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• Técnica analítica que permite la cuantificación absoluta de ácidos
nucleicos, mediante la partición de la muestra en miles de sub-
réplicas (chip de 20.000 pocillos).

PCR digital: ¿Qué es?

• Tras la PCR, la amplificación o no de las sub-réplicas se usa para
generar un recuento absoluto del número de moléculas de la
muestra, sin necesidad de estándares ni controles endógenos.

• Se realiza una PCR individual
en cada uno de los 20.000
pocillos que se categorizan
como positivas o negativas
dependiendo de si contienen o
no la molécula objetivo
(binario/digital).



Esquema flujo general de trabajo
Obtención de 

ácidos nucleicos
Preparación mezcla 

reacción PCR
Carga chip

Termociclado
Lectura chipsAnálisis de resultados en la 

nube (Thermofisher)

Diversas matrices y 
soportes (calidad y 

cantidad).

(Diseño Taqman de 
RT-qPCR)

Paso que 
requiere más 
manipulación y 
cuidado 

Menos de 1 minuto



1º 3º

Proflex PCR System

4º

Quantstudio 3D PCR 
digital system

Chip v2/ 20.000 pocillos

QuantStudio 3D Digital PCR 
chip loader

2º



La PCR digital permite realizar cuantificaciones absolutas 
(nº de copias por unidad de volumen) sin usar una curva estándar

1- Contar número de pocillos negativos y positivos en el chip

2- Aplicar la corrección de Poisson (para corregir los pocillos que pueden haber 
recibido más de una molécula de la secuencia objetivo, se aplica un factor de corrección mediante 
el modelo de Poisson.  Implementado en el software de Applied Biosystem). 

𝛌𝛌: número medio  de copias por pocillo
k: número de pocillos positivos
n: número total de pocillos 

λ/Vol. Pocillo = Copies/ µL 

Vol. chip v2: 755pL  (20000 pocillos)

Nº Copies/µL * genoma de la especie

Concentración [ng/µL]

https://www.youtube.com/watch?v=g_GgRcZaPxU


PUNTO IMPORTANTE: Las muestras deben estar diluidas a una concentración de 
manera que la mayoría de las particiones contengan una molécula o ninguna: 

λ Ideal entre 0,6 y 1,59.

λ = Número medio de copias por pocillo

Tamaño de los genomas: http://www.cbs.dtu.dk/databases/DOGS/index.html

Ejemplo:

- Gen concreto (especie humana)…./ virus /bacteria
- Contenido de ADN de un juego de cromosomas haploide humano:  3,3pg
- Volumen del pocillo :  755pL
- Para λ=0,6            

λ/Vol. Pocillo = Copies/ µL                      0,6copias/755pL = 794copias/µL 
794copias/µL x 3,3pg = 2.62 ng/μLNº Copies/µL x genoma de la especie
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_Ajuste [muestra]
Sobrenadante viral. Mix QuantStudio

Diluciones seriadas 1/10

Sobrenadante viral Sobrenadante viral 1/10 Sobrenadante viral 1/100

CONCLUSION

-Únicamente el sobrenadante viral dil 1/100 entra en el rango de cuantificación fiable (λ=0,6-1,59).

Th ajustado=1200

Utilización por empresa para generar estándar para kit de diagnóstico

Muestra k (positivos) n (total) k/n λ
Concentración 

chip 
(copias/µl)

 
 

 

 

Sobrenadante viral 16587 16666 0,995 5,352 7088
Sobrenadante viral dil 1/10 16290 16369 0,995 5,334 7064
Sobrenadante viral dil 1/100 9404 14645 0,642 1,028 1361

  
 

 
 

 
 

Precisión 
(Error)

 4,693%
   4,402%
   2,144%



VENTAJAS DE LA PCR DIGITAL
(vs RT-PCR)

 No es necesario depender de referencias o estándares.

 Determinación absoluta y precisa del número de copias.

Alta tolerancia a los inhibidores y capacidad para analizar 
mezclas complejas.

 Transferencia sencilla de ensayos de qPCR a dPCR.

 Detección de pequeños cambios de expresión.

Comparada con la qPCR a tiempo real es, más sensible , 
específica y precisa.



Cuantificación relativa: 
Esta aplicación permite cuantificar la 

cantidad de un objetivo en relación con el 
material genético total. 

.

Cuantificación absoluta: 
Medida del número de copias por unidad 

de volumen sin necesidad de curva 
estándar.

 Cuantificación de la carga viral.

 Cuantificación y generación de estándares 
y de referencia.

 Detección de patógenos de bajo nivel.

 Detección y cuantificación de organismos 
modificados genéticamente (GMO).

Aplicaciones de PCR digital 

 Variación del número de copias de alta precisión 
(CNVs).

 Análisis de mutaciones raras.

 Detección de pequeñas diferencias de expresión 
génica.



Bibliografía: utilización PCR digital
Control alimentario de  fraudes, trazabilidad

Caracterización y utilización de materiales de referencia

Detección y cuantificación de  microorganismos patógenos

Microbiología alimentaria



Detección y cuantificación de alérgenos

Microbiología clínica

Cuantificación de GMOs

Diagnóstico molecular



…para cualquier consulta podéis contactar con el grupo responsable (LAGENBIO) 
o utilizar la página web del IA2

¡¡¡¡GRACIAS POR VUESTRA  ATENCIÓN!!!!
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