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La técnica PCR en tiempo real o cuantitativa (qPCR) es considerada como un método de referencia en el área de biología molecular que se emplea especialmente para la cuantificación de ácidos

nucleicos debido a su amplio intervalo dinámico de trabajo, sensibilidad, precisión, rapidez, especificidad, bajo costo y versatilidad. Al igual que cualquier método de medición, es necesario garantizar que

sus resultados sean confiables, por tanto, el laboratorio debe estar en capacidad de demostrar la trazabilidad de sus mediciones a través de mecanismos como: la validación del método analítico, el

control metrológico sobre los equipos, el uso de materiales de referencia certificados y la estimación de la incertidumbre de medición; todo esto le dará la posibilidad de comparar sus resultados contra los

obtenidos en un tiempo y lugar diferente, contra un valor certificado, un límite legal o un resultado obtenido por medio de un procedimiento de medición diferente. A continuación se presenta el tratamiento

y la forma de evaluar las fuentes probables de incertidumbre para la cuantificación absoluta de ADN por qPCR.
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INCERTIDUMBRE [1]

Parámetro no negativo que caracteriza la dispersión de

los valores atribuidos a un mensurando a partir de la

información usada. Puede ser una desviación típica o

un intervalo con una probabilidad de cobertura

determinada.
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COMBINADA Y EXPANDIDA

𝑊𝐴𝐷𝑁 = 10
𝑅𝑊 𝑓𝐷

𝑊𝐴𝐷𝑁:  Concentración ADN

𝑅𝑊: Valor interpolado en la curva de calibración

𝑓𝐷: Factor de dilución

Figura 1 Diagrama de causa efecto para identificar las fuentes de incertidumbre
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Figura 2 Curva de calibración  para la cuantificación de ADN,  indicando los parámetros  

obtenidos a partir de la regresión

La relación entre la indicación instrumental (Ct) y la concentración de ADN no

tiene un comportamiento lineal, por lo que es necesario emplear la función

logaritmo que permite linealizar la tendencia. Para el cálculo de la

incertidumbre típica es necesario transformar la incertidumbre en términos de

log[ADN] en [ADN].

Tabla 1.  Presupuesto de incertidumbre para la cuantificación absoluta de ADN por qPCR

Figura 2 Esquema distribución normal de los resultados de medición de log[ADN] 

Dado que no se encuentra un gran número de trabajos publicados donde se realicen estimaciones de incertidumbre en el

cálculo de la concentración de ADN, se plantea un modelo teórico que permita asociar esté parámetro a un resultado de

medición. Es de esperarse que en un trabajo práctico, al evaluar las fuentes de incertidumbre, se encuentre que las principales

contribuciones se den por el material de referencia, la repetibilidad y la reproducbilidad del método analítico que se determina

durante la validación.
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TRAZABILIDAD [1]

Propiedad del resultado de una medición por la cual

este puede relacionarse con una referencia mediante

una cadena ininterrumpida y documentada de

calibraciones, cada una de las cuales contribuye a la

incertidumbre de medida.
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