.

SPEED-OLIGO® BACTERIAL MENINGITIS
(ref. SPO06)*

Mycoplasma pneumoniae es un
patégeno comun causante del 10-30% de
los casos de neumonia adquirida en la
comunidad. La mayoria de ellos son
relativamente leves, pero también pueden
ocasionar cuadros graves e incluso fatales.
La neumonia producida por M. pneumo-
niae es mas frecuente en nifios y adoles-
centes.



El aislamiento del organismo por
cultivo y la deteccion mediante tests
seroldogicos han sido los métodos
diagnosticos clasicos pero la naturaleza
fastidiosa del patégeno y la alta seropre-
valencia son los principales inconvenientes
de estos procedimientos. La PCR es el
método de eleccion para la deteccion de M.
pneumoniae en muestras respiratorias,
reemplazando otros métodos directos de
diagnostico debido a su alta sensibilidad
basada en la amplificacion. Esto posibilita la
deteccién del patégeno en secreciones
respiratorias durante los estadios
tempranos de la enfermedad, cuando no
hay respuesta de anticuerpos.
SPEED-OLIGO® MYCOPLASMA PNEU-
MONIAE (ref. SP001)

SPEED-OLIGO® BACTERIAL PNEUMONIA
COMBI (ref. SPO08)*

Chlamydophila pneumoniae es una
bacteria intracelular obligada, relacionada
con una amplia variedad de enfermedades
agudas y cronicas como la neumonia y la
bronquitis.

Aproximadamente el 10% de los
casos de neumonia adquirida en la
comunidad estan asociados con este
patdgeno. Las infecciones respiratorias con
C. pneumoniae ocurren en todo el mundo y
afectan a todos los grupos de edad. Los
estudios seroepidemiolégicos muestran
que entre el 50y el 75% de los adultos tienen
anticuerpos frente a C. pneumoniae. La
mayoriade las personas sufren infeccionesy
reinfeccionesalolargode suvida.
SPEED-OLIGO® CHLAMYDOPHILA PNEU-
MONIAE (ref. SPO03)

SPEED-OLIGO® BACTERIAL PNEUMONIA

COMBI (ref. SPO08)*

A pesar de que se han descrito mas
de 50 especies, L. pneumophila es
responsable de mas del 90% de los casos de
la enfermedad del legionario. Los métodos
directos de diagndstico incluyen el cultivo, la
tincion de fluorescencia directa y la
deteccion de antigeno en orina. Mientras
que los primeros dos presentan una
sensibilidad baja y variable, el Gltimo se ha
convertido en la técnica de referencia en la
mayoria de los laboratorios. Sin embargo, la
antigenuria no siempre esta presente en
todos los pacientes, y el uso Unico de este
ensayo diagnéstico podria suponer no
diagnosticar hasta el 40% de los casos de
legionellosis.

La deteccion de material genético
de L. pneumophila en esputos, orina o
sangre basada en técnicas de PCR, se ha
usado satisfactoriamente en laboratorios de
referencia e investigacion. Puesto que la
mayoria de los test rapidos sélo detectan
infecciones debidas a L. pneumophila
serogrupo 1, un test de PCR que abarque
todos los serogrupos podria aumentar la
capacidad de diagnosticar estas infecciones.
SPEED-OLIGO® LEGIONELLA PNEU-
MOPHILA (ref. SP002)

SPEED-OLIGO® BACTERIAL PNEUMONIA
COMBI (ref. SP008)*

A finales de abril de 2009, la OMS
anuncio la aparicion de un nuevo virus de la
gripe A. Se tratade una cepade HIN1 que no
habia circulado anteriormente en la especie
humana, un virus completamente nuevo
frente al que no se tiene respuesta inmune
previa. El virus es contagioso y se propaga

facilmente entre las personas, y de un pais a
otro. A dia de hoy se han notificado casi
71.000 casos confirmados en méas de 100
paises.

Hasta el momento, solo la secuen-
ciacion y RT-PCR dirigida a la secuencia
especifica, permiten diferenciar este nuevo
virus de las cepas estacionales que
actualmente circulan. S6lo un numero
limitado de centros disponen de estas
herramientas. Por tanto, se hace necesario
un nuevo método de diagndstico, sensible y
especifico, que sea de facil ejecuciéon en
cualquier laboratorio.

SPEED-OLIGO® NOVEL INFLUENZA A HIN1
(ref. SPO15)*

* Productos en tramite de registro ANMAT a
lafechade Septiembre 2009.
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