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ES 2359320 T3

DESCRIPCION
Control de temperatura de un recipiente de reaccion, sistema con recipiente de reaccién y uso del sistema

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un procedimiento de control rapido de la temperatura de un recipiente de reaccion que
comprende un volumen de reaccidon para hacer reaccionar analitos bioldégicos o quimicos con el fin de detectar y
cuantificar dichos analitos en una muestra que contenga dichos analitos. La presente invencion también se refiere a un
sistema, y a un software para el sistema, que se usa en el procedimiento. La presente invencion también se refiere al uso
del sistema para la deteccién de tipos concretos de analitos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR; Saiki y col., 1985) constituye un buen ejemplo de una reacciéon quimica
que requiere un riguroso control de la temperatura: en la PCR, se amplifica una secuencia de ADN especifica
sometiendo la muestra de ADN a cambios ciclicos de temperatura. En primer lugar, se desnaturaliza el ADN molde de
doble cadena aumentando la temperatura de la mezcla de reaccién hasta aproximadamente 95 °C. Después, se baja la
temperatura hasta aproximadamente entre 40 y 70 °C. A esta temperatura, se produce una hibridacion de los cebadores
sintéticos cortos de oligonucledtidos con sus secuencias complementarias, a las que se ha llevado a un estado de
cadena sencilla en la etapa previa de calentamiento. Tras esto, se puede aumentar la temperatura hasta
aproximadamente 72 °C. A esta temperatura, una polimerasa de ADN termoestable extiende los cebadores, creando asi
una copia complementaria del ADN molde de cadena sencilla original. (En muchas aplicaciones, esta etapa de extension
se puede llevar a cabo a la misma temperatura que la etapa de hibridacién. Con bastante frecuencia, tanto la hibridacién
del cebador como la extension del cebador se llevan a cabo a aproximadamente 60 °C). Repitiendo el ciclo de
temperatura muchas veces, si la eficiencia de amplificacion es la ideal, la cantidad de ADN molde se dobla en cada ciclo.
Ademas de la PCR, muchas, si no todas, las reacciones bioldgicas y quimicas requieren una determinada temperatura
para que se produzcan de forma predecible. Entre los ejemplos de dichas reacciones con condiciones de temperatura
definidas, se incluyen otras reacciones de amplificacion de &acidos nucleicos [como la amplificacion basada en
secuencias de acidos nucleicos (NASBA) (Compton, 1991), reaccién en cadena de la ligasa (LCR) (Barany, 1991),
amplificacion con desplazamiento de cadena (SDA) (Walker y col., 1992) y amplificacién por circulo rodante (RCA)
(Banér y col., 1998)], formacién de inmunocomplejos (es decir unién de un anticuerpo a un antigeno) (Price y Newman,
1997) y practicamente todas las demas reacciones enzimaticas y quimicas.

Existen varias soluciones para controlar una temperatura de reaccion. En la PCR, los recipientes de reaccion se colocan
normalmente en un bloque de metal, cuya temperatura se cambia periédicamente. Sin embargo, esta solucion presenta
un inconveniente importante: se requiere un tiempo considerable para que cambie la temperatura del bloque; una vez
alcanzadas las temperaturas objetivo, la reaccion se produce muy rapidamente. Por lo tanto, es la masa térmica del
blogue, y no la reaccion en si, la que limita la velocidad de la reaccion.

Se puede aumentar la tasa de cambio de la temperatura en el interior de un recipiente de reaccién mediante una técnica
conocida por los expertos en la materia como over o under shooting (exceso o defecto de temperatura): para enfriar el
contenido de un recipiente de reaccion hasta una baja temperatura objetivo, primero se enfria el bloque de metal hasta
una temperatura inferior a la temperatura objetivo, tras lo cual, se vuelve a calentar el bloque de metal hasta la
temperatura objetivo. O bien, para calentar el contenido del recipiente de reaccién hasta una alta temperatura objetivo,
primero se calienta el bloque de metal hasta una temperatura superior a la temperatura objetivo, tras lo cual, se enfria el
bloque de metal hasta la alta temperatura objetivo. De este modo, se puede aumentar la tasa de cambio de la
temperatura en el interior de un recipiente de reaccion. No obstante, el procedimiento todavia es bastante lento, debido al
hecho de que el bloque de metal tarda cierto tiempo en cambiar de temperatura.

Otra solucion para el ciclado térmico incluye el uso de aire caliente y frio para cambiar la temperatura de una mezcla de
reaccion que se coloca en el interior de un capilar de vidrio con una gran relacion superficie-volumen (Wittwer y col.,
1997). Esto permite lograr un cambio de temperatura muy rapido. Sin embargo, cuando se usan capilares de vidrio, el
volumen maximo de reaccién a menudo es tan pequefio, que empieza a limitar la sensibilidad analitica de la aplicacion.
Ademas, las propiedades quimicas del vidrio pueden inhibir algunas reacciones quimicas. La fragilidad de los capilares
de vidrio también supone un problema, ya que se rompen muy facilmente al manipularlos. Otra solucidon se basa en
mover fisicamente la mezcla de reaccién a través de un canal que pasa a través de areas con diferentes temperaturas.
Dicha técnica ha sido descrita, por ejemplo, por Kopp y col. (1998). No obstante, en estas aplicaciones, los volimenes de
reaccion son aun mas pequefios y, por tanto, la sensibilidad analitica se ve seriamente comprometida. Ademas, hay que
reutilizar el mismo canal para muchas muestras, lo que introduce un serio riesgo de contaminaciéon por arrastre entre
diferentes muestras o, en caso contrario, los recipientes de amplificacion tienen que ser de disefio desechable y de un
solo uso, lo cual aumenta de forma considerable los costes totales del ensayo, ya que los costes de produccion de los
canales microfluidicos pueden ser mucho mas elevados que los costes de produccion de simples tubos de reaccion de
plastico; por supuesto, dependiendo del volumen de fabricacién. Otra solucion mas se basa en tener varios bloques de
metal o bafios de agua a temperaturas definidas e ir cambiando la ubicacién del recipiente de reaccion ciclicamente entre
los bloques o bafos con diferentes temperaturas. Entre los ejemplos de termocicladores basados en este principio que
se encuentran disponibles en el mercado, se incluyen el RoboCycler (Stratagene, EE.UU.) y el H20BIT Thermal Cycler
(ABgene, Reino Unido). En estas aplicaciones, se logra una mayor tasa de cambio de temperatura que con un Unico
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bloque. Sin embargo, al emplear tubos de muestras con relaciones superficie-volumen pequefias, la tasa de cambio de
temperatura sigue sin ser tan rapida como puede llegar a serlo.

En los documentos US 4.902.624, EP 0 31 8255 y US 5.736.106, se han descrito técnicas en las que un recipiente de
reaccion con una elevada relacion superficie-volumen se traslada ciclicamente entre bloques térmicos a temperaturas
definidas. En estas soluciones se encuentran ciertos problemas. En primer lugar, la tasa de cambio de temperatura no es
la ideal para todas las aplicaciones. En segundo lugar, cuando la mezcla de reaccion se calienta a altas temperaturas, la
presion en el interior del recipiente de reaccion aumenta, lo cual puede hacer que se rompa el recipiente de reaccion y
que se evapore la mezcla de reaccion.

En los casos en los que no se necesitan cambios ciclicos de temperatura, por ejemplo en la mayoria de los
inmunoensayos, la practica habitual consiste en colocar el recipiente de reaccion en la atmésfera de un incubador
ajustado a una temperatura definida. En estos procedimientos, se tarda un tiempo considerable en calentar o enfriar el
contenido del recipiente de reaccion, ya que, debido a la baja relacion superficie-volumen de los recipientes y a la escasa
conductividad térmica del aire estatico, la tasa de intercambio térmico entre el recipiente y su entorno no es la ideal. En el
documento US 5.446.263 se describe un dispositivo para ajustar selectivamente la temperatura de una muestra a
diferentes valores.

OBJETIVOS Y RESUMEN DE LA PRESENTE INVENCION

Un objeto de la presente invencion consiste en proporcionar un procedimiento para un rapido control térmico de un
volumen de reaccion (4) de un recipiente de reaccion (2). Otro objeto de la presente invencion consiste en proporcionar
un sistema mejorado (20) para detectar y/o cuantificar un analito o analitos biolégicos y/o quimicos en una muestra que
supuestamente contenga dicho analito o analitos. Otro objeto mas de la presente invencidon consiste en proporcionar
usos para el sistema de deteccion y/o cuantificacion.

De este modo, la invencién se refiere a un procedimiento segun la reivindicacion 1.

La invencion también se refiere a un sistema (20) para detectar y/o cuantificar un analito o analitos biolégicos y/o
quimicos en una muestra que se supone que contiene dicho analito o analitos segun la reivindicacion 8.

La invencion también se refiere a usos del sistema segun la invencion para la reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real (PCR en tiempo real), para reacciones de amplificacion de acidos nucleicos, preferentemente la amplificacion
basada en secuencias de acidos nucleicos (NASBA), amplificacién con desplazamiento de cadena (SDA), amplificacion
por circulo rodante (RCA) y reaccién en cadena de la ligasa (LCR), y para ensayos de unién de ligandos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La fig. 1 muestra un dibujo esquematico de una forma de realizaciéon de un recipiente de reaccidon segun la
presente invencion.

Las figs. 2a y 2b muestran esquematicamente una forma de realizaciéon de un sistema segun la presente invencion.

Lafig. 3 muestra el control de la temperatura de un recipiente de reaccion usando un procedimiento de ciclado
térmico y un sistema para el control térmico segun la presente invencion y un termociclador convencional.

Lafig. 4 muestra un grafico de amplificacion que muestra la aplicabilidad de la presente invencion para llevar a
cabo reacciones en cadena de polimerasa en tiempo real.

La fig.5 muestra esquematicamente la manera en que se puede llevar a cabo el control de la temperatura de
recipientes de reaccion segun la invencion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La expresion ensayo de unién de ligandos, tal como se usa en la presente memoria descriptiva, se refiere a cualquier
procedimiento analitico en el que se forme al menos un enlace covalente o no covalente entre un agente unién y un
ligando del mismo.

La expresion agente de unidn, tal como se usa en la presente memoria descriptiva, se refiere a cualquier molécula capaz
de formar al menos un enlace covalente o no covalente con una segunda molécula. Los ejemplos de agentes de union
incluyen, entre otros, inmunoglobulinas y derivados de las mismas, tales como anticuerpos recombinantes, fragmentos
Fab y fragmentos scFv; ligandos de unién de &cidos nucleicos tales como &cidos nucleicos y derivados de éacidos
nucleicos y aptdmeros y ADNzimas y ribozimas; y proteinas capaces de unirse a ligandos especificos.

El término ligando, tal como se usa en la presente memoria descriptiva, se refiere a cualquier molécula capaz de formar
al menos un enlace covalente o no covalente con un agente de union. Los ligandos pueden ser de origen natural o
sintético. En un ensayo de union de ligandos, un ligando puede ser el analito y/o una sustancia necesaria para la
deteccion del analito.

La expresion temperatura proxima a la temperatura objetivo, tal como se usa en la presente memoria descriptiva, se
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refiere a una temperatura que no sea mas de 3 °C mas alta o mas baja que la temperatura objetivo, normalmente no mas
de 1 °C mas alta 0 mas baja que la temperatura objetivo, preferentemente no mas de 0,5 °C mas alta o mas baja que la
temperatura objetivo.

La presente invencion proporciona un procedimiento que permite un rapido control térmico del contenido de un recipiente
de reaccién. Normalmente se llevan a cabo varios cambios de temperatura en el volumen de reaccion, y mas de uno de
dichos cambios de temperatura se llevan a cabo usando un par de bloques térmicos consistentes en un primer y un
segundo bloque térmico, en los que cada bloque térmico de cada uno de dichos pares puede ser también un bloque
térmico de uno o mas de los otros pares mencionados, de acuerdo con las etapas a) y b) definidas anteriormente.
Preferentemente, todos los cambios de temperatura del volumen de reaccion se llevan a cabo siguiendo estas etapas.

Mediante el uso de un primer y un segundo bloque de acuerdo con las anteriores etapas a) y b), la tasa de cambio de
temperatura en el interior de un recipiente de reaccidon es mas alta que en el caso en el que se usa Unicamente un
segundo bloque, mantenido a la temperatura objetivo, para cambiar la temperatura en el interior del recipiente de
reaccion hasta alcanzar la temperatura del segundo bloque. Otra ventaja mas de usar un primer bloque de acuerdo con
la anterior etapa a) consiste en que la temperatura del segundo bloque, mantenida a la temperatura objetivo, permanece
mas constante, lo cual da lugar a un control mas preciso de la temperatura en el interior del recipiente de reaccion. Esto
se debe a que, cuando se usa un primer bloque de acuerdo con la anterior etapa a), un recipiente de reaccién que pasa,
de acuerdo con la anterior etapa b), al segundo bloque mantenido a la temperatura objetivo ya se encuentra a la
temperatura objetivo o0 a una temperatura préxima a la temperatura objetivo. Debido a que la diferencia de temperatura
entre el recipiente de reaccion y el segundo bloque mantenido a la temperatura objetivo es muy pequefia en el momento
de trasladar el recipiente de reaccion al segundo bloque, el efecto del recipiente de reaccidon en la temperatura del
segundo bloque es muy pequefio. Si no se usd un primer bloque de acuerdo con la anterior etapa a), el efecto del
traslado de un recipiente de reaccién a un bloque mantenido a la temperatura objetivo tendria un mayor impacto sobre la
temperatura del bloque y, por consiguiente, haria falta tempo y energia para volver a llevar la temperatura del bloque a la
temperatura objetivo. Esto haria que fuera mas dificil controlar la temperatura del contenido del recipiente de reaccion.

El recipiente suele tener forma plana y comprende un espacio continente en el que se pueden producir reacciones
especificas de analitos. Ademas, el recipiente comprende dos canales y dos orificios. Cuando se introduce una muestra
en el recipiente a través de un primer orificio, dicha muestra fluye a través de un primer canal hacia dicho espacio
continente y el exceso de gas fluye desde dicho espacio continente a través de un segundo canal y sale del recipiente de
reaccion a través de un segundo orificio. Normalmente, las paredes del recipiente son delgadas y una de las paredes
estd hecha, normalmente, de un material que es permeable a la luz visible y ultravioleta y una de las paredes esta hecha
de un material con una alta conductividad térmica, tal como una hoja metalica.

El procedimiento de la presente invencion prevé un rapido control térmico de un liquido. El procedimiento comprende
normalmente las etapas consistentes en: colocar dicho liquido en el interior de un recipiente de reaccién normalmente
plano; colocar dicho recipiente de reacciéon en un soporte de recipientes de reacciéon que esté fijado a un soporte movil
que puede adoptar diferentes posiciones; y mover dicho soporte mévil con el fin de colocar el recipiente de reaccion en
una hendidura que se encuentra en el interior de un bloque térmico mantenido a una temperatura definida. Para
aumentar la temperatura en el interior del recipiente de reaccion hasta una determinada temperatura objetivo, el
recipiente se coloca, en primer lugar, en la hendidura de un bloque térmico que estd mas caliente que dicha temperatura
objetivo y, después, se coloca en un bloque que se encuentra a dicha temperatura objetivo. Para reducir la temperatura
en el interior del recipiente de reaccion hasta una segunda temperatura objetivo, el recipiente se coloca, en primer lugar,
dentro de un bloque térmico que esta mas frio que dicha segunda temperatura objetivo y, después, en un bloque que se
encuentra a dicha segunda temperatura objetivo.

La presente invencién también proporciona un sistema para detectar y/o cuantificar un analito o analitos biolégicos y/o
quimicos en una muestra que supuestamente contiene dicho analito o analitos, que comprende un sistema de ciclado de
temperatura para un rapido control térmico de un liquido, segun la reivindicacion 8.

En una tipica forma de realizacion de la invencion, la conductividad térmica del segundo material, es decir, el material de
la segunda pared del volumen de reacciéon del recipiente de reaccion, es 2 10 mW/mmK, preferentemente = 100
mW/mmK. Normalmente, el material es un metal, preferentemente aluminio o cobre. El grosor de la segunda pared es
normalmente < 0,5 mm, preferentemente < 0,1 mm. La superficie exterior de la segunda pared es normalmente aplanada
y, preferentemente, plana. En una forma de realizacion tipica del recipiente de reaccién segun la invencion, la relacién
del &rea de la segunda pared que encierra, es decir, el &rea de la segunda pared orientado hacia, el volumen de reaccién
con respecto a dicho volumen es > 0,5 mm?/yl, preferentemente = 5 mm?/jl.

Normalmente, la primera pared del recipiente de reaccion es permeable a la luz visible y a la ultravioleta (UV). El primer
material de la primera pared es normalmente plastico o vidrio. El grosor de la primera pared es, normalmente, < 5 mm,
preferentemente < 2 mm.

En el sistema segun la invencion, el recipiente de reaccion comprende una entrada para introducir la muestra vy,
opcionalmente, reactivos en el volumen de reaccion y una salida del recipiente de reaccion para evacuar el aire
desplazado y/o la muestra y los reactivos del volumen de reaccion. El recipiente de reaccion también comprende un
volumen de expansion, para la expansion de la muestra y/o los reactivos durante la reaccién y/o para dar contener la
presion de vapor creada por el calentamiento.
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En formas de realizaciéon preferidas del procedimiento de la invencion, la relaciéon del area de la segunda pared en
contzacto directo con los bloques térmicos con respecto al volumen de reaccion es = 0,5 mmzlpl, preferentemente = 5
mm</pl.

Las tipicas formas de realizacion del sistema segun la invencion comprenden mas de cuatro bloques térmicos a
diferentes temperaturas predeterminadas. En algunas formas de realizacion preferidas, las temperaturas
predeterminadas de estos cuatro bloques serian de aproximadamente: 10 a 25 °C; 40 a 72 °C; 80 a 98 °C; y 90 a 120 °C.
No obstante, el nimero de bloques puede ser mayor de cuatro y las temperaturas de los bloques pueden ser distintas a
las temperaturas que se indican. Las tipicas formas de realizacion del sistema comprenden unos medios para poner mas
de una de las paredes de dichos recipientes de reaccién en contacto directo con los bloques térmicos. Los medios para
poner la pared o paredes del recipiente de reaccidon en contacto directo con los bloques térmicos comprenden
normalmente un soporte para dicho recipiente con unos medios para mover dicho soporte en una trayectoria circular o
lineal y dichos bloques térmicos se encuentran en diferentes puntos de dicha trayectoria circular o lineal, de manera que
dicha pared o paredes de dicho recipiente de reaccion se puedan poner en contacto directo con cada bloque térmico
moviendo dicho soporte a lo largo de dicha trayectoria circular o lineal.

El sistema comprende unos medios para presionar la pared o paredes de dicho recipiente de reaccién contra la pared o
paredes de los bloques térmicos, en contacto directo unas con otras. Tales medios podrian ser cualquier medio
mecanico, electromecanico, neumatico o hidraulico, por ejemplo, unos medios sencillos que comprendan uno o mas
muelles.

Descripcion del recipiente de reaccion del sistema

La fig. 1 muestra un dibujo esquematico de un recipiente de reaccion 2 de una forma de realizacion del sistema segun la
presente invencién. Para mayor claridad, una pared 8 del recipiente 2 esta separada del cuerpo 5 del recipiente. Durante
su uso, la pared 8 esta firmemente unida al cuerpo 5. El cuerpo 5 del recipiente 2 esta hecho de polipropileno y la pared
separada 8 de, por ejemplo, papel de aluminio. El cuerpo 5 es permeable a al menos una longitud de onda de la luz. El
recipiente 2 comprende un orificio 10 para introducir una muestra, un canal a través del cual fluye la muestra hacia un
volumen de reaccioén 4, un segundo canal, un volumen de expansion 25, un tercer canal y un segundo orificio 12 a través
del cual el aire desplazado por la muestra sale del recipiente de reaccion 2. El recipiente de reaccion 2 puede sellarse,
por ejemplo, presionando los orificios 10, 12 con una prensa caliente, de manera que el plastico se funda y, por lo tanto,
bloquee los orificios 10, 12 o, por ejemplo, introduciendo unos tapones en los orificios 10, 12 que encajen de forma
ajustada en los orificios 10, 12 y eviten que se produzcan escapes de liquido o gas a través de los orificios 10, 12 tras el
sellado. Las formas de los orificios 10, 12; canales; volumen de reaccion 4; y volumen de expansion 25 estan
determinadas por la estructura del cuerpo 5 del recipiente de reaccién 2; no obstante, una pared 8 del recipiente de
reaccion 2 esta hecha de un material relativamente delgado con una alta conductividad térmica, tal como un papel de
aluminio que se pueda fijar al cuerpo 5 del recipiente 2, por ejemplo, con la ayuda de una prensa caliente. Otros
materiales adecuados de la parte separada 8, distintos al papel de aluminio, pueden incluir, entre otros, cobre y otros
metales. En esta forma de realizacién, la hoja metalica forma una pared de cada canal y del volumen de reaccioén 4 y del
volumen de expansion 25. Las reacciones analiticas tienen lugar principalmente en el interior del volumen de reaccién 4.
Cuando se calienta una mezcla de reaccién en el interior del volumen de reaccion 4, el volumen de expansion 25 permite
la expansién de la mezcla de reaccion analitica en el interior del volumen de reaccién 4 y evita que se rompa el recipiente
de reaccion 2, lo cual podria suceder debido al aumento de presién provocado por la evaporacion producida durante el
calentamiento. La alta relacion superficie-volumen permite un rapido control térmico del contenido del recipiente de
reaccion. Por ejemplo, una relacion superficie-volumen es 1 milimetro cuadrado por 1 microlitro y, preferentemente,
deberia ser incluso mayor. Para aumentar la velocidad del control térmico del contenido del recipiente de reaccion, el
recipiente de reaccion es preferentemente aplanado: su grosor 11 es mas pequefio que su anchura 13. La forma
aplanada, junto con el hecho de que una de las paredes 8 esté fabricada con un material con una alta conductividad
térmica, como por ejemplo papel de aluminio, permite conseguir un control térmico mejorado del contenido del volumen
de reaccion. Ademas de las caracteristicas térmicas y estructurales del recipiente de reaccion 2 de la presente invencion,
dicho recipiente 2 se caracteriza por sus propiedades Opticas. El cuerpo 5 del recipiente 2 esta hecho, adecuadamente,
de un material que permite realizar medidas de fluorescencia a través de la pared 6 del volumen de reaccién 4 que
comprende una parte del cuerpo 5 del recipiente 2. En una aplicaciéon preferente, las medidas se realizan mediante
fluorometria en tiempo retardado. Todos los materiales usados para construir el recipiente 2 deben soportar
preferentemente temperaturas elevadas (de hasta aproximadamente 80 a 120 °C), como las altas temperaturas
necesarias para llevar a cabo la reaccion en cadena de la polimerasa. Los materiales adecuados para el cuerpo 5 del
recipiente 2 incluyen, entre otros, polipropileno y otros plasticos, asi como vidrio. Se pueden construir algunas variaciones
de la estructura basica del recipiente 2. Por ejemplo, se pueden montar varias composiciones de orificios, canales y
voliumenes en un unico cuerpo, lo que permite el analisis de mas de una muestra en un cuerpo. Por otra parte, se
pueden montar varios volimenes de reaccion, cada uno de ellos usado para el andlisis de al menos un analito, en un
unico cuerpo, de manera que, cuando se introduzca la muestra a través del primer orificio, se divida en varios canales
que lleven a distintos volumenes de reaccion. Se puede usar un recipiente de reaccion del sistema segun la presente
invencion, por ejemplo, para llevar a cabo una reaccion en cadena de polimerasa (PCR), adecuadamente PCR en tiempo
real, y otras reacciones de amplificacién de acidos nucleicos, tales como la amplificacién basada en secuencias de
acidos nucleicos (NASBA), amplificacion por desplazamiento de cadena (SDA), amplificacion en circulo rodante (RCA),
PCR de transcripcién inversa (RT-PCR), y reaccion en cadena de la ligasa (LCR). El recipiente de reaccion también se
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puede usar para llevar a cabo inmunoensayos y otros ensayos de union de ligandos.
Descripcion del sistema

Las figuras 2a y 2b muestran esquematicamente una forma de realizaciéon de un sistema 20 segun la presente invencion.
En la figura 2a, se ve el sistema 20 desde arriba y en la figura 2b se ve una seccion transversal desde el lateral. El
sistema 20 comprende recipientes de reaccion 2, un disco 22 al que se fija un soporte del recipiente de reaccion 24 y
unos bloques de calentamiento 14 a 19. El disco 22 esta controlado por un motor paso a paso (que no se muestra), que
mueve el soporte del recipiente de reaccion 24 y los recipientes 2 fijados al mismo desde un bloque de calentamiento 14
a 19 aotro 14 a 19, lo mas rapido posible. El motor se controla mediante componentes electronicos programables.

Uno 14 de los bloques de calentamiento 14 a 19 se podria denominar mas precisamente bloque frio, considerando que
estd hecho para mantenerlo a una baja temperatura. Estd hecho de un metal con unas propiedades de gran
conductancia térmica. El bloque posee una rendija, que puede alojar los recipientes de reaccion. La tapa de la rendija
puede estar accionada por un resorte, de manera que presione ligeramente sobre las cubetas. El sistema comprende
unos medios para presionar los recipientes de reaccién contra la tapa o el fondo de la rendija, con el fin de lograr una
mayor eficiencia en la transferencia de calor entre el bloque y el recipiente de reaccion. El bloque frio se puede mantener
a una temperatura de por ejemplo, 10 °C, lo cual se puede lograr con, por ejemplo, un elemento Peltier y los dispositivos
electrénicos necesarios para controlarlo.

Algunos de los otros bloques de calentamiento 15 a 18 estan hechos, asimismo, de un metal con propiedades de gran
conductancia térmica. Los bloques 15 a 18 poseen rendijas, que pueden alojar los recipientes de reaccion 2. Las tapas
de las rendijas pueden estar accionadas por un resorte, de manera que estén presionadas ligeramente sobre los
recipientes 2. El sistema comprende unos medios para presionar los recipientes de reaccién contra la tapa o el fondo de
la rendija, con el fin de lograr una mayor eficiencia en la transferencia de calor entre el bloque y el recipiente de reaccion.
Las temperaturas de los bloques de calentamiento 15 a 18 se pueden ajustar (normalmente entre 40 y 120 °C) con
calentadores y dispositivos electrénicos que los controlen (que no se muestran).

Otro 19 de los bloques de calentamiento 14 a 19 es un bloque de medicion 19. Este bloque 19 es como los bloques de
calentamiento, pero con un orificio en su parte superior para realizar mediciones de fluorescencia. Es necesario proteger
de la luz externa el bloque y los recipientes de reaccion situados en el mismo.

El bloque de medicion del dispositivo posee una fuente de luz UV (por ejemplo, una lampara de destellos), cuya energia
es guiada hacia el recipiente que se va a medir a través de filtros, lentes y el orificio del bloque de medicién. La emision
con tiempo de vida largo (aproximadamente 100 ps) procedente del recipiente después de que haya terminado la
excitacion es guiada a través del orificio en el bloque de medicion, lentes y filtros y, por ultimo, se mide con, por ejemplo,
un tubo fotomultiplicador.

El propésito del sistema 20 consiste en cambiar la temperatura de liquidos situados en el interior de recipientes de
reaccion 2 lo mas rapido posible entre temperaturas normalmente dentro del intervalo de 40 a 120 °C. Normalmente, el
sistema 20 deberia ser capaz de medir la fluorescencia en tiempo retardado de los recipientes de reaccion 2. El usuario
puede programar las temperaturas de los bloques (normalmente, el bloque frio esta siempre a 10 °C, los bloques de
calentamiento a temperaturas de 40 a 120 °C), la programacion temporal seguida por el motor paso a paso y la
programacién temporal de la medicién de fluorescencia se puede controlar con un ordenador portatil que actie como
interfaz con el sistema, o bien con un panel de interfaz integrado. El sistema es, preferentemente, lo mas pequefio y
ligero posible. Puede ser portatil o incluso de mano.

El software que se usa para controlar el proceso de control térmico dirige los traslados precisos del recipiente de reaccién
entre diferentes bloques térmicos con el fin de lograr un perfil térmico deseado para la mezcla de reaccion en el interior
del recipiente. En principio, el control de temperatura en el interior del recipiente puede estar basado en dos mecanismos
diferentes: los tiempos de incubacién en los diferentes bloques térmicos se pueden calibrar con un sensor de
temperatura, de manera que se consiga un perfil térmico que se aproxime lo maximo posible al perfil térmico deseado
programando los tiempos aproximados que debe permanecer el recipiente en cada bloque térmico. Otra posibilidad
consiste en construir un mecanismo de realimentacién que permita al programa medir la temperatura en el interior del
recipiente en tiempo real y llevar a cabo los traslados necesarios basandose en la temperatura real que existe en el
interior del recipiente. El software incluido en el sistema puede utilizar ambos o solo uno de estos mecanismos para
controlar el procedimiento de control térmico.

Ademas de controlar los cambios de temperatura, la unidad de procesamiento de datos y el software correspondiente se
usan o pueden usarse en la detecciéon y/o cuantificacion del analito o analitos. Si el sistema incorpora una unidad de
medida de fluorescencia o de fluorescencia en tiempo retardado, el software se puede usar para dirigir la unidad de
medicién, de manera que se registren las sefiales de fluorescencia o fluorescencia en tiempo retardado del interior del
recipiente durante el protocolo de ciclado térmico o bien después de que finalice el protocolo de ciclado térmico. A
continuacion, el software, siguiendo un algoritmo analitico contenido en el software o programado por el usuario o por el
fabricante del sistema, calcula y presenta un resultado cualitativo y/o cuantitativo de la reaccion particular basado en el
resultado o resultados de la medicién o mediciones de fluorescencia o fluorescencia en tiempo retardado. Si, por
ejemplo, el recipiente de reaccién se usa en la deteccidon de una bacteria nociva mediante PCR, el recipiente de reaccion
puede contener una muestra de la que se sospeche que contiene la bacteria, y todos los reactivos de la PCR, incluidos
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los reactivos de deteccion fluorogénica que emiten una sefal de fluorescencia aumentada si se amplifica el ADN de
dicha bacteria nociva en el interior del recipiente. En dicho caso, el software estaria programado para controlar la unidad
de medicion de fluorescencia de manera que la unidad de medicion realice mediciones de fluorescencia a intervalos
apropiados, y para que el recipiente de reaccion esté colocado adecuadamente con respecto a la unidad de medicion. En
funcién de las sefiales de fluorescencia registradas, el software informa de si la muestra contenia o no dicha bacteria.
Ademas de dichos procedimientos analiticos cualitativos, el software puede realizar calculos que permitan determinar de
forma cuantitativa el analito buscado.

Normalmente, el software también contiene funciones que permite el control de calidad de los resultados con la ayuda de
muestras de control definidas que contienen una cantidad conocida del analito buscado. El software también permite
almacenar los datos térmicos y analiticos de los ciclados térmicos realizados y las operaciones de medicién. También se
puede incluir en el sistema un lector de codigos de barras que esté conectado con el software de manera que el software
reconozca cada recipiente de reaccion introducido en el sistema, basandose en un coédigo de barras impreso en el
recipiente y, en funcioén de la informaciéon almacenada en el software, pueda llevar a cabo un protocolo deseado de
ciclado térmico y mediciones, y de analizar, comunicar y almacenar los datos obtenidos, de una manera que resulte
apropiada para el recipiente de reaccion en cuestion. Los expertos en la materia observaran que, en lugar de un cédigo
de barras, se puede usar una técnica de codificacion diferente, siempre que sea capaz de comunicar informacion
relevante acerca del contenido del recipiente de reaccién al software que controla el sistema.

Control de temperatura

Para controlar la temperatura en el interior de un recipiente de reaccion como el descrito anteriormente, un procedimiento
ideal consiste en fijar el recipiente de reaccion a un soporte firme que sea capaz de adoptar varias posiciones diferentes.
Junto al soporte firme, se colocan varios bloques térmicos. Lo ideal seria que los bloques estuvieran hechos de un metal
u otro material con una alta conductividad térmica. Los blogues tienen, adecuadamente, una forma que incorpora una
hendidura en la que el recipiente de reaccion encaja de la forma mas apretada posible. En una forma de realizacion ideal
de la presente invencion, los bloques también presentan un mecanismo, por ejemplo, una tapa de resorte, que garantiza
un contacto estrecho entre el bloque y el recipiente de reaccién cuando el soporte firme se mueve para introducir un
recipiente de reaccion en una hendidura de un bloque térmico. En una forma de realizaciéon adecuada, el tamafio del
bloque térmico y de la hendidura incluida en el mismo es tal que cuando se coloca un recipiente de reaccién en el interior
de la hendidura del bloque térmico, al menos una, preferentemente dos y preferentemente tres superficies del recipiente
de reaccion queden cubiertas por la superficie del bloque térmico en la mayor medida posible. Al menos uno de los
bloques térmicos puede incluir también un orificio que esté situado de tal manera que, cuando haya un recipiente de
reaccion situado en la hendidura del bloque térmico que incorpore dicho orificio, puedan realizarse mediciones de
luminiscencia a través del orificio y la pared de un volumen de reaccién. Para aumentar la temperatura en el interior del
recipiente de reaccion hasta llegar a una temperatura objetivo, el soporte firme al que esta fijado el recipiente se mueve
para introducir el recipiente de reaccién en la hendidura de un bloque térmico que esta mas caliente que la temperatura
objetivo. El recipiente de reaccion se mantiene en este primer bloque de calentamiento durante un tiempo necesario para
que la temperatura en el interior del recipiente alcance la temperatura objetivo o se aproxime a ella; a continuacion, el
soporte firme se mueve para trasladar el recipiente de reaccion del primer bloque de calentamiento a un segundo bloque
que se mantiene a la temperatura objetivo. Para enfriar el contenido de un recipiente de reaccion, el recipiente se
traslada en primer lugar a la hendidura de un bloque que esta mas frio que la temperatura objetivo; se mantiene en el
bloque de enfriamiento durante un tiempo necesario para disminuir la temperatura en el interior del recipiente de reaccién
hasta que alcance la temperatura objetivo fria o se aproxime a ella; y, después, el recipiente se traslada a un bloque que
se mantiene a la temperatura objetivo fria. De este modo, la tasa de cambio de temperatura en el interior del recipiente
de reaccion se puede acelerar, si se compara con un procedimiento en el que el recipiente de reaccién se traslada
directamente a una temperatura objetivo o si se compara con un procedimiento en el que se cambia la temperatura del
bloque térmico, en lugar de la posicion del recipiente de reaccion. El soporte firme y los bloques térmicos situados
alrededor se pueden construir de muchas maneras diferentes. Adecuadamente, por ejemplo, los bloques térmicos estan
colocados en circulo, de manera que el soporte firme, colocado en el medio o justo en el exterior del circulo formado por
los bloques, pueda cambiar la posicion del recipiente de reaccion fijado al mismo, realizando un movimiento circular
alrededor de su propio eje (en cuyo caso, el soporte firme se encuentra en el medio del circulo formado por los bloques)
o bien alrededor del eje del circulo formado por los bloques (en cuyo caso, el soporte firme esta situado fuera del circulo
formado por los bloques). Otra posibilidad consiste en colocar los bloques térmicos, por ejemplo, en fila, en cuyo caso, el
soporte firme se mueve hacia delante y hacia atras a lo largo de la fila para trasladar un recipiente de reaccion de un
bloque térmico a otro. Ademas, en una configuracién con un Unico instrumento, pueden existir varios conjuntos de
bloques térmicos para permitir el control simultdneo de varios recipientes de reaccion. Ademas, los bloques térmicos
pueden tener un tamafio mayor que el de un Unico recipiente de reaccion, lo cual permite introducir mas de un recipiente
de reaccion al mismo tiempo.

Ejemplos
Ejemplo 1
Efecto del uso de bloques térmicos mas calientes y mas frios que las temperaturas objetivo sobre la tasa de aumento y

disminucién de temperatura en el recipiente de reaccion del sistema.
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Para optimizar la velocidad del ciclado térmico, se construyé un sistema de acuerdo con la presente invencion que
comprende varios bloques de calentamiento mantenidos a temperaturas predeterminadas. Los bloques se mantuvieron a
29 °C (el bloque frio); 61 °C; 97 °C y 115 °C. Se colocé un sensor de temperatura en el interior de un recipiente de
reaccion plano y se determinaron las tasas de calentamiento y enfriamiento del contenido del recipiente usando dos
procedimientos diferentes de ciclado térmico. En el primer procedimiento, el recipiente de reaccién se trasladé desde el
bloque a 61 °C directamente al bloque a 97 °C y desde el bloque a 97 °C directamente de nuevo al bloque a 61 °C. El
segundo procedimiento se llevo a cabo de acuerdo con la presente invencién, de manera que, para calentar el contenido
del recipiente de reaccion desde 61 °C a 97 °C, se trasladd el recipiente desde el bloque a 61 °C hasta el bloque
mantenido a 115 °C durante diez segundos, tras lo cual, el recipiente se traslado al bloque a 97 °C. Desde el bloque a 97
°C, el recipiente se trasladé al bloque a 29 °C durante diez segundos, tras lo cual, el recipiente se volvié a trasladar al
bloque a 61 °C. Los tiempos empleados para calentar el contenido del recipiente de 61 a 97 °C (tiempo de calentamiento)
y enfriarlo de 97 a 61 °C (tiempo de enfriamiento) se registraron usando estos dos procedimientos diferentes de ciclado
térmico. Usando el primer procedimiento, el tiempo de calentamiento de 61 a 97 °C fue de 25 segundos y el tiempo de
enfriamiento de 97 a 61 °C fue de 48 segundos. Con el segundo procedimiento, el procedimiento de la presente
invencion, el tiempo de calentamiento fue de solo 8 segundos, es decir, menos que el tiempo durante el que se incubd el
recipiente a 115 °C. El tiempo de enfriamiento usando el segundo procedimiento fue de solo 7 segundos. Claramente, el
procedimiento de la presente invencion proporciona una mejora considerable en la velocidad del ciclado térmico: durante
una reaccion PCR de 40 ciclos, estos ahorros de 58 segundos por ciclo suman aproximadamente 40 minutos de tiempo
ahorrado, lo cual es importante para un laboratorio que tiene que llevar a cabo el mayor nimero posible de reacciones
PCR durante un dia de trabajo. Cabe sefialar que los tiempos de incubacién y temperaturas exactas usados en este
ejemplo se escogieron arbitrariamente; se puede lograr una velocidad adin mayor ajustando el bloque frio a una
temperatura mas fria y el bloque caliente a una temperatura mas caliente. En este experimento, se usaron incubaciones
de 10 segundos en los bloques caliente y frio, pero en realidad resultaron ser demasiado prolongadas: las temperaturas
objetivo se alcanzaron en menos de 10 segundos. Lo ideal seria haber trasladado el recipiente de reaccion desde el
bloque caliente al bloque a 97 °C tras 8 segundos y desde el bloque frio al bloque a 61 °C tras 7 segundos para impedir
que el recipiente de reaccion alcanzara temperaturas superiores a 97 °C o inferiores a 61 °C.

Ejemplo 2

Efecto del uso de papel de aluminio como material para el recipiente de reaccién del sistema sobre la tasa de cambio de
temperatura en el interior del recipiente.

Para determinar el efecto del uso de un papel de aluminio en lugar de una pared de plastico en un lado del recipiente de
reaccion, se revistieron dos mitades idénticas del recipiente con papel de aluminio o bien con una lamina de plastico. Se
coloco un sensor de temperatura en el interior de cada recipiente y se determinaron las tasas de cambio de temperatura
para ambos recipientes usando un sistema de acuerdo con la presente invencién. Esto se hizo cambiando la posicion del
recipiente desde un bloque térmico ajustado a 105 °C hasta un blogue ajustado a 27 °C para enfriar o, a la inversa, para
calentar. Se registraron datos de medicion de temperatura diferentes para el enfriamiento y el calentamiento del
contenido de los recipientes. Los datos se ajustaron a una unica funcién exponencial y se determinaron las vidas medias
de cambio de temperatura, es decir, los tiempos necesarios para que la temperatura del interior del recipiente cambie
hasta el punto intermedio entre 105 °C y 27 °C. Cuando se usé una lamina de plastico, las vidas medias para el
enfriamiento y el calentamiento fueron, respectivamente, de 7,6 y 9,6 segundos; para un recipiente que incorpora una
pared hecha de un papel de aluminio, las vidas medias fueron de 5,7 y 6,3 segundos. Por lo tanto, queda claro que el
uso de una pared hecha de un material con una alta conductividad térmica ofrece una clara ventaja en lo referente a la
velocidad de control térmico.

Ejemplo 3

Velocidad de ciclado térmico usando el procedimiento y sistema de la presente invencion frente a un procedimiento
convencional de ciclado térmico.

Para demostrar el efecto acelerador de la presente invencion sobre la velocidad del ciclado térmico, se colocaron
sensores de temperatura en el interior de un recipiente de reaccion de acuerdo con la presente invencion y en el interior
de un tubo de plastico para PCR de 0,2 ml. Ambos recipientes de reaccién se llenaron con agua y se midieron las
temperaturas en el interior de los recipiente durante un protocolo normal de ciclado térmico, durante el cual la
temperatura vario ciclicamente entre 95 °C y 60 °C. Se control6 la temperatura del interior del recipiente de reaccién de
acuerdo con la presente invencién, usando un sistema de acuerdo con la presente invencion, en el que el recipiente de
reaccion se colocd en un soporte firme, que tenia forma cilindrica. Alrededor del soporte firme, se colocaron cuatro
bloques térmicos, cuyas temperaturas se mantuvieron a 27 °C, 60 °C, 95 °C y 105 °C. Para aumentar la temperatura en
el interior del recipiente hasta 95 °C, el recipiente se colocd, en primer lugar, en el interior de la hendidura del bloque
mantenido a 105 °C; después, tras unos segundos, el recipiente se trasladé al bloque a 95 °C. A continuacion, para
enfriar el volumen de reaccién hasta 60 °C, el recipiente se trasladd, en primer lugar, a la hendidura del bloque a 27 °C
durante unos segundos, tras lo cual se trasladé al bloque a 60 °C. Para establecer la comparacion, las tasas de cambio
de temperatura se midieron dentro de un tubo convencional para PCR de 0,2 ml, del cual se controlé la temperatura del
contenido usando un aparato PTC 200 DNA Engine (MJ Research, EE.UU.).

La figura 3 muestra el control de la temperatura de un recipiente de reaccion usando un procedimiento de ciclado térmico
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y un sistema para el control térmico de acuerdo con la presente invencion (cuadrados abiertos; “Proto”) o usando un tubo
convencional para PCR de 0,2 ml y paredes delgadas y un ciclado térmico convencional (PTC 200 DNA Engine, MJ
Research, EE.UU.; triangulos abiertos, PCR MJ-Res). Los datos de medicién de temperaturas se muestran en funcién
del tiempo transcurrido. La tasa de cambio de temperatura usando el sistema de acuerdo con la presente invencion
(cuadrados) es mucho mas alta que la tasa obtenida usando una maquina de PCR convencional (triangulos), que se
basa en el uso de un bloque de metal, cuya temperatura se cambia periédicamente. El tiempo necesario para cambiar la
temperatura en el interior del recipiente de reaccién entre las dos temperaturas objetivo (95 y 60 °C) es mucho mas corto
para el prototipo de instrumento que para la maquina de PCR convencional.

La figura 5 muestra esquematicamente el modo en que se puede llevar a cabo el control de temperatura de los

recipientes de reaccion. La figura muestra la temperatura de los recipientes de reaccion durante las etapas “a” a “h” en
funcién del tiempo. Las etapas son las siguientes:

a) 0 s: los recipientes se mueven a un bloque de calentamiento a 120 °C

b) 2 s: los recipientes se mueven a un bloque de calentamiento a 95 °C

c) 12 s: los recipientes se mueven a un bloque frio a 10 °C

d) 15 s: los recipientes se mueven a un bloque de calentamiento a 60 °C

e) 40 s: los recipientes se mueven a un bloque frio a 10 °C

f) 41 s: los recipientes se mueven a un bloque de medicion a 50 °C

g) 42 a 45 s: se realizan las mediciones de fluorescencia

h) 46 s: los recipientes se mueven a un bloque de calentamiento a 120 °C; comienza un nuevo ciclo.

La curva de temperaturas que muestra la temperatura de los recipientes durante las etapas anteriores demuestra
claramente un rapidisimo control de temperatura de los recipientes.

Ejemplo 3

Uso del procedimiento y sistema de acuerdo con la presente invencion para llevar a cabo la reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real

Para demostrar la aplicabilidad de la presente invencién para llevar a cabo la reaccién en cadena de la polimerasa en
tiempo real, se preparé un ensayo de PCR para el bacteriéfago T4. La quimica del ensayo fue descrita por Nurmi y col.
(2002). Las secuencias de los oligonucledtidos usadas en el ensayo fueron las siguientes: cebador 5
ATGTTCCACGCTAAAAGACCTTATTGAAAA (N.° ID de SEC: 1); cebador 3
CAGCAGAATGAACCGAATCCACAAATAT (N° ID de SEC: 2); sonda marcada con  europio
ATTATTCATCACCGAGCGACTATTCAAGATA (N.° ID de SEC: 3) y sonda con neutralizador (“quencher”) marcada con
QSY-7 GCTCGGTGATGAATAAT (N.° ID de SEC: 4). Las reacciones de amplificacion de 30 ul consistieron en: tampon
Taq 1 X HotMaster (Eppendorf, Alemania), 0,3 uM de cebadores, 28 nM de sonda de europio, 280 nM de sonda con
neutralizador, 2,5 mM de cloruro de magnesio, 0,2 mM de dNTPs y 1,25 U de polimerasa Taq HotMaster. Las reacciones
de amplificacién se llevaron a cabo usando el tipo de recipiente de reaccion descrito en la fig. 1. Para el ciclado térmico,
se us6 un termociclador de acuerdo con la presente invencion (ejemplo 2). Se us6 un protocolo de ciclado térmico
consistente en 40 ciclos de 3 segundos a 95 °C y 13 segundos a 60°C con un calentamiento y enfriamiento en los
bloques mantenidos a 110 y 25 °C, respectivamente. Se midié la fluorescencia del europio en tiempo retardado en
determinados ciclos de la PCR seleccionados. Todas las mediciones se realizaron a temperatura ambiente.

La figura 4 muestra una grafica de amplificaciéon que muestra la aplicabilidad de la presente invencion para llevar a cabo
reacciones en cadena de polimerasa en tiempo real. Se muestran graficas de amplificacion obtenidas a partir de una
reaccion de control negativa (NTC), en la que no se afiadid ADN del bacteriéfago T4 a la reaccién y de una reaccion
positiva, en la que se afadieron aproximadamente 100 copias de DNA T4 como molde. Como puede observarse en la
figura, la presencia del ADN buscado especifico en la muestra da lugar a un aumento detectable en la fluorescencia del
europio. Por lo tanto, queda claro que el recipiente de reaccién, el procedimiento de control térmico y sistema de ciclado
térmico descritos en la presente memoria descriptiva se puede aplicar a la PCR en tiempo real.

Se observara que los procedimientos de la presente invencion se pueden incorporar en diversas formas de realizacion,
de las que solo se describen algunas en la presente memoria descriptiva.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para el rapido control térmico de un volumen de reaccioén (4) de un recipiente de reaccién (2)
que comprende un volumen de reaccion (4) cerrado < 2 ml, preferentemente < 50 pl, rodeado por al menos dos paredes
(6, 8), una primera pared (6) y una segunda pared (8), siendo dicha primera pared (6) de un primer material que es
permeable a al menos una longitud de onda de la luz y siendo dicha segunda pared (8) de un segundo material con una
alta conductividad térmica en el que el control térmico de dicho volumen de reaccioén (4) en dicho recipiente de reaccion
(2) comprende un cambio de temperatura del volumen de reacciéon (4) desde una temperatura anterior hasta una
temperatura objetivo en el que dicho cambio de temperatura se lleva a cabo:

a) poniendo las paredes (6, 8) del recipiente de reaccion (2) en contacto con un primer bloque térmico (14 a 19)

i) a una temperatura superior a la temperatura objetivo si la temperatura objetivo es superior a la
temperatura anterior, o de la misma manera

ii) a una temperatura inferior a la temperatura objetivo si la temperatura objetivo es inferior a la temperatura
anterior,

durante un tiempo necesario para llevar la temperatura del volumen de reaccién (4) hasta la temperatura objetivo
ocercade ella; y

b) poniendo después dichas paredes (6, 8) en contacto con un segundo bloque térmico (14 a 19) a la temperatura
objetivo para llevar el volumen de reaccion (4) a dicha temperatura objetivo y/o mantener el volumen de reaccion (4) a
dicha temperatura objetivo durante el tiempo estipulado,

en el que el primer bloque térmico (14 a 19) se encuentra una primera temperatura predeterminada constante y el
segundo bloque térmico (14 a 19) se encuentra a una segunda temperatura predeterminada constante, es decir, la
temperatura objetivo, caracterizado porque las paredes (6, 8) se ponen en contacto directo con dicho primer y dicho
segundo bloque térmico (14 a 19) y

dicho recipiente de reaccion (2) empleado comprende también un orificio (10) para introducir una muestra, un canal a
través del cual fluye la muestra hacia el volumen de reaccion (4), un segundo canal, un volumen de expansion (25), un
tercer canal y un segundo orificio (12) a través del cual fluye el aire desplazado por la muestra hacia el exterior del
recipiente de reaccion,

en el que dicho volumen de expansion (25) permite la expansion de una mezcla de reaccion analitica dentro de
dicho volumen de reaccién (4) e impide la rotura de dicho recipiente de reaccion (2) por el aumento de presion
ocasionado por la evaporacién durante el calentamiento de dicha mezcla de reaccidon en el interior del volumen de
reaccion (4), y

la transferencia de calor entre el recipiente de reacciéon (2) y un bloque térmico (14 a 19) se intensifica presionando
dichas paredes (6, 8) de dicho recipiente de reaccion (2) y dichas paredes de los bloques térmicos (14 a 19) unas contra
otras y en contacto directo unas con otras.

2. El procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque se llevan a cabo varios cambios de temperatura
del volumen de reaccion (4), y mas de uno de dichos cambios de temperatura se llevan a cabo usando cada cambio un
par de bloques térmicos (14 a 19) consistentes en un primer y un segundo bloque térmico (14 a 19), en el que cada
bloque térmico (14 a 19) de cada uno de dichos pares puede ser también un bloque térmico (14 a 19) de uno o mas de
los otros dichos pares, de acuerdo con las etapas a) y b) de la reivindicacién 1.

3. El procedimiento segun la reivindicacion 2, caracterizado porque todos los cambios de temperatura del volumen
de reaccion (4) se llevan a cabo de acuerdo con las etapas a) y b) de la reivindicacion 1.

4. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque la conductividad térmica
del segundo material es = 10 mW/mmK, preferentemente = 100 mW/mmK.

5. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque el segundo material de la
segunda pared (8) se selecciona entre el grupo formado por los metales, preferentemente aluminio o cobre.

6. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque la superficie
externa de la segunda pared (8) es aplanada, preferentemente plana.

7. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque la relacién del
area de la segunda pared (8) que encierra, es 2decir, el area de la segunda gared orientada hacia, el volumen de reaccion
(4) con respecto a dicho volumen es = 0,5 mm®/pl, preferentemente = 5 mm-/pl.

8. Un sistema (20) para detectar y/o cuantificar un analito o analitos bioldgicos y/o quimicos en una muestra que
supuestamente contenga dicho analito o analitos, que comprende
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i) uno o mas recipientes de reaccion (2) que comprenden un volumen de reaccion (4) cerrado < 2 ml, preferentemente <
50 ul, rodeado por al menos dos paredes (6, 8), una primera pared (6) y una segunda pared (8), siendo dicha primera
pared (6) de un primer material que es permeable a al menos una longitud de onda de la luz y siendo dicha segunda
pared (8) de un segundo material con una alta conductividad térmica,

ii) cuatro o mas bloques térmicos (14 a 19), y

ii) unos medios (22) para poner dichas paredes (6, 8) de dichos recipientes de reaccion (2) en contacto con cada uno de
dichos bloques térmicos (14 a 19),

en el que una unidad de procesamiento de datos, con un software para la reduccion de datos dedicada para dicha
deteccion y/o cuantificacion de dicho analito o analitos, esta dispuesta para controlar al menos un cambio de temperatura
del volumen de reaccion (4) desde una temperatura precedente hasta una temperatura objetivo de acuerdo con el
procedimiento de la reivindicacion 1, caracterizado porque dichas paredes (6, 8) estan dispuestas para ponerlas en
contacto directo con dichos primer y segundo blogues térmicos (14 a 19), y

dicho recipiente de reaccion (2) empleado comprende también un orificio (10) para introducir una muestra, un canal a
través del cual fluye la muestra hacia el volumen de reaccion (4), un segundo canal, un volumen de expansion (25), un
tercer canal y un segundo orificio (12) a través del cual fluye el aire desplazado por la muestra hacia el exterior del
recipiente de reaccion (2),

en el que dicho volumen de expansion (25) permite la expansion de una mezcla de reaccion analitica dentro de
dicho volumen de reaccion (4) e impide la rotura de dicho recipiente de reaccion (2) por el aumento de presion
ocasionado por la evaporacion durante el calentamiento de dicha mezcla de reaccién en el interior del volumen de
reaccion (4), y dicho sistema comprende unos medios para presionar dichas paredes (6, 8) de dicho recipiente de
reaccion (2) y dichas paredes de los bloques térmicos (14 a 19) unas contra otras y en contacto directo unas con otras.

9. El sistema segun la reivindicacion 8, caracterizado porque la conductividad térmica del segundo material es = 10
mW/mmK, preferentemente = 100 m\W/mmK.

10. El sistema segun la reivindicacion 9, caracterizado porque el segundo material de la segunda pared (8) se
selecciona entre el grupo formado por los metales, preferentemente aluminio o cobre.

11. El sistema segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, caracterizado porque la superficie externa de la
segunda pared (8) es aplanada, preferentemente plana.

12. El sistema segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, caracterizado porque la relacién del area de la
segunda pared (8) que encierra, es decir, el area de la segunda pared orientado hacia, el volumen de reaccion (4) con
respecto a dicho volumen es = 0,5 mmZ/pI, preferentemente = 5 mmZ/pI.

13. El sistema segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12, caracterizado porque la primera pared (6) es
permeable a la luz visible y ultravioleta (UV).

14. El sistema segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 13, caracterizado porque el primer material de la
primera pared (6) se selecciona entre el grupo formado por plasticos o vidrios.

15. El sistema (20) segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 14, caracterizado porque los medios (22) para
poner las paredes del recipiente de reaccion en contacto directo con los blogues térmicos (14 a 19) comprenden un
soporte (24) para dicho recipiente (2) con unos medios (22) para mover dicho soporte (24) en una trayectoria circular o
lineal y dichos bloques térmicos (14 a 19) se encuentran en diferentes puntos de dicha trayectoria circular o lineal, de
manera que dichas paredes (6, 8) de dicho recipiente de reaccién (2) se puedan poner en contacto directo con cada
bloque térmico (14 a 19) moviendo dicho soporte (24) a lo largo de dicha trayectoria circular o lineal.

16. El uso del sistema segin una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 15 para la reacciéon en cadena de la
polimerasa en tiempo real (PCR en tiempo real).

17. El uso del sistema segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 15 para reacciones de amplificacion de
acidos nucleicos, preferentemente la amplificacion basada en secuencias de acidos nucleicos (NASBA), amplificacion
por desplazamiento de cadena (SDA), amplificacion por circulo rodante (RCA) y reaccién en cadena de la ligasa (LCR).

18. El uso del sistema segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 15 para ensayos de unién de ligandos.
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