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 Trayectoria de 45 años en el mercado argentino

 70 Empleados

 Edificio de 3 plantas. 1500 m2. Distribución con vehículos propios

 Área de almacén con almacenamiento desde  -80ºC , -25ºC,  2 a 8ºC 

y 20ºC

 Flota de vehículos y distribución propia

 Área de servicio técnico con ingenieros especializados por nuestros 

proveedores

 PORTFOLIO: Reactivos, insumos, accesorios, instrumentos y 

equipamiento

 ÁREAS: Diagnóstico, investigación, biotecnología, biología molecular, 

patología, inmunología, virología y química industrial.

 EMPRESAS REPRESENTADAS: Abbott, BioRad, Qiagen, Hain, 

Santa Cruz, Sera Care, Abcam, Focus, Capp, Denovix, Molecular Bio

Products, Merck Millipore, MBL Bion, Fujirebio.

Perfil de la compañía
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Workflow 

MLG-USDA
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PCR

Cualitativa

1a 2a 3a

PCR en Tempo Real

Cuantificación Indirecta
PCR digital

Cuantificación Absoluta

 Curva Estandar

 Dependiente de la ubicación del 

umbral  y eficiência de reacción
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PCR Digital en Gota
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Droplet Digital PCR (ddPCR) 3a Generación

 Un verdadero “Contador de eventos de amplificación”

 PCR de punto final

 Cuantificación absoluta sin la necesidad de una curva 
estándar

Miles de eventos de 

amplificación 

independentes

Una sola medición Miles de mediciones
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Sistema | Bio-Rad  y la PCR digital
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Droplet Digital PCR (ddPCR™) – Workflow
1. Generación de Gotas 

(20.000)

2. PCR de Gotas 3. Lectura de gotas

Droplet Generator Termociclador PCR Optical Reader

tecnolab s.a.

Flujo de trabajo

QX200 | Sencillo y Fácil  
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¿Todas las galletitas tienen igual número de chips de chocolates?
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1 copia en 250 eventos, después de la PCR nosotros esperamos 1 gota positiva

10 copias en 250 eventos, después de la PCR nosotros esperamos 10 gota positiva

1000 copias en 250 eventos, después de la PCR nosotros esperamos …

250 copias en 250 eventos, después de la PCR nosotros esperamos …

Supongamos que tenemos 250 gotas/eventos
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 No hace falta diluir para tener una copia por gota

 La ddPCR puede manejar varias copias por gota (CDP)

 La distribución de las copias es al azar e independiente, ajustándose 

a la ley de Poisson

Estimación de la concentración de copias
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 Ensayos TaqMan / EvaGreen iguales a  qPCR

 Mismo diseño de primers y sondas se trasladan a la ddPCR

 El supermix para ddPCR de Bio-Rad fue formulado específicamente para 

formar 20.000 gotas uniformes

Primers 

Sondas/EvaGreen

+

Muestra de ADN

Supermix Bio-Rad

+

Cartucho 

emulsiona 8 muestras por vez

Flujo de trabajo

Preparación de Muestras
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Droplet Digital PCR (ddPCR™) – Workflow
1. Generación de Gotas 

(20.000)

2. PCR de Gotas 3. Lectura de gotas

Droplet Generator Termociclador PCR Optical Reader

Flujo de trabajo

QX200 | Workflow Sencillo y Fácil  
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Gráfico 1-D

Las gotas positivas tienen una fluorescencia

incrementada vs las negativas

Las gotas positivas tienen al menos una

copia de ADN (ADNc)

Software: QuantaSoft 

Gráfico 2-D

Los eventos se agrupan en clusters según 

contengan:

Copias positivas para FAM; 

Copias positivas para HEX;

Copias positivas para ambos fluorocromos;

No contengan una lectura positiva
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“Divide et impera”
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Reacción de qPCR – 1 X 20 mL

40,000 wildtype molecules 

40 mutant molecules

19,960 droplets w/o mutant

40 droplets w/ mutant

Reacción fraccionada de ddPCR– 20,000 X 1 nL

Abundancia 0.1%

Abundancia 33% 

Enriquecimiento de nuestro blanco de interés

Primer beneficio
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Segundo beneficio

Los inhibidores no son un problema. El fraccionamiento los excluye. La 

ddPCR no es dependiente de la eficiencia de reacción

qPCR ddPCR
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Resultados confiables

Reproducibilidad
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Dos estrategias para la multiplex

1. Con sondas: utilizo 

distintas 

concentraciones de 

sondas para generar  

amplitudes de 

fluorescencia distintas y 

así poder  detectar y 

cuantificar 2/3 

secuencias diana por 

color. Las distintas 

amplitudes son 

generadas con distintas 

concentraciones de cada 

sonda

Reducción de costos y tiempo
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1. 2.  Con EvaGreen: las 

distintas eficiencias de 

reacción de las distintas 

secuencias diana generan 

clusters que pueden ser 

analizados 

independientemente

Multiplex
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ddPCR vs qPCR

Ventajas de la técnica por ddPCR:

 No necesita de curva patrón = cuantificación absoluta

 Produce datos con mayor precisión y confianza

 Datos mas precisos en baja concentración

 Alta reproducibilidad inter-ensayo

 Disminución de costos y tiempo

tecnolab s.a.
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La ddPCR y su 

aplicación en 

alimentos
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• OGM
 La demanda de pruebas de detección OGM acompaña al crecimiento de 

la lista de alimentos aprobados por la unión europea.

 La tendencia es hacer estudios en multiplex para lograr una disminución 

de tiempos y costos

 Los materiales de referencia actuales generan incertidumbre (g/Kg) y 

están a disposición en % de abundacia de eventos transgénicos 

acotados

Algunas consideraciones:

OGM
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Demuestran la aplicabilidad del ensayo de ddPCR para los análisis de rutina en OGM 

alimentos y semillas

Mejor performance frente a los inhibidores.

Generación de estándares desde 0,1%, 0,5%, 1% y 10% de abundancia del evento en 

material no transgénico.

OGM
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LOD establecido para gen endógeno en 4-plex y 10-plex fue de 10 y 24 copias respectivamente

LOD para para los transgenes en 4-plex y 10-plex fue de 7 y 17 copias

Sensibilidad del método requerida por la UE < a 25 copias

OGM
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OGM
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En la actualidad, la estabilidad y la disponibilidad de los materiales de referencia es limitada y conducen a 

errores de medición, debido a cambios de la relación (peso/peso) durante el almacenamiento, y a la razón más 

preocupante, que proviene de procedimiento de mezclando de OGM con su material de referencia no 

modificado. 

En el presente trabajo evaluaron  y ponderaron estadísticamente las diferencias encontradas entre los % de 

OGM de los materiales de referencias y los cuantificados por qPCR y ddPCR.

Aquí se demostró que la PCR digital puede establecerse fácilmente como técnica gold standar para la 

cuantificación precisa de los eventos transgénicos presentes en una matriz compleja. Siendo posible el 

abandono de los materiales de referencia y en consecuencia de la incertidumbre y costos que estos acarrean.

Propone seguir estudiando los eventos multi target que se encuentran distantes en el genoma para el material 

degradado

OGM
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De la comparación se demuestra que la ddPCR detecta Salmonella typhimurium en la leche 

con un LOD 10 veces inferior a la qPCR. e (10−4 ng/μl or 102 cfu/ml)

Siendo notoriamente mas resistente a inhibición por Calcio y etanol que la qPCR

Confirman la aplicabilidad de la técnica de ddPCR para el testeo en alimentos destinados a 

los recién nacidos, donde la tolerancia aceptada del patógeno es 0

Patógenos en alimentos
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Desarrollaron una adaptación de la técnica-MuSIC ddPCR (Multiplexing 

Single Intact Cell)-, partiendo del fraccionamiento de una suspensión de 

células intactas. El análisis de los resultados de fluorescencia permite 

detectar y cuantificar la presencia de bacterias que portan los dos genes 

de virulencia y de aquellas que portan una sola

Patógenos en alimentos
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ddPCR-Check STEC (próximamente)

Prueba para la detección y co-localización de los genes de virulencia (stx y eae) en una 

única bacteria a partir de muestras conteniendo un único positivo (genes no linkeados), 

reduciendo así los positivos para E. coli productora de toxina Shiga que luego no se 

confirman.

La detección y verificación de linkage de estos genes en un única bacteria potencia la 

precision del test de E. coli productora de toxina Shiga

Patógenos en alimentos

https://www.biorad.com/ddPCR/publications

https://www.bio-rad.com/ddPCR/publications
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Contactos 

 Ing. Juan Pablo Rulli: jrulli@tecnolab.com.ar

 Lic. Maria Fernanda Lazzarino: mflazzarino@tecnolab.com.ar

Mas información sobre la técnica: 

https://www.bio-rad.com/en-ar/category/digital-pcr?ID=M9HE2R15

https://www.bio-rad.com/en-ar/category/digital-pcr?ID=M9HE2R15
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¡Muchas Gracias!


