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Resumen

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se apoya hoy en dia en el uso de
termocicladores: dispositivos capaces de realizar ciclos de temperatura rapidos
y precisos. En este trabajo se ha desarrollado una técnica de calibracién para
un prototipo de termociclador, asi como un modelado lineal por tramos, y se ha
medido su impacto en la reduccién de errores. La técnica es replicable de manera
semiautomatica de cara a una futura produccion en serie del termociclador. Los
resultados en la implementacién han logrado reducir el error a valores en torno al
1%.

1. Introduccion

Inventada en 1985 por Kary Mullis (Saiki et al., 1988), la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) es una técnica usada en biologia sintética para replicar muestras
de ADN vy obtener una cantidad suficiente de material con el que realizar después
diferentes técnicas de diagndstico. Hay dos elementos importantes en dicho
procedimiento: los reactivos (quimicos necesarios para que ocurra la replicacién)
y un termociclador, que es el aparato que realizard los cambios de temperatura
necesarios.

Varios estudios ya se han encargado de probar en qué medida puede afectar cada
elemento al resultado del proceso (Borman et al., 2000), coincidiendo la mayoria de
ellos en la importancia de mantener temperaturas correctas en cada fase (Kim et al.,
2008; Schoder et al., 2005).

En el presente proyecto se ha propuesto el desarrollo de un procedimiento estandar
de modelado y calibracion, ajustado a las caracteristicas particulares del prototipo y
pensando en su futura produccién industrial.
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2. Materiales y métodos
Los principales elementos que intervienen en este trabajo son:

e E| prototipo de termociclador, desarrollado por Vitro Group. Tiene doble
peltier, 24 pocillos para tubos de muestra, tapa caliente y electrénica vy
software de control especificos. Dispone también de dos termopares internos
para monitorizar la temperatura.

¢ Instrumental de medida de temperaturas, compuesto por un PicoLog USB TC-
08 con su software y 8 sondas termopar adaptadas (Figura 1). Se ha enviado
el aparato al fabricante para su calibracién, y el error de las sondas se ha
corregido realizando una calibracién a dos puntos.

Figura 1. PicoLog USB TC-08 (izq.) y sondas termopar (dcha.).
Fuente: elaboracion propia.

Utilizando las sondas conectadas al PicoLog, dispuestas en una matriz se registra la
temperatura real a la que estan lo pocillos. Se ha elaborado un protocolo estandar
de 9 fases, de 90 s de duracion cada, incrementando en 10 °C la temperatura en
cada fase desde 10 °C hasta 90 °C. Las medidas reales del ciclo completo quedan
registradas en un archivo de texto.

Este archivo se procesa con un algoritmo desarrollado en Matlab, que toma el
modelo ajustado para cada canal y devuelve las lecturas reales tras eliminar el error
de medida. Posteriormente el algoritmo calcula un modelo lineal por tramos para
corregir las desviaciones de temperatura del sistema (Figura 2).
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Figura 2. Diagrama de funcionamiento del algoritmo de MatLab.
Fuente: elaboracion propia.

3. Resultados y discusion

El modelo calculado se implementd en el termociclador de forma que usase este
ajuste como la nueva relacion entre su medida interna y la medida real, corrigiendo
el error. Su eficacia se mide posteriormente con el PicolLog.

Tabla 1. Comparativa de errores con y sin calibracion.

Error medio
Sin ajuste de sondas Con ajuste de sondas
T=0°C T=100 °C T=0°C T=100 °C
Picolog SIN Calibrar (°C) 0.3680 11.1684 -0.0512 1.6869
Picolog Calibrado (°C) 0.7239 10.4243 0.0274 -1.5997

Fuente: elaboracion propia.

En la Tabla 1 se comparan diferentes casos de medicion con PicolLog y sondas con
y sin calibracién. Tanto la falta de mantenimiento del aparato (sin calibrar) como la
utilizacion de las sondas sin modelado previo influyen en el error cometido.

En la Figura 3 se muestra el resultado de la implementacién del modelo propuesto.
El mayor error medido ha sido en el tramo de 10-20 °Cy no ha superado el 1,3% del
valor. Para el resto de los valores se ha mantenido en torno al 1%.
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Figura 3. Implementacion del modelo: respuesta medida real frente a ideal.
Fuente: elaboracion propia.

En el nuevo procedimiento propuesto esta bien definido el modo de proceder a
la hora de realizar la calibracion, por lo que puede estandarizarse y replicarse con
facilidad. Ademas, la mayor parte del proceso y todos los célculos necesarios se
realizan de manera automatica mediante algoritmos, minimizando la posibilidad de
fallo.

4. Conclusiones

Estamos ante un estudio que puede traducirse en una aplicacion directa de la
innovacion al mundo empresarial. Se ha optimizado el funcionamiento del prototipo
para acercarse al considerado como bueno en los estudios referenciados. Ademas,
el procedimiento propuesto reducird el tiempo de calibracién, optimizando la
fabricacion y mantenimiento de los equipos. Este ahorro se traduciria en beneficio
econdémico para el fabricante.
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