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RESUMEN

En d desarollo de los pesguisges, egpecidmente en @ caso de los neonatdes, es muy comin que las
muestras 2 colecten en forma de sangre seca sobre papd de filtro, lo que hace imprescindible €
empleo de una placa para duir las muedtras. Edte trabgo describe  desarrollo y - congtruccion de una
placa de 96 pocillos paa d empleo en la ducon y tranderencia attomatizadas de muestras, en

ensayos para pesquisges neonatdes que utilizan la técnica de papd de filtro. La placa se obtiene a
través de la tecnologia del termoconformado de laminas de PVC.

Palabras clave: Placas de reaccidn, pesquisges neonata es, inmunoensayos.

Desgn and manufacturing of a plate for ution of blood samplesas
dried blood-spot on filter paper.

ABSTRACT:

In neonatd screening, the samples are often collected as dried blood-spot on filter paper. For tha
reeson it is needful to use a microplae for samples dution. This aticle describes the design and
manufacturing process of a microplaie for automated eution and trandfer of the blood samples in the
paper filter disk punched. The microplae is obtaned by means of themoforming plagic fail
technology. The paper includes a brief reference to the shapes and aitributes of the designed moulds,
and d0 the goplicaion of the expeimentd desgn techniques in order to find the appropriate
thermoforming rate.
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1INTRODUCCION

Con d empleo de la técnica de pape de filtro para colectar las muestras de sangre en los pesquisges
neonaaes, resulta indispensable  empleo de una placa o soporte para duir las mismas En los
ensayos para pexquisge neonatd dd sstema ultramicroanditico (SUMA) la ducion se lleva acabo en
una placa microELISA, en cuyos pocillos se colocan los ponches que contienen las muedtras de sangre
seca. Pogteriormente se afiaden 70 i de solucidn de ducion o euente.

Después de la ducion las muestras son sometidas a 1 hora de incubacion a temperatura ambiente, |o
cud provoca la pérdida por evgporacion de parte dd liquido contenido en los pozos Edto, unido a la
absorcion de los ponches, hace que en muchas ocasiones @ volumen de muestra euida quede en

55 m. De e volumen deben cargarse, Sn retirar € ponche de pocillo, 10 nh pera transferir hacia la
placa de reaccion o lectura.

Los procesos de ducion y tranderencia e redizan manudmente, utilizando una pipeta multicand. Los
pozos de las placas microELISA que se utilizan para la ducon tienen un didmetro de 7mm, lo cud
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implica que un volumen de 55 m adcanza 1.43 mm de dtura de columna de liquido en placas de fondo
plano y 257 mm para placas de fondo en U. Los ponches tienen un diametro de 5 mm, aunque €
contorno red puede vaiar en dependencia dd corte dd papd. Aln ad, la vaiabilidad dd tamafio de
los ponches y la diferencia de absorcion entre uno y otro es minima. Por otra parte, pueden caer dentro
de pozo en cudquier poscion, de modo que no puede esperarse un comportamiento uniforme como se
muestraen lafig. 1.

Fig.1 Comportamiento del ponche en d pocillo de laplacade eucion

Conseguir que la ducion y la tranderencia de las muestras se redicen de manera automética significa
evitar la intervencion manud en dos de los procesos més laboriosos de estos ensayos. Pero este

obetivo s complica, como en ede caso, cuando la dtura dd volumen de muedra duida es tan
pequeiiaque € ponche interfiere en la correcta aspiracion del volumen atrandferir.

2METODOLOGIA
2.1 Solucion geométrica

El proyecto de autometizacion de las fases de ducion y transferencia de las muedtras tendra éxito s
ambos procesos pueden redizarse sn interferencias. En otras paabras, S e logra cargar € volumen a
transferir (10 m ) de un volumen de muestra duida (55 mh ) sin sudtraer € ponche de papd de filtro.
Para esto 2 concibié una placa de 96 pocillos donde cada uno de dlos posee una geomeria formada
por dos cavidades cilindricas cdnicas de didinto didmetro y que se solgpan en la direccion de la mayor
dimengon de laplaca, fig. 2.
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Fig.2 Geometria de los pocillos de la nueva placa

En la cavidad de mayor didmetro (1) se coloca € ponche de papd de filtro y en dla ocurre la eucion.
En d cavidad de menor didmetro (2) se produce la aspiracion del volumen a trandferir. De esta manera
la ducion y la aspiracion ocurren en gtios diferentes evitando asi que haya interferencia entre ambos
procesos.

2.2 Fectibilidad tecnoldgica

En eda etgpa predomina € criterio de fabricar @ soporte utilizando las tecnologias ingdades en la
inditucion. Concretamente la variante escogida es la termoconformacion, a partir de la exigencia en €
Centro de una méguina bligeadora de tipo Compecker 10. Ademéas hay exidencias de dos tipos de
lamines para termoconformacion a base dd  polimeo Cloruro de  Polivinilo (PVC), cuyas
caracteridicas estan recogidas en  la bibliografia consultada [3]. Estas l&minas son: PVC 135y PVC
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PH23-T3. Otro demento influyente en la eeccidon fue @ bgo costo de edta variante respecto a otras
como por gemplo lainyeccidn de plégtico.

Aungue la rdacion profundidad (h)-didmetro (D) de las cavidades no eta cercana a los vaores criticos
(h £ D), exige sn embargo otro riesgo: Bl solgpamiento de las cavidades hace que € espacio entre
pocillos contiguos en cada fila de 12 se reduzca consderablemente, como puede goreciare en la Fig.
3.

Fig.3 Vidasuperior dela placa

Ega dtuacion complica la obtencion de la geometria en la zona de transcion entre pocillos contiguos
de una misma fila exidiendo induso la poshilidad de que queden comunicedos, lo cud resulta
inadmisble

Un demento cdave en d proceso de termoconformacion lo condituyen los moldes. Los mismos s
congdruyeron teniendo en cuenta las peculiaridedes y exigencias de ede disefio. Béscamente se
componen de un contramolde y un molde los cudes ocupan las camares superior e inferior
respectivamente de la estacion de termoconformacion.

El molde negetivo (fig. 4) posee las cavidades con la geometria que deben adoptar los pocillos y sobre
todo los orificios a través de los cudes s evacua d are que queda entre d molde y la lamina dd
polimero.

Fig. 4 Molde

B contramolde (fig. 5) por su pate, es podtivo regpecto d molde y contiene los agujeros por los
cudes la presion de are actlia sobre la lamina en estado termoplégtico, haciendo que se copie la forma
del molde.
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Fig. 5 Contramolde

Ladisposicion de los agujeros de presion y evacuacion de aire resulta clave en € proceso, por o que
estos deben situarse de manera que favorezcan laformacion de las zonas de mayor complgjidad
geométrica

2.3 Tecnologia de fabricacion
En un proceso de termoconformado influyen un grupo de varigdes que es necesario controlar, pues
determinan la cdidad dd producto find. La tecnologia para un proceso de este tipo consste,
béscamente, en fijar los vdores que tomarén las varidbles durante @ proceso. En generd, d aumentar
la complgided geométrica de los moldes, se requiere un régimen de termoconformado més exigente.
En este caso las variables influyentes a controlar son:

A: Temperatura de caentamiento del polimero.

B: Temperatura de enfriamiento dd molde

C: Preson deaire

D: Tipo de pdimero
En la literatura pueden encontrarse dgunas expresones que permiten relacionar los pardmetros de un
proceso de edta indole [2]; sn embargo, no e gudan a las condiciones concretas en que se fabrican
las placas. Ed0 se debe d tiempo de explotacion de la méguina en cuedtion y las peculiaridedes
geométricas de los moldes. Por eso, en lugar de confiar en un régimen establecido mediante cdculos,
s disgfia un experimento con d fin de establecer € régimen de termoconformado adecuado para este
caso.
2.3.1 Disefio dd experimento
La investigacion se inicia con un disefio fraccionario saturado del tipo 2y*! ta como se describe en la
literatura consultada [3], con € objetivo de hacer un primer andiss con todos los factores y un nimero
de experiencias reducido. En latablal se muestralos niveles de los factores en @ experimento.

Tablal
Nivdes de los factores

Factor Tipo Nivd | Nivd dto

bgo
A cuantitativo | 393° 423° K
K
B cuantitativo | 283° 288° K
K

C cuantitativo | 6bar 10 bar
D cuditativo | PVC PvC
135 | PH23-T3
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Respuesta s obtuvo a partir de una evauacion de la placa sobre la base de una escda continua de 0 a
2 unidades, donde & vador minimo corresponde a la peor cdidad. Los pardmetros que definen la
caidad de laplaca son los sguientes:

Profundidad de los podillos
Radio de la union paredes laterd esfondo.
Ondulacion de la cinta de polimero.

Codificacion de los factores: los niveles bgos se han representado por —1 y los nivdes dtos por 1.
Lasrdacionesentrelosvaores redes de los factores y su codificacion son las siguientes:

A= 1408 N
288
512855 @
2755
c-P-8 ©)

2
Donde T. temperaura de cdentamiento de polimero (° K); t: temperatura de enfriamiento dd molde
(° K); P: Presdn de aire (bar)

Generador: ABCD=L
Modelo: lined, incdluye losfactoresindividudes y las interacciones de segundo orden.

2.3.2 Resultados Experimentaes

En lasiguiente tabla aparecen los resultados de la primera fraccion 2° del experimento redlizado.

Tablall
Resultados experimentaes
Factores
Exp. | A| B | C | D |Rep
1 -1 -1 -1] -1 09
2 1(-1|-1| 1] 11
3 -1 1] -1 1] 02
4 1] 1) -1]-1| 16
5 1] -1 1 1| 05
6 1 (-1 1| -1] 19
7 1] 1 1] -1 1
8 1] 1 1 1] 15

El procesamiento de los datos se hizo empleando € pagquete estadisico STATGRAPH. En la tabla [l
se muestran los efectos grincipaes a partir de los datos de la primera fraccidn del experimento.
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Tablalll
Efectos principales primera fraccion 2°

Esti mated effects for Respuesta

aver age = 1,0875
A: Tempcal = 0,875
B: Tempenf = -0,025
C. Presion = 0,275
D: Material = -0,525
AB+CD = 0,075
AC+BD = 0,075
AD+BC = 0,075

Al no digponer de la desviacion esténdar de las fluctueciones inherentes a proceso, = rediza la
interpretacion subjetivasguiente:

Tanto lasinteracciones como d factor B no son  influyentes.
En un nuevo andiss exduyendo las interacciones, s detemina que d factor B no resulta
sgnificativo. El polinomio resultante es d Sguiente:

Y =1.09+ 0.44xA+0.14>xC- 0.26>D @)

Partiendo de que la respuesta més devada se obtiene en la experiencia 6, se toma ese punto como base
para experiencias poderiores. La nueva linea experimenta tiene la direccion y € sentido dd ge de
temperatura (factor A), manteniendo la preson (C) en su nivd dto (10 bar) y utilizando PVC 135.
Egto es equivdente a efectuar una regresion en la cud la variable independiente es la temperatura y la
dependiente es la respuesta. Las experiencias se redizan aumentando la temperatura con un paso de 5 °
K. EnlatablalV se muestran los resultados de estos experimentos.

TablalV
Resultados experimentaes
Temperatura | Respuesta
(A)
428° K 19
433° K 19
438° K 2
443° K 18
448° K 15

Laecuacion deregresion (R = 93,82 %) obtenidaeslasguiente:
Y =-87.46 +0.959 XA - 0.026 xA? ®

Egto indica que hay curvaiura en esta zona y por tanto existe un vaor de temperaiura para d cud la
respuesta toma su valor maximo.
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2.3.3 Andliss delosresultados
Los experimentos redizados han permitido etablecer los parametros dd régimen de termoconformado
idoneo parala obtencidn de laplaca. En la sguiente tabla se muestran los parametros de este régimen.

TablaV

Pardmetros dd régimen de termoconformado
Parametro Vdor
Temperatura de cdentamiento dd |438° K
polimero
Temperaura de enfriamiento  de| 288° K
los moldes
Preson deaire parad soplado 10 bar
Tipo de palimero PVC 135

Ege factor resultd s intrascendente por lo que se fija este vaor gplicando un criterio de ahorro
energético.

3. DISCUSION

Se propone una solucion d problema que representa la automatizacion de los procesos de ducion y
trandferencia de muestras cuando se emplea la técnica de pape de filtro. En este caso la solucion se
basa en una configuracion geomérica peculiar de los pocillos de la placa de ducion, la cud permite
que puedan efectuarse ambos procesos Sn interferencias. Su fabricacion se rediza utilizando una
tecnologia bastante conocida y extendida, a la vez que resulta menos costosa que la variante de
inyeccion de plégtico.

4. CONCLUSIONES

Se ha obtenido una placa paa ducidn y tranderencia de muedras que permite maeridizar un
proyecto de automatizacion de edtas laboriosas egpas de los ensayos para pesquisge neonatd. La
solucion propuesta es relativamente sencilla y resulta factible tanto desde d punto de vigta tecnolgico
como econdmico. La placa disefiada esta en proceso de solicitud de regisro de paente de invencion
ante la Oficina Cubana de la Propiedad Industrid (OCPY).
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