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(Australian TM Corbett Research Pty Ltd); Algxa Fluor®, Marina Blue®, SYBR®, SgTO@), Texas Red® (Moleculag Probes, Inc.); BLAS'(!;®
(US National Library of Medj@cine); CAL Fluor (Biosearch Technologies, Inc.); (:y® (GE Healthcare); EvaGreen (Biotiun(;, Inc.); FAM ,
JOE™, R®OXTM, TETQ", ViC ®(AppI(—:‘ra Corporation or its subsidéaries); LC Green (ldaho Teé:hnology, Inc.); LightCycler (Roche Group);
Microsoft , Windows , Excel (Microsoft Corporation); Pentium (Intel Corporation); Quasar (Biosearch Technologies, Inc.); Yakima

Yellow (Nanogen, Inc.).

The QIAGEN silver logo is exclusively licensed to Corbett Research Pty Ltd.

NOTICE TO PURCHASER:

The purchase of this product (Rotor-Gene Q, Rotor-Disc) includes a limited, non-transferable license to certain patents (see details
below) surrounding rapid polymerase chain reaction (PCR) methods and instrumentation, the use of SYBR Green | in PCR reactions,
melting curve analysis, analysis methods of DNA melting data, specifically high resolution melting (HRM) and others.

The purchase of this product (Rotor-Gene Q, Rotor-Disc) includes a limited, non-transferable license to one or more of US Patents Nos
6,787,338; 7,238,321; 7,081,226, 6,174,670; 6,245,514; 6,569,627; 6,303,305; 6,503,720; 5,871,908; 6,691,041; 7,387,887; and U.S.
Patent Applications Nos. 2003-0224434 and 2006-0019253 and all continuations and divisionals, and corresponding claims in patents
and patent applications outside the United States, owned by the University of Utah Research Foundation, Idaho Technology, Inc., and/or
Roche Diagnostics GmbH, for internal research use or for non-in vitro diagnostics applications. No right is conveyed, expressly, by
implication or estoppel, for any reagent or kit, or under any other patent or patent claims owned by the University of Utah Research
Foundation, Idaho Technology, Inc., and/or Roche Diagnostics GmbH, or by any other Party. For information on purchasing licences for
in-vitro diagnostics applications or reagents, contact Roche Molecular Systems, 4300 Hacienda Drive, Pleasanton, CA 94588, USA.
ADDITIONAL NOTICE TO PURCHASER IN USA, EUROPE, AND AUSTRALIA ONLY:

Practice of the polymerase chain reaction (PCR) process may require a license depending on the reagents and methods applied.
Purchase of this instrument (Rotor-Gene Q) does not itself convey to the purchaser a complete license or right to perform the PCR
process. The use of this instrument (Rotor- Gene Q) with Authorized Reagents such as Authorized QIAGEN kits and assays provides a
limited PCR license in accordance with the label rights accompanying such reagents.

Further information on purchasing licenses to practice the PCR process may be obtained by contacting the Director of Licensing at
Applied Biosystems, 850 Lincoln Centre Drive, Foster City, California 94404, USA and/or Roche Molecular Systems, 4300 Hacienda
Drive, Pleasanton, CA 94588, USA. No right is conveyed expressly, by implication or by estoppel under any other patent claim, such as
claims to apparatus, reagents, kits, or methods such as 5' nuclease methods.

For all kits propagating melting curve analysis: The purchase of this product includes a limited, non-transferable license under U.S.
Patent No. 5,871,908 and all continuations and divisionals, and corresponding claims in patents and patent applications outside the
United States, owned by Roche Diagnostics GmbH, for internal research use or for non-in vitro diagnostics applications with authorized
reagents with regard to Melting Curve Analysis. No right is conveyed, expressly, by implication or estoppel, under any other patent or
patent claims owned by Roche Diagnostics GmbH, or by any other Party.

2009 QIAGEN, all rights reserved.
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Informacgdes de seguranca

1

Informacgoes de seguranca

Antes de usar o Rotor Gene Q, é essencial que vocé leia este
manual de usuario com cuidado e prestar particular atencao as
informagcdes de seguranca. As instru¢cdes e informacdes de
seguranca no manual de usuario devem ser seguidas para garantir
uma operagao segura do instrumento e para manter o
instrumento em condi¢Oes seguras.

Os seguintes tipos de informac¢dOes de seguranca aparecerao
através deste manual.

AVISO

O termo AVISO é usado para informa-lo sobre situagdes que
possam resultar em lesdao corporal para vocé ou outras
pessoas.

Detalhes sobre essas circunstancias serdao dadas em uma
caixa como esta.

CUIDADO

O termo CUIDADO é usado para informa-lo sobre situagdes
que possam resultar em estrago ao instrumento ou outro
equipamento.

Detalhes sobre essas circunstancias serdo dadas em uma
caixa como esta.

A recomendacao fornecida neste manual destina-se a completar,
nao a substituir, os requisitos normais de segurang¢a vigentes no
pais do usuario.

11
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Informacgdes de seguranca

1.1

Utilizagcao adequada

AVISO

>

Risco de lesao corporal e dano ao instrumento w1l

O uso improéprio do Rotor Gene Q pode causar lesao
corporal ou dano ao instrumento.

O Rotor Gene Q somente deve ser operado por pessoa
qualificada que tenha sido devidamente treinada.

O servico do Rotor Gene Q deve ser realizado por
especialistas de instrumentos de servico da QIAGEN.

Realize a manutencdo descrita na secdao 9. A QIAGEN cobra por
reparos necessarios devido a manutencao incorreta.

AVISO

>

Risco de lesao corporal e dano ao instrumento w2
O Rotor Gene Q é um instrumento pesado. Para evitar lesdo
corporal ou dano ao instrumento, cuidado ao levanta-lo.

AVISO

>

Risco de lesao corporal e dano ao instrumento w3
Ndo tente mover o Rotor Gene Q durante a operacao.

CUIDADO

>

Dano ao instrumento cl
Evite derramar agua ou produtos quimicos no Rotor Gene Q.
Dano de instrumento causado por derramamento de agua
ou produtos quimicos anulara sua garantia.

Em caso de emergéncia, desligue o Rotor Gene Q no interruptor
atras do instrumento e desconecte o cabo de energia da tomada.

AVISO

>

Risco de lesao corporal e dano ao instrumento w4
Ndo tente abrir a tampa durante um experimento, ou
enquanto o Rotor Gene Q estiver girando. Caso contrario, se
vocé superar a trava da tampa e alcangar dentro, vocé
arrisco contato com partes que estdo quentes, elétricas, ou
se movendo em alta velocidade, e vocé pode se machucar e
estragar o instrumento.

Manual de usudario do Rotor-Gene
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AVISO

>

Risco de lesao corporal e dano ao instrumento w5
Se vocé precisar parar um experimento rapidamente,
desligue a energia do instrumento, e depois abra a tampa.
Deixe a camara esfriar antes de alcangcar dentro. Caso
contrdrio vocé arrisca se ferir ao tocar partes que estejam
quentes.

AVISO

>

Risco de lesao corporal e dano ao instrumento w6
Se o equipamento for usado de uma maneira nao
especificada pelo fabricante, a protecao fornecida pelo
equipamento pode ser comprometida.

AVISO

>

Risco de lesdao corporal e dano ao instrumento w7
Papel solto embaixo do Rotor Gene Q interfere com o
resfriamento do instrumento. E recomendado que a &rea
abaixo do instrumento seja mantida livre de desordem.

AVISO

>

Dano ao instrumento Cc2
Sempre use uma argola de travamento no rotor. Isso evita
que capsulas de sairem dos tubos durante um experimento.
Se capsulas sairem durante um experimento, elas podem
danificar a camara.

1.2

Manual de usudario do Rotor-Gene

Se vocé tocar no Rotor Gene Q durante um experimento,
enquanto vocé é carregado de energia estatica, em casos mais
sérios o Rotor Gene Q pode reiniciar. Entretanto, o software
reiniciara o Rotor Gene Q e continuara com o experimento.

Seguranga elétrica

Desconecte o cabo da linha de energia da tomada dos servigos.

13
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AVISO Perigo elétrico w8
Qualquer interrupcao do condutor de prote¢ao dentro ou
fora do instrumento ou desconexdao do terminal do condutor
de protecdo podera tornar o instrumento perigoso.
Interrupgao intencional é proibida.

Voltagens letais dentro do instrumento

Quando o instrumento estiver conectado com a linha de
energia, terminais podem estar elétricos, e abrir tampas ou
remover partes podera expor partes elétricas.

Para garantir uma operac¢ao segura e satisfatéria do Rotor Gene Q,
siga as instrugdes abaixo:

= O cabo de energia deve estar conectado a tomada de
energia que tenha protetor de conducdo (aterrado).

= Na3o ajuste ou substitua partes internas do instrumento.

= Na3o opere o instrumento com qualquer cobertura ou partes
removidas.

= Se derramar liquido para dentro do instrumento, desligue o
instrumento, desconecte da tomada e contate os Servigos
Técnicos QIAGEN.

Se o instrumento se tornar eletricamente inseguro, evite que
outra pessoa opere, e contate os Servicos Técnicos QIAGEN. O
instrumento podera estar eletricamente inseguro quando:

= (O cabo de energia aparentar estar estragado

= Tiver sido armazenado por um periodo prolongado em
condicGes ndo compativeis com as “CondicGes de
armazenamento” mencionadas no Apéndice A.

= Tenha sido submetido a severas condi¢des de stress de
transporte.

AVISO Perigo elétrico w9
O instrumento possui um rétulo de conformidade elétrica
que indica a voltagem e a freqliéncia do fornecimento de
energia assim como a classificacdo dos fusiveis. O
equipamento somente deve ser operado sob estas

Manual de usudario do Rotor-Gene 14
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condigdes.

AVISO Perigo elétrico w10
A selecdo de voltagem sé deve ser trocada por seu
distribuidor de vendas ou pessoa autorizada. Usuarios nao
devem tentar trocar a selecdo de voltagem. Se fizer isto
anulara a garantia.

AVISO Perigo elétrico wll
Nao mude o interruptor de sele¢cao de voltagem enquanto o
instrumento estiver conectado ao conector principal, pois se
fizer isto podera causar danos ao instrumento e/ou queimar
o fusivel.

1.3 Ambiente
CondigOes de operagao

AVISO Atmosfera explosiva wil2
O Rotor Gene Q nao é destinado para uso em atmosfera
explosiva.

AVISO Risco de explosao w13
O Rotor Gene Q é destinado a uso com reagentes e
substancias fornecidas pelos kits QIAGEN. O uso de outros
reagentes e substancias pode causar fogo ou explosao.

CUIDADO Dano ao instrumento c3

A luz direta do sol pode manchar partes do instrumento e

Manual de usudario do Rotor-Gene
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causar danos as partes plasticas.
O Rotor Gene Q deve ficar localizado fora da luz direta do
sol.

1.4 Seguranga biologica

Espécimes e reagentes contendo materiais de fontes biol6gicas devem
ser tratados como potencialmente infecciosos. Utilize procedimentos de
laboratério seguros como mencionado em publicacbes como “Seguranca
bioldgica em laborat6érios microbiolégicos e biomédicos (Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories), HHS
(www.cdc.gov/od/ohs/biosfty/biosfty.htm).

Amostras

As amostras podem conter agentes infecciosos. Vocé deve estar
atento ao perigo de saude apresentado por tais agentes e deve
utilizar, armazenar e eliminar tais amostras de acordo com os
regulamentos de segurang¢a necessarios.

AVISO Amostras contendo agentes infecciosos wl4
Algumas amostras usadas com este instrumento pode
conter agentes infecciosos. Manuseie estas amostras com o
maior cuidado e de acordo com os regulamentos de
seguranga necessarios.

Sempre utilize 6culos de seguranca, 2 pares de luvas, e um
jaleco.

O 6rgao responsavel (gerente do laboratério) deve tomar as
precaugdes necessarias para assegurar que o local de
trabalho esteja seguro, e que os operadores do instrumento
estejam devidamente treinados e ndao estejam expostos a
niveis perigosos de agentes infecciosos como definido nas
Fichas de Dados de Seguranca (MSDSs) ou OSHA, ACGIH, ou
nos documentos COSHH .

Ventilagcdo de vapores e eliminacdo de residuos devem estar
de acordo com todos os regulamentos de seguranca e leis
nacionais, estaduais e locais.

Manual de usudario do Rotor-Gene 16
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1.5

Produtos quimicos

AVISO

Produtos quimicos perigosos w15
Alguns produtos quimicos usados com este instrumento
podem ser perigosos ou se tornar perigosos apods a
conclusdo da execugdo do protocolo.

Sempre use 6culos de seguranca, luvas e casaco de
laboratério.

O 6rgao responsavel (gerente do laboratério) deve tomar as
precaucdes necessarias para assegurar que o local de
trabalho esteja seguro, e que os operadores do instrumento
nado estejam expostos a niveis perigosos de substancias
toxicas como definido nas Fichas de Dados de Seguranga
(MSDSs) ou OSHA, ACGIH, ou nos documentos COSHH .
Ventilacdo de vapores e eliminacdo de residuos devem estar
de acordo com todos os regulamentos de seguranca e leis
nacionais, estaduais e locais.

OSHA: Occupational Safety and Health Administration (Estados Unidos).
ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (Estados Unidos).
COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (Reino Unido).

AVISO

Risco de fogo w16

Quando limpar o QlAxcel com desinfetante a base de alcool,
deixe as portas do QlAxcel abertas para permitir que
vapores inflamaveis dispersem.

Limpe o Rotor Gene Q apenas quando os componentes da
mesa de trabalho tiverem esfriado.

1.6

Manual de usudario do Rotor-Gene

Fumagas téxicas

Se estiver trabalhando com solventes volateis, ou substancias
toxicas, vocé deve fornecer um sistema de ventilacdo eficiente no
laboratdrio para remover vapores que podem ser produzidos.

Eliminacao de residuos
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Produtos consumiveis e de plastico usados podem conter produtos
guimicos perigosos ou agentes infecciosos. Tais residuos devem
ser coletados e eliminados de acordo com os regulamentos locais
de segurancga.

1.7 Eliminagao de residuos
A tampa do Rotor Gene Q deve permanecer fechada durante a
operagao do instrumento.

AVISO Partes Madveis wil7
Para evitar contato com as partes moveis durante a
operacao do Rotor Gene Q, o instrumento deve ser operado
com a tampa fechada.

AVISO Risco de lesao corporal e dano material w18
Abra e feche a tampa do Rotor Gene Q com cuidado para
evitar trancar os dedos ou a vestimenta.

Rotor
Certifigue de que o rotor e a argola de travamento estejam
instalados corretamente. Se o rotor ou a argola de travamento
mostrar sinais de dano mecanico ou corrosdo, ndo utilize o Rotor
Gene Q; contate os Servicos Técnicos QIAGEN.

CUIDADO Dano ao instrumento c4

O Rotor Gene Q ndo deve ser usado se a trava da tampa
estiver danificada.

Certifique-se de que o rotor e a argola de travamento
estejam instalados corretamente.

Use apenas rotores, argolas de travamento, e consumiveis
destinados para uso com o Rotor Gene Q. Dano causado por
uso de outro consumivel anulard sua garantia.

Manual de usudario do Rotor-Gene
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AVISO Partes Moveis w19
Em caso de quebra causada por queda de energia, remova o
cabo de energia e espere 10 minutos antes de tentar abrir
manualmente a tampa.

AVISO Risco de aquecimento w20
Para garantir ventilacdao adequada, mantenha uma distancia
minima de 10 cm das laterais e da parte de tras do Rotor
Gene Q.

Frestas e aberturas que garantem a ventilagdao do Rotor
Gene Q ndao devem ser cobertas.

1.8 Perigo de aquecimento

AVISO Superficie quente w2l
A camara do Rotor Gene Q pode alcangar temperaturas
acima de 1202 C (2482 F). Evite tocd-lo quando estiver
quente.

1.9 Tradugoes de adverténcias e precaugoes

Esta subsecdo contém traducdes de adverténcias e precaucdes
usadas neste manual de usudrio. Cada adverténcia ou precaucao
tem um numero de referéncia nos quadrados na parte superior
direita das caixas.

AVISO O termo AVISO é usado para informa-lo sobre situagdes que
podem resultar em lesao corporal para vocé ou outras
pessoas.

Detalhes sobre essas circunstancias sao fornecidos em caixas
como esta.

Manual de usudario do Rotor-Gene 19
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DE

WARNING (WARNUNG)

WARNUNG weist auf Situationen und Umstande hin, die zu
einer Verletzung des Benutzers oder anderer Personen
flihren kdnnen.

Nahere Angaben zu der Art der Gefahrdung und der
Vermeidung solcher Situationen werden in einem Textfeld
wie diesem neben der Warnung gemacht.

FR

WARNING (DANGER)

La formule WARNING (DANGER) est utilisée pour averter des
situations pouvant occasionner des dommages corporels a
I"utilisateur ou a d’autres personnes.

Les détails sur ces circonstances sont données dans un
encadré semblable a celui-ci.

AVISO

Risco de lesao corporal ou dano material wil

O uso improéprio do Rotor Gene Q pode causar lesao
corporal ou dano ao instrumento.

O Rotor Gene Q somente deve ser operado por pessoas
qualificadas que tenham sido adequadamente treinadas.
Os servicos do Rotor Gene Q somente devem ser realizados
por especialistas de Servico de Campo da QIAGEN.

DE

Verletzungsgefahr und Beschadigung des Gerdtes

Die unsachgemalRe Bedienung des Rotor Gene Q kann zu
einer Verletzung des Benutzers oder zur Beschadigung dés
Gerates fuhren.

Die Bedienung des Rotor Gene Q darf nur durch
qualifiziertes

Personal, das entsprechend geschult wurde, erfolgen.

Die Wartung des Rotor Gene Q darf nur durch Mitarbeiter
des QIAGEN Kundendienstes durchgefihrt werden.

FR

Risque de dommages corporels et matériels

L’utilisation non convenable du Rotor Gene Q peut causer
des blessures ou des détériorations de I'instrument.

Le Rotor Gene Q ne doit étre utilisé que par du personnel
qualifié qui a été formé de facon appropriée.

Seul un ingénieur du service apres-vente QIAGEN est

Manual de usudario do Rotor-Gene

20



Informacgdes de seguranca

autorisé a effectuer des travaux d’entretien sur le Rotor
Gene Q.

AVISO

Risco de lesao corporal ou dano material w2
O Rotor Gene Q é um instrumento pesado. Para evitar lesdo
corporal ou dano material, tome cuidado ao levanta-lo.

DE

Verletzungsgefahr und Beschadigung des Gerates

Der Rotor Gene ist ein schweres Instrument. Bitte mit
Vorsicht heben, um Verletzungen oder einen Schaden am
Great zu vermeiden.

FR

Risque de dommages corporels et matériels

Le Rotor Gene Q est um intrument lourd. Pour eviter de se
blesser ou d’endommager La machine, soulever avec
pracaution.

AVISO

Risco de lesao corporal ou dano material w3
Ndo tente mover o Rotor Gene Q durante a operacao.

DE

Verletzungsgefahr und Beschadigung des Gerates
Den Rotor Gene Q wahrend eines Laufes nicht bewegen.

FR

Risque de dommages corporels et matériels
Ne pas essayer de bouger le Rotor Gene Q pendant son
fonctionnement.

AVISO

Risco de lesao corporal e dano ao instrumento w4
N3ao tente abrir a tampa durante um experimento, ou
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enquanto o Rotor Gene Q estiver girando. Caso contrario, se
vocé superar a trava da tampa e alcangar dentro, vocé
arrisco contato com partes que estao quentes, elétricas, ou
se movendo em alta velocidade, e vocé pode se machucar e
estragar o instrumento.

DE

Verletzungsgefahr und Beschadigung des Gerdtes
Wahrend eines Laufes oder wahrend der Rotor sich dreht
darf die Haube nicht gedffnet werden. Wenn die Haube in
diesen Fallen gewaltsam ged6ffnet wird, besteht
Verletzungsgefahr durch elektrische Spannungen, heile
und mechanisch schnell bewegende Teile. Ebenso kann
das Gerat Schaden nehmen.

FR

Risque de dommages corporels et matériels

L’ouverture de I'appareil pendant une expérience n’est
pas autorisée. Si 'ouverture du couvercle de I'appareil est
forcée lors d’une expérience, il y a risque de blessure par
électrocution, blessure par des pieces de I'appareil
chauffées a tres haute température et en mouvement.
Lors de cette procédure I'appareil lui-méme peut-étre
endommagé.

AVISO

Risco de lesao corporal e dano ao instrumento w5
Se vocé precisar parar um experimento rapidamente,
desligue a energia do instrumento, e depois abra a tampa.
Deixe a camara esfriar antes de alcancar dentro. Caso
contrdrio vocé arrisca se ferir ao tocar partes que estejam
quentes.

DE

Verletzungsgefahr und Beschddigung des Gerdtes
Wenn ein Experiment plotzlich beendet werden muss,
schalten Sie zuerst das Gerat am Hauptschalter aus und
offnen Sie dann die Haube. Lassen Sie die
Reaktionskammer abkihlen, bevor sie hineinfassen, da
sonst Verletzungsgefahr durch heilRe Oberflachen und
Teile besteht.

FR
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Risque de dommages corporels et matériels

Si une expérience doit étre interrompue de fagon subite,
veuillez d’abord éteindre I'appareil en utilisant
I'interrupteur principal d'alimentation. Lorsque |'appareil
est éteint le couvercle de I'appareil peut alors étre ouvert.
Laissez refroidir la chambre intérieure de I'appareil pour
éviter toute brilure au contact de surfaces ou de pieces
tres chaudes.

AVISO

Risco de lesao corporal e dano ao instrumento w6
Se o equipamento for usado de uma maneira nao
especificada pelo fabricante, a protecao fornecida pelo
equipamento pode ser comprometida.

DE

Verletzungsgefahr und Beschadigung des Gerates

Wenn das Gerat in einer von den Herstellerangaben
abweichenden Art und Weise verwendet wird, kdnnen
Schutzvorkehrungen am Gerat in ihrer Wirksamkeit
eingeschrankt sein.

FR

Risque de dommages corporels et matériels

Si I'appareil n"est pas utilisé selon les recommandations du
constructeur, les mesures de protection fournies par
I"appareil peuvent perdre leur efficacité.

AVISO

Risco de lesao corporal e dano ao instrumento w7
Papel solto embaixo do Rotor Gene Q interfere com o
resfriamento do instrumento. E recomendado que a &rea
abaixo do instrumento seja mantida livre de desordem.

DE

Verletzungsgefahr und Beschdadigung des Gerdtes

Lose Papierseiten oder andere diinnen Materialien
unterhalb des Rotor-Gene Q kénnen die
Instrumentenkiihlung stéren. Es wird empfohlen solche
Materialien aus dem Bereich rund um den Rotor-Gene zu
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entfernen.

FR

Risque de dommages corporels et matériels

Des feuilles de papier volant ou équivalent se trouvant
sous le Rotor-Gene Q peuvent perturber le mécanisme de
refroidissement de I'appareil. Il est donc conseillé de
retirer tout papier pouvant se trouver a proximité de
I"appareil.

AVISO

Risco elétrico w8
Qualquer interrup¢ao do condutor de protecao dentro ou
fora do instrumento ou falta de conexao do condutor
terminal de protecao podera tornar o instrumento perigoso.
Interrupgao intencional é proibida.

Voltagens letais dentro do instrumento.

Quando o instrumento estiver conectado a energia,
terminais podem estar com energia, e abrir coberturas ou
remover partes pode expor partes de energia.

DE

Gefdahrdung durch Elektrizitat

Das Gerat muss zum Betrieb immer geerdet sein.

Es ist verboten, die Schutzleiter im Gerat oder in der
Netzzuleitung zu trennen oder zu entfernen.

Gefahrliche Spannung im Gerat

Auch in ausgeschaltetem Zustand kann an einigen Stellen im
Gerat Netzspannung anliegen, wenn das Gerdat am
Stromnetz angeschlossen ist. Das Offnen oder Entfernen von
Gehauseteilen kann diese stromfiihrenden Teile freilegen.

FR

Risque d’électrocution

Toute interruption du conducteur de protection a l'intérieur
ou a l'extérieur de I'instrument, ou déconnexion Du raccord
du conducteur de protection (terre) peut rendre
I'instrument dangereux. Il est interdit d’interrompre
volontairement ce conducteur.

Présence de tensions mortelles dans I'instrument

Lorsque l'instrument est relié au secteur, les raccords
peuvent étre sous tension, et des parties sous tension
peuvent étre découvertes en ouvrant des capots ou en
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retirant des pieces (a I'exception de celles auxquelles il est
possible d’accéder manuellement).

AVISO

Perigo elétrico w9
O instrumento possui um rotulo de conformidade elétrica
que indica a voltagem e a freqiiéncia do fornecimento de
energia assim como a classificacao dos fusiveis. O
equipamento somente deve ser operado sob estas
condicdes.

DE

Gefdhrdung durch Elektrizitat

Das Instrument besitzt ein Schild mit der Angabe des
elektrischen Anwendungsbereichs, das die Spannung und
Frequenz des Netzteils und die erforderlichen Sicherungen
vorgibt. Das Gerat darf aullerhalb der angegebenen Werte
nicht benutzt werden.

FR

Risque d’électrocution
L'instrument porte une plaque décrivant le voltage, la
fréquence du bloc d’alimentation électrique ainsi que
les caractéristiques des fusibles de sécurité requis.
L'utilisation de I'appareil dans d’autres conditions que
celles indiquées par cette plaque n’est pas autorisée.

AVISO

Perigo elétrico w10
A selecdo de voltagem sé deve ser trocada por seu
distribuidor de vendas ou pessoa autorizada. Usuarios ndo
devem tentar trocar a selegdo de voltagem. Se fizer isto
anulara a garantia.

DE
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Gefahrdung durch Elektrizitat

Eine Anderung der vorgegeben Spannungseinstellung darf
nur von autorisierten Personen und QIAGEN
Vertriebspartnern durchgefihrt werden. Benutzer dirfen
die vorgegebene Spannungseinstellung nicht verandern.
Falls dies denoch geschieht, erlischt die Gerategarantie.

FR

Risque d’électrocution
Un changement de sélection du voltage ne peut étre
effectué que par un personnel autorisé ou un distributeur
agréé. L'utilisateur de I'appareil n’est pas autorisé a
changer les parameétres de voltage. Un changement de ces
parametre mettra immédiatement fin a la garantie.

AVISO

Perigo elétrico wll
N3o mude o interruptor de selecao de voltagem enquanto o
instrumento estiver conectado ao conector principal, pois se
fizer isto podera causar danos ao instrumento e/ou queimar
o fusivel.

DE

Gefdahrdung durch Elektrizitat

Die Spannungseinstellung darf nicht gedandert werden
wahrend das Gerat an das Stromnetz angeschlossen ist, da
ansonsten das Gerat Schaden nehmen kann und/oder die
Sicherung durchbrennt.

FR

Risque d’électrocution

Un changement de sélection du voltage ne doit en aucun
cas étre effectué pendant que I'appareil est branché au
secteur. Cela peut endommager 'appareil et faire sauter
les fusibles de sécurité.

AVISO

Atmosfera explosiva wi2
O Rotor Gene Q ndo é destinado para uso em
atmosfera explosiva.

DE

Explosionsfahige Atmosphéaren
Der Rotor Gene Q darf nicht in explosionsfahigen
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Atmospharen betrieben werden.

Atmosphere explosive

FR Le Rotor Gene Q n’est pas congu pour fonctionner
dans une atmosphére explosive.

AVISO Risco de explosao w13
O Rotor Gene Q é destinado para uso com reagentes e
substancias fornecidas com o kit QIAGEN. O uso de
outros reagentes e substancias pode causar fogo ou
exploséo.

Explosionsgefahr
Der Rotor Gene Q ist ausschlief3lich mit Reagenzien
und Substanzen aus de Kits zu benutzen. Die
DE Benutzung von anderen Reagenzien oder Substanzen
kann Feuer oder eine Explosion ausldsen.
Risque d’explosion
Le Rotor Gene Q a été congu pour l'utilisation des
réactifs ET substances fournis par les kits. L’utilisation
FR de réactifs et de substances autres que celles
indiquées peut entrainer un risque d’'incendie ou
d’explosion.
AVISO Amostras contendo agentes infecciosos wl4

Algumas amostras usadas com este instrumento pode
conter agentes infecciosos. Manuseie estas amostras com o
maior cuidado e de acordo com os regulamentos de
segurancga necessarios.

Sempre utilize 6culos de seguranga, 2 pares de luvas, e um
jaleco.

O 6rgao responsavel (gerente do laboratério) deve tomar as
precaugdes necessarias para assegurar que o local de
trabalho esteja seguro, e que os operadores do instrumento
estejam devidamente treinados e ndo estejam expostos a
niveis perigosos de agentes infecciosos como definido nas
Fichas de Dados de Seguranga (MSDSs) ou OSHA, ACGIH, ou
nos documentos COSHH .
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Ventilagao de vapores e eliminagdo de residuos devem estar
de acordo com todos os regulamentos de seguranca e leis
nacionais, estaduais e locais.

DE

Infektioses Probenmaterial

Proben, die mit Hilfe dieses Gerates prozessiert werden,
konnen infektiose Agenzien enthalten. Die Probenhand-
habung sollte aus diesem Grund mit groSter Vorsicht und
gemald den anzuwendenden Sicherheitsbestimmungen
erfolgen. Es sollten immer Sicherheitsbrille, zwei Paar
Handschuhe und ein Laborkittel getragen werden.

Der Betreiber der Anlage ist flir die Gewahrleistung der
Sicherheit am Arbeitsplatz verantwortlich. Er hat
sicherzustellen, dass die Bediener des Gerates
ausreichend geschult sind und der Umgang mit infektiosen
Agenzien nicht das in den Sicherheitsdatenblattern oder in
anderen zu beachtenden Dokumenten festgelegte
Ausmal Gberschreitet.

Bei der Behandlung von Abluft und bei der
Abfallbeseitigung sind alle gesetzlichen Regelungen zur
Gesundheit und Sicherheit auf nationaler, regionaler und
lokaler Ebene zu berlicksichtigen.

FR
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Echantillons contenant des agents infectieux

Certains échantillons utilisés avec cet instrument peuvent
contenir des agents infectieux. Manipuler ce type
d’échantillon avec le plus grand soin et en accord avec les
regles de sécurité requises.

Toujours porter des lunettes de protection, deux paires de
gants et une blouse de laboratoire.

La personne responsable (par exemple le Chef du
laboratoire) doit prendre les précautions nécessaires a la
sécurité de I’environnement du poste de travail et
s’assurer que les opérateurs de I'instrument sont
suffisamment formés et non exposés a des quantités
dangereuses d’agents infectieux comme défini dans les
fiches de données de sécurité (“Material Safety Data
Sheets, MSDS”) ou des documents “OSHA, ACGIH ou
COSHH".

L’évacuation des vapeurs et déchets doit étre conforme a
tous reglements et dispositions légales - au plan national,
départemental et local - concernant la santé et la sécurité.

AVISO

Produtos quimicos perigosos w15
Alguns produtos quimicos usados com este instrumento
podem ser perigosos ou se tornar perigosos apos a
conclusao da execuc¢do do protocolo.

Sempre use dculos de seguranca, luvas e casaco de
laboratério.

O 6rgao responsavel (gerente do laboratério) deve tomar as
precaugdes necessarias para assegurar que o local de
trabalho esteja seguro, e que os operadores do instrumento
nao estejam expostos a niveis perigosos de substancias
téxicas como definido nas Fichas de Dados de Segurancga
(MSDSs) ou OSHA, ACGIH, ou nos documentos COSHH .
Ventilacdo de vapores e eliminacdo de residuos devem estar
de acordo com todos os regulamentos de seguranca e leis
nacionais, estaduais e locais.
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DE

Gefahrliche Chemikalien

Einige der in Verbindung mit diesem Gerat verwendeten
Chemikalien sind gesundheitsgefahrdend oder kénnen
nach Beendigung eines Protokoll-Durchlaufes
gesundheits-gefahrdend werden.

Es sollten immer Sicherheitsbrille, Handschuhe und ein
Laborkittel getragen werden.

Der Betreiber der Anlage ist fiir die Gewahrleistung der
Sicherheit am Arbeitsplatz verantwortlich. Er hat
sicherzustellen, dass die Bediener des Gerates
ausreichend geschult sind und nicht
gesundheitsgefahrdenden Konzentrationen toxischer
Substanzen (chemischer oder biologischer) ausgesetzt
sind, so wie dies in den Sicherheitsdatenblattern oder in
anderen zu beachtenden Dokumenten festgelegt ist.

Bei der Behandlung von Abluft und bei der
Abfallbeseitigung sind alle gesetzlichen Regelungen zur
Gesundheit und Sicherheit auf nationaler, regionaler und
lokaler Ebene zu berticksichtigen.

FR

Substances chimiques dangereuses

Certaines substances chimiques utilisées avec cet
instrument peuvent étre dangereuses ou peuvent le
devenir aprés que le protocole ait été effectué.

Toujours porter des lunettes de protection, paire de gants
et une blouse de laboratoire.

La personne responsable (par exemple le Chef du
laboratoire) doit prendre les précautions nécessaires a la
sécurité de I’environnement du poste de travail et
s’assurer que les opérateurs de I'instrument sont
suffisamment formés et non exposés a des quantités
dangereuses d’agents infectieux comme défini dans les
fiches de données de sécurité (“Material Safety Data
Sheets, MSDS”) ou des documents “OSHA, ACGIH ou
COSHH".

L’évacuation des vapeurs et déchets doit étre conforme a
tous reglements et dispositions légales - au plan national,

départemental et local - concernant la santé et la sécurité.

AVISO

Risco de fogo wl6
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Ao limpar o QlAxcel com desinfetante a base de alcool, deixe
as portas do QlAxcel abertas para permitir que os vapores
inflamaveis dispersem.

Limpe o Rotor Gene Q apenas quando os componentes da
mesa de trabalho estiverem esfriados.

DE

Feuergefahr

Beim Reinigen des QlAxcel mit einem auf Alkohol
basierenden Desinfektionsmittel muss die Tir des QlAxcel
offen gelassen werden, damit die brennbaren Dampfe
entweichen kénnen.

Den Rotor Gene Q nur reinigen, sobald die entspreschenden
Module auf der Arbeitsflache abgekuhlt sind.

FR

Risque de feu

Lors du nettoyage du QlAxcel avec un désinfectant a base
d’alcool, laisser la porte du QlAxcel ouverte pour

permettre aux vapeurs inflammables de s’évaporer.
Nettoyer le QlAxcel uniquement quand les composants de la
table de travail ont refroidi.

Nettoyer Le Rotor Gene Q uniquement quand les
composants de la table de travail ont refried.

AVISO

Partes Moveis wl7
Para evitar contato com as partes méveis durante operacao
do QlAxcel, o instrumento deve ser operado com a tampa
fechada.

DE

Bewegliche Gerateteile

Um jeglichen Kontakt mit beweglichen Gerateteilen
wahrend des Laufes zu vermeiden, darf der QlAxcel nur
benutzt warden.

FR

Eléments mobiles

Afin d’éviter tout contact avec les éléments mobiles du
QlAxcel lorsqu’il est en marche, toujours fermer les portes
de lI'instrument pour les échantillons et pour la’pareil.
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AVISO Risco de lesao corporal e dano material wl8
Abra e feche a tampa do Rotor Gene Q com cuidado para
evitar trancar os dedos ou a vestimenta.

Verletzungsgefahr und Beschadigung des Gerates

Offnen und schlieBen Sie die Haube des Rotor-Gene Q
DE vorsichtig, so dass weder Finger noch Kleidungsstlicke

eingeklemmt werden.

Verletzungsgefahr und Beschadigung des Gerates

Offnen und schlieRen Sie die Haube des Rotor-Gene Q
FR vorsichtig, so dass weder Finger noch Kleidungsstiicke

eingeklemmt werden.

AVISO Partes Moveis w19
Em caso de quebra causada por queda de energia, remova o
cabo de energia e espere 10 minutos antes de tentar abrir
manualmente a tampa.

Bewegliche Gerateteile

Bei einem durch Stromausfall entstandenen Ausfall des
DE Gerates das Stromkabel entfernen und 10 Minuten

warten bevor der Zentrifugendeckel manuell gedffnet

werden kann.

Eléments mobiles

Dans le cas d’un arrét causé par une panne de courant,
FR retirer le cable d’alimentation et attendre 10 minutes

avant d’essayer d’ouvrir manuellement le couvercle de la

machine.

AVISO Risco de aquecimento w20

Para garantir ventilagdao adequada, mantenha uma distancia
minima de 10 cm das laterais e da parte de tras do Rotor
Gene Q. Frestas e aberturas que garantem a ventilagdao do
Rotor Gene Q nao devem ser cobertas.
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DE

Uberhitzung des Gerites

Zur Sicherstellung einer ausreichenden Beliiftung des
Rotor-Gene Q muss ein Mindestabstand von 10 cm an den
Seiten und an der Riickseite des Gerates eingehalten
werden. Luftungsschlitze und —6ffnungen des Gerates
nicht abdecken.

FR

Risque de surchauffe

Laisser un espace d’au moins 10 cm sur les cotés et a
I"arriere du Rotor-Gene Q pour assurer une ventilation
efficace.

Les grilles et prises d’air assurant la ventilation du Rotor-
Gene Q ne doivent pas étre couvertes.

AVISO

Superficie quente w2l
A camara do Rotor Gene Q pode alcangar temperaturas
acima de 1202 C (2482 F). Evite toca-lo quando estiver
quente.

DE

HeiBe Oberflachen

In der Reaktionskammer des Rotor-Gene Q kdnnen
Temperaturen von mehr als 120°C (248°F) erreicht
werden. Vermeiden Sie es die Oberflachen der Kammer zu
beriihren, solange diese heil sind.

FR

Surface briilante

La chambre du Rotor-Gene Q peut atteindre des
températures superieures a 120°C (248°F). Eviter de
toucher l'intérieur de I'appareil quand il est chaud.

AVISO

Superficie quente w22
Quando pausar uma execucao, o Rotor Gene Q nao sera
resfriado completamente para temperatura ambiente.
Exer¢a cautela ao manusear o rotor ou quaisquer tubos no
instrumento.
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DE

HeiRe Oberflachen

Falls ein Experiment angehalten oder abgebrochen wird,
wird der Rotor-Gene Q nicht automatisch bis auf
Raumtemperatur abgekihlt. In diesem Fall diirfen die
Probengefalle und Rotoren in der Reaktionskammer nur
mit grofSte Vorsicht angefasst werden.

FR

Surface briilante

Si une expérience est suspendue, le Rotor-Gene Q ne va
pas refroidir completement jusqu’a température
ambiante. Il est alors recommandé de faire preuve de
précaution lors du maniement des tubes ou du rotor a
I'intérieur de I'appareil.

CUIDADO

O termo CUIDADO é utilizado para informa-lo sobre
situagdes que possam resultar em dano ao instrumento ou
outro equipamento.

Detalhes sobre essas circunstancias sdao fornecidos em uma
caixa como esta.

DE

CAUTION (ACHTUNG)

ACHTUNG weist auf Situationen und Umstande hin, die zu
einer Beschadigung des Gerates fiihren kdnnen. Um einen
Gerateschaden zu vermeiden, muss die genannte Anleitung
unbedingt befolgt werden.

Nahere Angaben zu der Art der Gefahrdung und der
Vermeidung solcher Situationen werden in einem Textfeld
wie diesem gemacht.

FR

CAUTION (ATTENTION)

Le terme CAUTION (Attention) est utilisé pour signaler les
situations susceptibles de provoquer des détériorations de
I'instrument ou d’autre matériel.

Les détails sur ces circonstances figurent dans un encadré
semblable a celui-ci.
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CUIDADO

Dano ao instrumento cl

Evite derramar agua ou produtos quimicos dentro do Rotor
Gene Q.

Dano causado por derramamento de agua ou produtos
guimicos anulara sua garantia.

DE

Beschadigung des Gerates

Vermeiden Sie es, Wasser oder Chemikalien auf dem

Rotor Gene Q zu verschitten. Durch verschiittetes Wasser
oder verschiittete Chemikalien verursachte Gerateschaden
sind nicht durch die Garantie abgedeckt.

FR

Déterioration de I'appareil

Eviter de renverser de I'eau ou des substances chimiques sur
le Rotor Gene Q. Tout dommage causé par de I'eau ou dés
produits chimiques mettra fin a la garantie.

CUIDADO

Dano ao instrumento c2
Sempre use uma argola de travamento no rotor. Isso evita
que capsulas de sairem dos tubos durante um experimento.
Se capsulas sairem durante um experimento, elas podem
danificar a camara.

DE

Beschadigung des Gerates

Jeder Rotor muss mit einem Spannring (“locking ring“)
gesichert sein. Der Spannring verhindert, dass die
Probengefalle wahrend eines Laufes sich aus dem Rotor
[6sen konnen. Falls der Spannring nicht verwendet wird
kénnen losgeloste Probengefalie einen Schaden am
Gerat verursachen.

FR

Détérioration de I'appareil

Chaque rotor doit étre sécurisé par un anneau de
serrage (“locking ring”). L'anneau de serrage évite que
des tubes ne quittent le rotor pendant I'expérience. Si
I’'anneau de serrage n’est pas en place, les tubes peuvent
quitter le rotor et endommager I'appareil.
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CUIDADO

Dano ao instrumento c3

A luz direta do sol branquear partes do instrumento e causar
danos as partes plasticas

O Rotor Gene Q deve ficar localizado fora de alcance da luz
direta do sol.

DE

Beschadigung des Gerates

Direktes Sonnenlicht kann Teile des Gerates bleichen und
Plastikteile schadigen. Der Rotor Gene Q darf nicht ins
direkte Sonnenlicht gestellt werden.

FR

Détérioration de I'instrument

La lumiére directe du soleil peut décolorer des parties de
I'instrument et endommager des parties en plastique.
Placer le Rotor Gene Q en dehors de la lumiéere directe du
soleil.

CUIDADO

Dano ao instrumento c4
O Rotor Gene Q nao deve ser usado se a tampa estiver
qguebrada ou se a trava da tampa estiver danificada.
Certifique-se de que o rotor e a argola de travamento
estejam instalados corretamente.

Utilize apenas rotores, argolas de travamento e consumiveis
destinados a uso com o Rotor Gene Q. Danos causados por
uso com outros consumiveis anulara sua garantia.

DE

Beschadigung des Gerates

Der Rotor-Gene darf nicht betrieben werden, wenn die
Sicherung der Haube oder die Haube selber beschadigt
sind. Versichern Sie sich immer, dass der Rotor und der
Rotor-Spannring korrekt eingesetzt sind. Verwenden Sie
nur Rotoren, Rotor-Spannringe und Verbrauchsmaterialien
wie Probengefidfe mit dem Rotor-Gene Q, die durch den
Hersteller des Gerates zugelassen sind. Fir alle Schaden,
die aus einer Verwendung nicht zugelassener Materialien
resultiert, erlischt die Gerategarantie.

FR
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Dommage de I'appareil

Le Rotor-Gene Q ne doit en aucun cas étre utilisé si la
fermeture sécurisée de I'appareil ou le couvercle lui-
méme sont endommageés. Vérifier lors de chaque
expérience que le rotor et I'anneau de serrage sont
dans leur position correcte. Utiliser exclusivement les
rotors, les anneaux de serrage et les tubes de réaction
autorisés par le constructeur de I'appareil. La garantie
de I"appareil ne couvre aucun dommage provoqué par
I"utilisation de matériel autre que celui recommandé
par le constructeur de 'appareil.

1.10 Simbolos no Rotor Gene Q
Simbolo Localizacao Linguagem | Descricao
Préoximo do Inglés Simbolo geral de perigo —
interruptor de antes de usar o Rotor
selecao de Gene Q pela primeira vez,
voltagem pricipal certifique-se de que as
configuracdes principais
estejam corretas, veja a
secao 4.4.
Alemao
Neben dem Schalter Allgemeines
fir die Spannungs- Gefahrensymbol.
einstellungen Bevor der Rotor-
Gene Q das erste Mal
benutzt wird,
vergewissern Sie sich
das die
Spannungseinstellung
korrekt ist, siehe
Abschnitt 4.4
Francés
A proximité du Symbole général de
commutateur de danger: avant d’utiliser
selection du I"appareil pour la
voltage premiére fois, vérifier que
la sélection du voltage est

Manual de usudario do Rotor-Gene
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correcte, voir Section 4.4.

Proximo da camara
da amostra, visivel
guando a tampa
esta aberta

Inglés

Aviso de superficie quente

In der Nahe der
Probenkammer. Das
symbol ist sichtbar,
wenn die Haube
geoffnet ist.

Alemao

Warnung vor heiben
Oberflachen

A proximité de La
chambre de
I"apareil. Symbole
visible lorsque Le
couvercle est
ouvert

Francés

Attention, surfaces
brulantes

C€

Placa de espécime,
nas costas do
instrumento

Inglés

Simbolo CE

Plakette auf der
Rickseite des
Gerates

Alemao

CE-Zeichen

Plague a l'arriere de
I'appareil

Francés

Marquage CE

Placa de espécimes
nas costas do
instrumento

Inglés

Fabricante

Plakette auf der
Rickseite des
Gerates

Alem3do

Hersteller

Manual de usudario do Rotor-Gene
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Plague a l'arriere de Francés Fabricant

I'appareil

Placa de espécimes Inglés Simbolo WEEE para a

nas costas do Europa

instrumento

I

Plakette auf der Alemao WEEE-Zeichen flir Europa

Riickseite des

Gerates

Plaque a l'arriere de Francés Marquage WEEE pour

I'appareil I’Europe

Placa de espécimes Inglés | Simbolo FCC da Comissao

c nas costas do de Comunicag¢ao Federal

instrumento dos Estados Unidos

Plakette auf der Alema | FCC Markierung der USA,

Rickseite des o Validierung durch die

Gerates Federal
Communications
Commission

Plaque a l'arriere de Francé | Marquage FCC des Etats-

I'appareil s Unis, validation par la
Federal Communications
Commission

Placa de espécimes Inglés | Simbolo C-Tick para

nas costas do Austrdlia (identificacdo do

instrumento fornecedor
N17965/N15148)

Plakette auf der Alema | C-Tick-Markierung fir

Rlckseite des o Australien (Lieferanten

Gerates Identifizierung
N17965/N15148)

Plaque a l'arriere de Francé | Marquage C-Tick pour

I'appareil

I’Australie (Identification

Manual de usudario do Rotor-Gene
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du
fournisseur
N17965/N15148)

Placa de espécimes

p nas costas do
25 ' instrumento

Inglés

Simbolo RoHS para China

(restricdo do uso de certas

substancias de perigo a
equipamentos elétricos e
eletrénicos)

Plakette auf der
Rickseite des
Gerates

Alem3a

RoHS Markierung fir
China (Beschrankung der
Verwendung bestimmter
gefahrlicher Stoffe in
Elektround
Elektronikgeraten)

Plaque a l'arriere de
I'appareil

Francé

Marquage RoHS pour la
Chine (limitation de
I'utilisation de certaines
substances dangereuses
dans les équipements
électriques et
électroniques)

Esta pdgina foi intencionalmente deixada em branco.
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2 Introducgao

Obrigado por escolher o Rotor Gene Q. Estamos confiantes que ira
se tornar uma parte integrante de seu laboratdrio.

Antes de usar o Rotor Gene Q, é essencial que vocé leia este
manual de usuario com cuidado e prestar particular atencao as
informag¢des de seguranca. As instrucdes e informacdes de
seguranca no manual de usuario devem ser seguidas para garantir
uma operagao segura do instrumento e para manter o
instrumento em condigOes seguras.

2.1 Sobre este manual de usuario

Este manual de usuadrio fornece informacao sobre o QIAgility nas
seguintes secoes:

1. Informacgdes de seguranca

2. Introdugao

3. Descrigao geral

4. Procedimentos de instalacao

5. Procedimentos de instalagdao — hardware
6. Procedimentos de instalacdo — software
7. Interface de analise do usuario

8. Funcgdes adicionais

9. Procedimentos de manutengao

10. Verificagao optica de temperatura

11. Analise de fusdo de alta resolucao
12.Solugao de problemas

13. Glossario

Os apéndices contém o seguinte:
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=  Dados técnicos
=  Técnicas mecanicas
= Acessorios do Rotor Gene Q

= (Clausula de responsabilidade

2.2 Informacgdes gerais

2.2.1 Assisténcia técnica

Na QIAGEN nos orgulhamos da qualidade e disponibilidade de
nosso suporte técnico. Nossos departamentos de servigcos técnicos
sdao compostos por experientes cientistas com extensa pericia
pratica e tedrica em biologia molecular e no uso dos produtos
QIAGEN. Se vocé tiver qualquer pergunta ou sentir qualquer
dificuldade relacionada ao Rotor Gene Q ou produtos QIAGEN em
geral, por favor, ndo hesite em nos contatar.

Os clientes da QIAGEN s3o a principal fonte de informacao em
relacdao aos usos avancados ou especializados de nossos produtos.
Essa informacgdo é util para outros cientistas assim como para os
pesquisadores da QIAGEN. Portanto nds o encorajamos a nos
contatar se tiver alguma sugestao sobre o desempenho do
produto ou novas aplica¢des e técnicas.

Para assisténcia técnica e mais informacdes, ligue para um dos
Departamentos de Assisténcia Técnica QIAGEN ou para o
distribuidor local (veja a capa de tras).

Para informacgdes atuais sobre o Rotor Gene Q, visite
www.giagen.com/goto/Rotor-GeneQ.
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2.2.2

2.2.3

2.3

Manual de usudario do Rotor-Gene

Declaragoes de politica

E politica da QIAGEN melhorar produtos sempre que novas
técnicas e componentes se disponibilizam. A QIAGEN se reserva o
direito de mudar especificacdes a qualquer momento.

Em esforco para produzir documentacdo Uutil e apropriada,
apreciamos seus comentarios sobre esta publicacdo. Por favor,

contate os Servigcos Técnicos QIAGEN.

Gestao de versoes

Este documento é o Manual de Usudrio do Rotor Gene Q, versao
1.0.

Uso destinado do Rotor Gene Q

O instrumento Rotor Gene Q é destinado a realizar ciclo-térmico
em tempo real e ponto final, utilizando uma reacao em cadeia de
polimerase (PCR) e analise de fusdao de alta resolugcdao (HRM) em
aplicacbes de biologia molecular assim como para outras
aplicacdes tais como medicdo de concentracdo, andlise de
proteinas e enzimas cinéticas.

O Rotor Gene Q, se usado em combinagao com os kits QIAGEN
indicados para uso com o instrumento Rotor Gene Q, é destinado
para as aplicacdes descritas nos respectivos manuais dos kits
QIAGEN.

Se o instrumento Rotor Gene Q for usado com outros kits que ndo
sejam os kits QIAGEN, é responsabilidade do usuario validar a
performance de tais combina¢des de produtos para qualquer
aplicacdao determinada.

O instrumento Rotor Gene Q é destinado para uso por usudrios
profissionais, tais como técnicos, fisicos treinados em técnicas de
biologia molecular e na operagao do instrumento Rotor Gene Q.
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3

3.1

Manual de usudario do Rotor-Gene

Descricao geral

O Rotor Gene Q é um instrumento inovador que permite PCR de
alta precisdao em tempo real, PCR em ponto final, e analise de
fusdo de alta resolucdo (HRM). E altamente adequado para uso de
analise de expressao de gene, genotipagem, detec¢ao patogéncia,
e muitas outras areas de pesquisa.

O software poderoso e amigo do usuario fornece simplicidade
para iniciantes assim como uma plataforma experimental aberta
usuarios avangados.

Ventilacdo de ar

Tampa

Camara do rotor

Luzes de status do
instrumento

Performance térmica

O Rotor Gene Q utiliza um design de aquecimento e resfriamento
sofisticados para atingir o maximo das condi¢cdes de reacdes. O
formato rotativo Unico garante a melhor uniformidade térmica e
Optica entre amostras criticas para analises precisas e confidveis.

As amostras giram continuamente a 400 rpm durante uma
execucdo. A centrifugacao previne a condensagao e remove as
bolhas de ar, mas ndao aglomera DNA. Além disso, as amostras nao
precisam ser giradas para baixo antes de uma execugao.

As amostras sao aquecidas e resfriadas em um forno de baixa
massa de ar. O aquecimento é alcancado por um elemento
cromado de niquel na tampa. A camara é resfriada ao ventilar o ar
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para fora através do topo da cdmara enquanto o ar ambiente é

soprado para cima através da base.

Aquecimento

3.2

Centrifugal fan Drives

. . Heater
Centrifugal fan dnves elements
air around chamber switch on
Chamber vent seals
to contain air
Resfriamento
_ ; Heater
Centrifugal fan drives elements
air around chamber switch off

Chamber vent opens
expelling hot air

air into chamber

Cool airin

llustragao dos sistemas de aquecimento e resfriamento

Sistema dptico

Com a escolha de até 6 fontes de excitacdo e 6 filtros de deteccao
combinados com uma trajetdria éptica curta e fixa, o Rotor Gene Q

48
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pode ser usado para reagdes multiplas, assegurando minima
variabilidade fluorescente entre amostras e eliminando a
necessidade de calibragem e compensagao.

As amostras sdao excitadas do fundo da camara por um diodo que
emite luz. Energia é transmitida através das finas paredes na base
do tubo. A fluorescéncia emitida passa por filtros de emissdao na
lateral da camara e depois é coletada por um fotomultiplicador. A
trajetoria optica fixa garante excitacdao consistente para cada
amostra, o que significa que ndao ha necessidade de usar um
corante interno passivo de referéncia como o ROX.

Reaction Chamber

Detection
Filters

ePEL
/III e

PMT Detector

Assembly
Tubes in Rotor Lgsu%geht
Spin Past Optics A ool

llustragdo do sistema optico

I EEEE—————
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Canais disponiveis

Canal

Excitagdao (nm)

Detec¢ao (nm)

Exemplos de fluoroforos
detectados

Azul

365+/-20

460+/-20

Marina blue, Edans Brothell
Blue, Alexa Fluor 350

Verde

470+/-10

510+/-5

FAM, SYBR, Green |,
Fluorescein, EvaGreen,
Alexa Fluor 488

Amarelo

530+/-5

557+/-5

JOE, VIC, HEX, TET, CAL
Fluor Gold 540, Yakima
Yellow

Laranja

585+/-5

610+/-5

ROX, CAL Fluor Red 610, Cy
3.5, Texas Red, Alexa Fluor
568

Vermelho

625+/-5

660+/-10

Cy5, Quasar 670,
LightCycler Red 640, Alexa
Fluor 633

Carmesim

680+/-5

712 passe alto

Quasar 750, LightCycler
Red 705, Alexa Fluor 680

Fusado de alta
resolucao

460+/-20

510+/-5

SYBR Green |, SYTO 9, LC
Green, LC Green Plus+,
EvaGreen

Manual de usudario do Rotor-Gene
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4

Procedimentos de Instalagao

4.1 Requisitos
Requisitos de energia
O Rotor Gene Q opera a:

= 100-120V AC a 50/60 Hz, 560 VA (pico)
= 200-240V AC a 50/60 Hz, 560 VA (pico)

Certifique-se que a tensao do Rotor Gene Q seja compativel com a
voltagem AC disponivel no local da instalagcdao. As flutuacdes de
voltagem do cabo elétrico de suprimento nao devem exceder a
10% das voltagens nominais de suprimento.
Requisitos de aterramento
Para proteger os operadores, a QIAGEN recomenda que o Rotor
Gene Q seja corretamente aterrado. O instrumento é equipado
com 3 cabos condutores de energia AC, que quando conectados a
uma adequada tomada AC, aterra o instrumento. Para preservar
esta caracteristica de prote¢do, ndo opera o instrumento de uma
tomada AC que nao tenha conexao aterrada.
Requisitos do PC
O computador Laptop, fornecido com o Rotor Gene Q completa os
requisitos do software Rotor Gene Q, detalhados na seguinte
tabela.
Requisitos de sistema do PC

Descrigcao Requisitos minimos

Sistema operacional Microsoft Windows XP

Processador Pentium IV ou maior, de 2 GHz

Memoria principal

512 MB RAM

Espaco do disco rigido

10 GB HDD

Manual de usudario do Rotor-Gene

51



Procedimentos de Instalacao

4.2

4.3

Manual de usudario do Rotor-Gene

Desempacotando o Rotor Gene Q

O Rotor Gene Q é entregue com todos 0s componentes
necessarios para montar e executar o instrumento. A caixa
também contém uma lista com todos os componentes fornecidos.
E recomendado verificar esta lista para garantir que todos os
componentes estejam presentes.

A caixa de acessorios fica em cima da embalagem de espuma. A
caixa de acessorios contém:

= (D deinstalagao

= Blocos de carga de tubos de 96 x 0.2 ml

= Blocos de carga de tubos de 72 x 0.1 ml

= Suporte do rotor (desmontado para transporte seguro)
= Rotor de 36 pocos (este rotor é de cor vermelha)

= Argola de travamento do rotor de 36 pocos.

Os seguintes itens sao embalados em cada lado da embalagem de
espuma:

= Cabos seriais USB e RS-232

= Conjunto internacional de cabos de energia
= Tubos PCR, 0.2 ml (1000)

= Tiras de tubos e capsulas de 0.1 ml (1000)

Uma vez que todos estes componentes tenham sido removidos da
caixa, remova a embalagem de espuma do topo do Rotor Gene Q.
Cuidadosamente remova o Rotor Gene Q da caixa e desembrulhe a
cobertura de plastico. Abra a tampa deslizando-a para trds. Um
rotor de 72 pocos (este rotor é de cor azul) e a argola de
travamento do rotor de 72 pogos estarao dentro.

Uma vez que vocé tenha desempacotado o Rotor Gene Q, proceda
com a instalagao.

Acessorios
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4.4

Os discos de rotor e acessodrios podem ser pedidos separadamente
para uso com o Rotor Gene Q. Para mais detalhes, veja o Apénice

C.

Instalacao de hardware

Uma vez que o Rotor Gene Q tenha sido desempacotado, proceda
com a instalacao, como descrito abaixo:

1.

2.

Posicione o Rotor Gene Q em uma superficie nivelada.

Certifique-se de ha espaco suficiente atras do instrumento para
que a tampa possa ser inteiramente aberta.

Certifique-se de que o interruptor na parte de tras do
instrumento possa ser alcangado facilmente.

N3o obstrua a parte de trds do instrumento. Certifique-se de
que o cabo de energia possa ser facilmente desconectado se
necessario, para desconectar a energia do instrumento.

Antes de ligar o Rotor Gene Q, verifique a sele¢do de voltagem
na parte de trds do instrumento.

O interruptor de selecao de voltagem é ajustado pelo seu
distribuidor de vendas para uma regiao especifica. Certifique-se
de que o ajuste esteja correto para a voltagem local. Se nao
estiver correto, contate seu distribuidor de vendas para que a
sele¢ao de voltagem seja trocada.

AVISO Perigo elétrico w10
A selecdo de voltagem sé deve ser trocada por seu
distribuidor de vendas ou pessoa autorizada. Usuarios nao
devem tentar trocar a selecdo de voltagem. Se fizer isto
anulara a garantia.

AVISO Perigo elétrico will

N3ao mude o interruptor de sele¢dao de voltagem enquanto o
instrumento estiver conectado ao conector principal, pois se
fizer isto podera causar danos ao instrumento e/ou queimar
o fusivel.

Manual de usudario do Rotor-Gene
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6. Conecte o cabo USB ou o cabo serial RS-232 fornecido para
uma porta USB ou de comunicacbes na parte de trds do
instrumento.

7. Conecte o cabo serial USB ou RS-232 na parte de trds do Rotor
Gene Q.

8. Depois, conecte o Rotor Gene Q ao fornecimento de energia.
Conecte uma ponta do cabo de energia AC no soquete
localizado na parte de tras do Rotor Gene Q e a outra ponta em
uma tomada de energia AC.

Interruptor

Porta de suprimento de
energia

Interruptor de selecdo de
voltagem

Numero de série Porta serial Porta USB

4.5 Instalagao do software

1. Para instalar o software Rotor Gene Q, insira o CD de instalacao
no drive de CD do computador.

2. Selecione “Install Operating Software” na janela que aparecera.
Siga o assistente de configuracdo para facil instalacao.

1
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Rotor-Gene Q — Pure Detection

B Install Operating Software

B Exit

3. Uma vez que o software tiver sido instalado, ligue o Rotor Gene
Q, movimentando o interruptor, localizado atrds no lado da mao
direita, para a posicao de “on” (ligado). Uma luz azul de “standby”

na frente do Rotor Gene Q indica que o instrumento estad pronto
para uso.

4. Clique duas vezes no icone desktop do software de série Rotor
Gene Q para iniciar o software. Uma janela de “boas vindas”
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aparecerd na primeira vez que o software for iniciado, mas ndo
aparecera nas atualiza¢gdes do software subseqlientes.

O Introdectery Screen an

Welcome!

Nochee SeasiMiwba

Begn [ Ewt Progeen I

Weoone. Bfae pou tegn, Fe ndine
coldases naedi 10 b w & Couple of hingy
S0 et B OF Bpiban pou 26 Ui

Port.
|CCN1 vl SuberDetect I

Aun n Vs Node (Far Darensiraton)

d fathial Spt

Numero de série da maquina

Porta:

Execucdao em Modo Virtual
(para demonstracao)

Iniciar

Digite o numero de série (6 digitos), que pode
ser encontrado na parte de trds do Rotor Gene
Q.

Escolha entre cabo USB ou serial. Se usar um
cabo serial, selecione a porta de comunicacao
apropriada ou clique no botdo “Auto-Detect”.

Selecionar esta caixa permite a instalacdo do
software Rotor Gene Q em um computador
que nao esta conectado ao Rotor Gene Q. O
software estara completamente funcional e
pode simular execugdes.

Nota: Se esta caixa estiver selecionada e um
Rotor Gene Q estiver conectado ao
computador, a seguinte mensagem aparece
antes de iniciar a execucdo: “You are about to
run in Virtual mode” (“Vocé esta prestes a
executar em modo virtual”). Para realizar uma
verdadeira execugdo, a configuragao deve ser
trocada na janela “Setup” (veja a secdo 7.5.4).

Quando todas as informag¢des foram entradas,
clique em “Begin”. Espere até que a
inicializagao esteja terminada, o que pode levar
alguns segundos. Se o modo virtual foi
escolhido a seguinte mensagem aparecera:

Manual de usuario do Rotor-Gene
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Rotor-Gene [} Series Software ﬂ

This software will perform basic simulation of a machine For training and demonstration purposes. You can disable this
setting wia the Setup screen, accessible From the File menu.

Se a caixa “Run in Virtual mode” ndo estiver
selecionada, o software ird inicializar e abrir
automaticamente.

Sair do programa: Ao clicar neste botao, vocé saira do programa.

4.6 Versao do software

O desenvolvimento do software Rotor Gene Q é continuo. Para
descobrir o nUmero de sua versao, clique em “Help” e depois
“About this software...”.
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Rotor-Gene Q — Pure Detection

Software Yersion : 1.7 (Build 94)
Machine Serial No : 0408101
Model : 5-Plex

Ilpdates and additional information available
at http: A e qiagen. corm

Wwharning: Thiz computer program is protected
by copyright law and international treaties.
Unauthorized reproduction of this program, or
ary portion of it, may result in zevere civil and
criminal penalties, and will be prozecuted to
thie maximurn extent pozsible under the law,
Fartionz of Info-Lip [2) 1330-1999 Info-LIP
Phy Ltd.

System |nfo... | Help |

Sample & Assay Technologies

Esta janela mostra informacdes gerais sobre o software, incluindo
a versao do software e o numero de série e modelo do
instrumento.

O software pode ser livremente copiado para uso dentro de uma
organizagdo que possua o Rotor Gene Q. O software nao pode ser
copiado e distribuido para outros fora da organizacao.
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4.7 Atualizando o software

Atualizacdes do software estdo disponiveis no web site da QIAGEN
em www.giagen.com/Rotor-Gene, que pode ser acessado no
menu “Help” do software. Para baixar o software, é necessario se
registrar online.
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5.1
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Procedimentos Operacionais - Hardware

Esta secao descreve a operacao do Rotor Gene Q.
Tipos de rotores

Primeiro, selecione o tipo de tubo e rotor que serd usado. Existem
4 rotores disponiveis para acomodar diferentes tipos de tubos.

Rotor de 36 pogos

O rotor de 36 pogos é de cor vermelha. O rotor de 36 pocos e as
argolas de travamento do rotor de 36 pog¢os permitem o uso de
tubos de 0.2 ml. Os tubos ndo precisam ter capas 6pticas claras,
porgue o Rotor Gene Q Ié a fluorescéncia no fundo do tubo ao
invés do topo. Tubos com coberturas de cupulas também podem
ser usados.

IMPORTANTE: Use tubos idénticos em uma execug¢ao. Nao misture
diferentes tipos de tubos ou tubos de diferentes fabricantes, pois
isso podera afetar a uniformidade 6ptica. Recomendamos o uso de
tubos da QIAGEN que sao especialmente destinados para uso com
o Rotor Gene Q (veja o Apéndice C). Tubos de fabricantes
alternativos pode autofluorescer o que pode afetar a
confiabilidade dos resultados. Além disso, tubos de fabricantes
alternativos podem ser maiores em comprimento, resultando em
desalinhamento da trajetdria dptica do Rotor Gene Q e na reac¢ao
no tubo.
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Rotor de 72 pogos

O rotor de 72 pocos é da cor azul. O rotor de 72 pocos e as argolas
de travamento do rotor de 72 pocos sdao usados com tiras de tubos
e capas, de 0.1 ml, que podem ser usados para volumes baixos
como 10 ul. As capas fornecem um selo seguro e confiavel.

Disco de rotor de 72 rotores

O disco de rotor de 72 rotores é de cor cinza escuro. O disco de
rotor de 72 rotores e as argolas de travamento de 72 rotores
permitem o uso do disco de rotor 72. O disco de 72 rotores é um
disco com 72 pogos para uso de alto rendimento. Para selar o
disco de 72 rotores um filme de polimero é aplicado no topo e é
selado com aquecimento. O filme é rapido de se aplicar ao topo e
previne contaminacdo ao fornecer um selo forte, duravel e a prova
de adulteracdo. Para mais informacdes sobre o disco de 72
rotores, vé a se¢do 5.3.

1
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Disco de rotor de 100 rotores

O disco de rotor de 100 rotores é de cor dourada. O disco de rotor
de 100 rotores e as argolas de travamento do disco de 100 rotores
permitem o uso do disco de 100 rotores. O disco de 100 rotores é
um disco com 100 pocgos para uso de alto rendimento. O disco de
100 rotores é o equivalente rotatdrio de uma placa de 96 pogos
mas com 4 pocos de referéncia adicionais. Permite a integracao do
Rotor Gene Q com o fluxo de trabalho de laboratérios de 96 pogos.
Os pogos extras podem ser convenientemente usado para mais
amostras, controle de reagbes adicional, ou reacbdes de
orientagdes, sem ocupar nenhum das 96 posicdes de pogos
padrao. Para compatibilidade do fluxo de trabalho sem corte dos
96 pocos, o disco de rotor de 100 pocos utiliza 96 placas de pogos
convencionalmente rotuladas, i.e., A1-A12 até H1-H12. Os 4 pog¢os
de referéncia adicionais sao rotulados R1-R4. Para mais
informacdes sobre o disco de 100 rotores, veja a se¢ao 5.3.

Especificacoes do rotor

Tipo de rotor Amostran? | Tipo de tubo Volume de
reacao
recomendado

Rotor de 36 pogos 36 Tubos PCR, de 0.2 ml 15-50 ul

Rotor de 72 pogos 72 Tira de tubos e capas 10-30 ul

de 0.1 ml

Disco de rotor de 72 Disco de 72 rotores 15-25 ul

72

Disco de rotor de 100 Disco de 100 rotores 15-25 ul

100

Manual de usudario do Rotor-Gene

Nota: O rotor de 36 pogos e o rotor de 72 pogos para o Rotor Gene
Q nao devem ser usados com os instrumentos Rotor Gene 3000
devido a incompatibilidades de alinhamento 6ptico. Por favor
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continue usando os antigos rotores de 36 e 72 posicdes com o
instrumento Rotor Gene 3000.

5.2 Configuracao de reacao

Reacdes podem ser preparadas usando o Bloco de carga de 96
tubos de 0.2 ml (para tubos PCR, 0.2 ml), o Bloco de carga de 72
tubos de 0.1 ml (para tira de tubos e capas de 0.1 ml ajustado com
uma pipeta de um Unico canal), o Bloco de carga multicanal de 72
x 0.1 ml (para tira de tubos e capas de 0.1 ajustado com uma
pipeta de multicanais), o Bloco de carga do disco de 72 rotores
(para o disco de 72 rotores), ou o Bloco de carga do disco de 100
rotores (para o disco de 100 rotores). Todos os blocos sao feitos de
aluminio e podem ser pré-resfriados.

O bloco de carga de 72 x 0.1 ml suporta 18 tiras de tubos assim
como oito tubos de 0.5 ml, que podem ser usados para preparar
um master mix, e até 16 tubos de 0.2 ml, que podem ser usados
para ajustar curvas padrdes. O procedimento abaixo descreve a
configuragao da reag¢ao usando o Rotor de 72 pogos. O mesmo
procedimento pode ser usado para configuragao de reag¢ao usando
o Rotor de 36 pocos e acessorios apropriados.

1. Posicione a tira de tubos no Bloco de carga e a aliquota dos
componentes de reagao.
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2. Posicione as capas com seguranca na tira de tubos e inspecione
visualmente para confirmar a vedagao.

3. Insira a tira de tubos no Rotor de 72 pogos garantindo que cada
tubo esteja corretamente no lugar. As amostras ndo serdo
Opticamente alinhadas pelo sistema de detec¢ao se nao
estiverem corretamente posicionadas no rotor. Isso pode
resultar em uma reducgdo no sinal de fluorescéncia adquirido e
na sensibilidade de detec¢do. Um suporte de rotor que permite
o facil carregamento dos tubos é fornecido com o instrumento.
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IMPORTANTE: Para alcancar a maxima uniformidade de
temperatura, cada posicdao no rotor deve conter um tubo.
Preencher todas as posi¢cdes no rotor permite a ventilacao igual
para cada tubo. Mantenha um conjunto de tubos com capas
disponiveis que possam ser usados para preencher qualquer
posicao nao usada.

4. Insira a argola de travamento do rotor de 72 pogos no rotor de
72 pogos, empurrando os 3 pinos pelos buracos de saida do
rotor.

A argola de travamento garante que as capas permane¢am nos
tubos durante a execucao.

5. Insira a montagem na camara do Rotor Gene Q clicando no
lugar usando o pino de localizagao no eixo do rotor. Para
remover, simplesmente empurre para baixo no eixo do rotor
para soltar e puxe para fora.

1
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6. Feche a tampa e ajuste o perfil da execucao usando o software
Rotor Gene Q.

5.3 Configuracao do disco rotor

O disco de rotor 72 e o disco de rotor 100 compreendem 72 e 100
pocos respectivamente em um disco de um pedaco destinado para
alto rendimento. O disco de rotor 72 e o disco de rotor 100 nao
utilizam capas. Ao invés, um filme de selagem por aquecimento do
disco do rotor é aplicado no topo e selado com aquecimento
usando o Rotor Disc Heat Sealer. O filme previne a contaminacao
fornecendo uma selagem forte, durdvel e a prova de adulteracao.
A selagem por aquecimento do Disco de rotor é realizada como
descrito abaixo.

IMPORTANTE: Por favor leia a folha do produto fornecida com o
Rotor Disc Heat Sealer antes de iniciar este procedimento.

1. Ligue o Rotor Disc Heat Sealer usando o interruptor localizado
na parte de tras, no lado da mao direita. Uma luz vermelha
“Power” iluminard. O Rotor Disc Heat Sealer leva
aproximadamente 10 minutos para atingir a temperatura de
operagao, quando uma luz verde “Ready” iluminar.

Nota: Uma vez que o Rotor Disc Heat Sealer estiver pronto, é
mais seguro deixa-lo funcionando constantemente.

2. Insira o disco de rotor no Bloco de carga do disco de rotor
usando a posi¢cdao 1 no disco de rotor e os buracos de guia de
tubos no Bloco de carga do disco de rotor.
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3. Ajuste as reagdes no disco de rotor pipetando manualmente ou
usando o sistema de manuseio de liquido automatizado do

QlAgility.

4. Remova a porc¢ao central de uma folha do filme do Rotor Disc
Heat Sealing, dobrando levemente o filme no meio, beliscando
a peca central, e cuidadosamente arrancando-a fora.

5. Posicione o filme em cima do disco de rotor na orientacao
correta como mostrado pela etiqueta “SIDE UP”. Certifique-se
de que a etiqueta “SIDE UP” esteja posicionada no fundo do
Bloco de carga do disco de rotor. O buraco central no filme
deve deslizar facilmente sobre o cilindro do Bloco de carga do
disco de rotor e para cima do disco de rotor.

6. Deslize a montagem para dentro do Rotor Disc Geat Sealing os
trilhos de guia ao lado do Bloco de carga do disco de rotor.
Certifique-se que o Bloco de carga do disco de rotor esteja
empurrado parra dentro completamente.

I EEEE—————
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7. Para ativar o mecanismo de selagem, primeiro pressione para
baixo a barra anodizada azul no topo da selagem por
aquecimento, depois empurre para tras o fragmento preto.
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8. Quando o mecanismo de selagem tiver abaixado, uma luz
laranja “Sealing” iluminara. Se o bloco de carga do disco de
rotor ndo estiver na posi¢ao correta, um som de aviso tocara.

9. Quando a selagem estiver terminada, um som tocara e a luz
laranja “Ready” iluminara. Pressione para baixo a barra
anodizada azul para levantar e travar o mecanismo de selagem
de volta em sua posicao original. Nao continue com a selagem
por mais tempo que o indicado pelo som ou o Disco de rotor
pode se deformar.

10. Deslize o Bloco de carga do disco de rotor para fora do Rotor
Disc Heat Sealer. Permita que o filme resfrie por
aproximadamente 10 segundos, e entdao gentilmente remova o
excesso de filme.

11.Remova o disco de rotor do Bloco de carga de disco de rotor.
Carregue o disco de rotor no rotor usando a localizacdo da
pOsicao um como um guia para correta orientagao.
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6.1
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Novas execuc¢Oes podem ser ajustadas usando o Quick Star Wizard
(Assistente de inicializacdo rdpida) ou o Advanced Wizard
(Assistente avancado), que aparecem quando o software é
iniciado. O Quick Star Wizard é destinado para permitir ao usuario
para iniciar uma execugdo o mais rapido possivel. O Advanced
Wizard permite mais opg¢des, tais como configuracdes de Ganho
de Otimizacao e configuracdes de volume. Para conveniéncia, os
assistentes possuem um numero de modelos com condi¢des de
ciclos padrdes e canais de aquisicdo. Para mudar o tipo de
assistente, selecione a etiqueta apropriada no topo da janela “New

”

Run”.
Quick Start Wizard (Assistente de inicializacao rapida)

O Quick Star Wizard permite ao usuario iniciar a execu¢ao o mais
rapido possivel. O usudrio pode selecionar de um conjunto de
modelos geralmente usados e entrar com um minimo de
parametros para iniciar. O Quick Star Wizard supde que o volume
da reacao é 25 ul. Para outros volumes de reacdes, utilize o
Advanced Wizard (veja a se¢do 6.2).

Como primeiro passo, selecione o modelo desejado para a
execucdo clicando duas vezesno modelo da lista na janela “New

”n

Run”.
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[CIrE—— x

Guick Start I Advanced I

erform Last Fun

(1]
‘% Three Step with Melt

L1l ]

'S Two Step

L1l ]

*% Quenched FRET

L1]

g
L ] HRM ™

T"'.l_.:-*l Other Runs

*% Mudeic Acd Concentration Measurement

?J Open A Template In Another Folder. ..

Imparts the cyding
and acquisition and
sample definitions
from the last run open
in the software.

Cancel

I

Help

V¥ Show Thiz Screen When Software Dpens

Realizar ultima execucao

Trés etapas com fusao

Duas etapas

FRET extinguido

“Realizar ultima execuc¢ao” utiliza o
ciclo, aquisicao, e definicoes de
amostra da ultima execuc¢ao aberta no
software.

Este é um perfil de ciclo de trés etapas
e uma curva de fusdao com aquisicao
de dados no canal verde.

Este é um perfil de ciclo de duas
etapas com dados adquiridos nos
canais verde, amarelo,laranja e
vermelho.

Este é um perfil de ciclo de trés etapas
e uma curva de fusao. Ao contrario da
“Trés etapas com fusao”, a aquisicao é
no final da etapa de recozer.
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Medicao de concentragao de acido Este é um modelo padrao para medir
nucléico a concentragao de acido nucléico
usando corantes intercalados.
HRM: Esta pasta contém perfis de fusao de
alta resolucao.

Outras execucdes Esta pasta contém perfis adicionais.
Os perfis de ciclo e aquisicao para todos os modelos podem ser
alterados usando o assistente.
Nota: Modelos definidos pelo usudrio podem ser adicionados a
lista de modelos no Quick Start Wizard copiando ou salvando
arquivos  *.ret para C:\Program Files\Rotor-Gene Q
Software\Templates\Quick Start Templates. Depois de copiar um
arquivo para este caminho, o modelo aparecera como um icone na
lista. Se vocé quiser personalizar os icones para seus modelos, crie
uma imagem *.ico com o mesmo nome de arquivo do modelo.
Subpastas podem ser criadas para modelos relacionados por
grupo. Isso permite organizacdo de modelos que pode ser
conveniente se, por exemplo, varios usuarios estiverem usando o
mesmo instrumento.

6.1.1 Selecao de rotor

Manual de usudario do Rotor-Gene

Na janela seguinte, selecione o tipo de rotor na lista.

Verifique a caixa “Locking Ring Attached” e depois clique no botao
“Next”.
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P Quick Start
1. Rotor Selection l 2. Confirm P(oﬁle]

~Rotor Type

36-Well Rotor
72-Well Rotor
Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100

[V Locking Ring &ttached

Cocel_|

6.1.2 Confirmar perfil

As condigdes de ciclo e canais de aquisicao do modelo escolhido
sao importadas. Essas podem ser alteradas usando a janela “Edit
Profile” (veja a secdo 6.2.4).

Para iniciar uma execu¢ao, clique no botdo “Start Run”. Também
possivel salvar o modelo antes de iniciar a execuc¢ao clicando em
“Save template”.

1
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1. Rotor Selection 2. Confirm Profile |
P SR 2]
ey Open  Save As Help
The run will take approzimately 77 minute(z] o complete. The graph below reprezents the run to be performed
Click. on a cpcle below to modify it ;
Insest sfter._ |
Cycling
telt Inzert before... |
Remove |
Haold Temperature: g5 | deq.
Hold Tirne : 2 | trie: WEH | Ll
< Back Save Template Start Bun Cancel |
6.1.3 Salvar execugao

Apods clicar no botao “Start Run”, a janela “Save As” aparecera. A
execucao pode ser salva na localizacdo desejada pelo usuario. Para
a execucao é dada um nome de arquivo que consiste do modelo
usado e a data da execu¢dao. Um numero serial (1,2,tc) também é
incluido no nome do arquivo para permitira nomea¢ao automatica
de numerosas execugdes que usam o mesmo modelo no mesmo

dia.

Manual de usudario do Rotor-Gene
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File name: I'I'hree Step with Melt 2008-12-04 (1)

Save as hpe: I Run File {7 .rex)

6.1.4 Configuragao de amostra

Uma vez que a execugao tenha comecgado, a janela “Edit Samples”
permite que amostras sejam definidas e descritas.

I# Edit Samples
File Edit Format Security
Standard | Rotor Style I

=10l x|

— Settings :
Given Conc, Farmat |123,45? j Lt : |y, ~ | More Options |
—Samples :
Il | ot | ResetDefaut | Gradient | INEEEEE
C |ID |Name |T_l,l|:ue | Groups ||3iven Conc. |Selected A|
A1 R 1000 | Standard 1.000 Yes _I
&2 R1000 | Standard 1,000 Yes
A3 R0 | Standard 100 Yes
A4 RI00 | Standard 100 Yes
A5 R0 | Standard 10 Yes
A RT0 | Standard 10 Yes
A7 1R1 | Standard 1|ves
A3 R1 | Standard 1 Yes
B1 |RNTC |NTC Yes
[ B2 RNTC |NTC Yes
B3 11000 | Standard 1,000 es
B4 11000 Standard 1.000 Yes ll
—Page:
Mame : IF'age1 < | ¥ | Hew | [Delete [~ Senchronize pages
Unda | ok Cancel Help

Manual de usuario do Rotor-Gene
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A janela “Edit Samples” aparece depois que uma execug¢ao tenha
comegado para que O usuario possa usar este tempo para entrar
com nomes de amostras. Para informacgdes sobre configurar as
definicdes de amostras na janela “Edit Samples”, veja a sec¢ao
7.8.4.

6.2 Advanced Wizard (Assistente avangado)

O Advanced Wizard permite opg¢des que nao estao disponiveis no
Quick Start Wizard, tais como configuracdes de Ganho de
Otimizacdo e configuracdes de volumes.

Para usar o Advanced Wizard, selecione um modelo clicando duas
vezes no nome do modelo na lista sob a etiqueta “Advanced” na
janela “New Run”.

[CIrE— x

Quick Start Advanced |

Imports the cyding
and acquisition and
sample definitions
from the last run open
in the software.

rform Last Run

2
s Empty Run

Ll )

‘% Three Step with Melt
l'l..
= Two Step
l _IHRM""
_—
P
l_ J__]Clther Runs

@ Instrument Maintenance

fJ Open A Template In Another Folder...

Cancel

Help

I

¥ Show Thiz Screen ‘When Software Opens
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Opcoes de modelos fornecidas nesta janela sao similares aquelas
fornecidas ao usar o Quick Start Wizard (se¢do 6.1).

Realizar ultima execucao “Realizar ultima execu¢dao” importa o
ciclo, aquisicao, e definicdes de
amostra da ultima execuc¢ao aberta no
software.

Execugao vazia Esta é uma execucgao vazia que
permite ao usuario definir todos os
parametros do perfil.

Trés etapas com fusao Este é um perfil de ciclo de trés etapas
e uma curva de fusdao com aquisicao
de dados no canal verde.

Duas etapas Este é um perfil de ciclo de duas
etapas com dados adquiridos no canal
verde apenas, para acelerar a

execugao.
HRM: Esta pasta 2 perfis de fusdo de alta
resolucao.
Outras execugodes Esta pasta contém perfis adicionais.
Manuteng¢ao do instrumento Este contém o modelo usado durante

a Verificagao 6ptica de temperatura
(OTV). Para mais informacdes, veja a
secao 10. Este modelo é trancado para
garantir que o perfil sempre operara
corretamente.

Nota: Modelos definidos pelos usudrios podem ser adicionados a
lista de modelos copiando ou salvando arquivos *.ret para
C:\Program Files\Rotor-GeneQ, Software\Templates\. Depois de
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6.2.1

6.2.2

— Rotor Type

36-Well Rotor
72-Well Rotor
Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100

copiar um arquivo para este caminho, o modelo aparecera como
um icone na lista.

Nova janela do assistente de execugao 1
Na préxima janela, selecione o tipo de rotor da lista.

Selecione a caixa “Locking Ring Attached” e clique em “Next” para
prosseguir.

New Run Wizard

Welcome to the Advanced Run Wizard!

™ Locking Ring Attached

< Back Nest >>

Nova janela do assistente de execugao 2

Na proxima janela, o nome de usuario e notas sobre a execugao
podem ser entradas. O volume da reagdao também deve ser
entrada.

1
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Se o Rotor de 72 pocgos foi selecionado na janela 1, trés opgdes de
“Sample layout” estao disponiveis no menu. “1,2,3...” é a opgao
padrdao. A maioria dos usudrios seleciona esta op¢ao. “1 A, 1B,
1C...” devem ser selecionados quando amostras forem carregadas
um tiras de tubos de 0.1 ml adjacentes usando uma pipeta

multicanal com 8 canais. O layout “Al, A2, A3..

selecionado se for apropriado.

Mew Run Wizard

/4

Thig screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields, Ehlis box 'Ijisl:'la-"'s A
clicking Mest when vou are ready to mowve to the nest page. theepwniga? dé?zrﬁellg
Hiasratin ok &t ikern, hover
R i your mause over the
N i itern for help. ou
ates can alzo click on a
combo box to display
help about its
avallable zettings.
Reaction =
Yalume [pL]: =
Sample Layout : |'I, A _TJ
Skip'wizard | << Back Nest>> |

deve ser

6.2.3

Manual de usudario do Rotor-Gene

Nova janela do assistente de execug¢ao 3

Nesta janela, o “Perfil da temperatura” e “Configuracao de canal”
podem ser modificados. Se o botao “Edit Profile...” for clicado, a
janela “Edit Profile” aparecerd, permitindo alteragao de condig¢des
de ciclo e selecdo de aquisicdo de canais. (veja a se¢do 6.2.4).

Apds ajustar o perfil, clique no botdo “Gain Optimisation...” para
trazer a janela “Gain Optimisation”.
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New Run Wizard

Temperature Profile :

Edit Prafile ...

Channel Setup

X]

Thiz box digplaps
help on elerments in
the wizard, For help
an an item, hower
ol moLze aver the
itern far help, ou
can alza click an a
combo box to dizplay
help abaout itz
available settings.

M arme Source | Detectar | Gain Create Mew... |
[areen A70mm 51 0nm i Edit
Yellow B30mm  B55hm 7 —
Orange  585mm  E10nm 7 Edit Gair...
Red E28nm  BEOnm 7
Crimzan B80nm  F10hp 7 Bemove
HFk A70mm 51 0nm 7 Reset Defaults
[Fain Dptirmization. .. |
Skipwizard | << Back Nest>> |
6.24 Editar perfil

Inserir depois.

Inserir antes...

A janela “Edit Profile” permite que as condi¢cdes de ciclo e
aquisicao de canais sejam especificadas. O perfil inicial mostrado é
baseado no modelo selecionado ao configurar a execugdo. O perfil
é mostrado graficamente. A lista dos segmentos do perfil aparece
abaixo do grafico mostrado. Esta lista pode incluir Espera, Ciclo,
Fusdo, ou HRM se o instrumento possuir um canal HRM.

Cada estagio do perfil pode ser editado clicando na area
apropriada do grafico mostrado ou no nome na lista, e depois

muda

ndo as configuragcdes que aparecerem.

Isso permite a adicdo de um novo ciclo apds o ciclo

selecionado.

Isso permite a adigdo de um novo ciclo antes do

Manual de usudario do Rotor-Gene
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Remover:

Edit Profile

ciclo selecionado.

Isso remove o ciclo selecionado do perfil.

Esperar

Uma espera instrui o Rotor Gene Q a permanecer na temperatura
designada por um tempo determinado. Para mudar a
temperatura, clique no botao “Hold Temperature” e digite ou
utilize a barra de rolagem para selecionar a temperatura desejada.
Para mudar a duracao da espera, clique nos botdes “Hold Time”,
“mins”, e “secs”.

Lx

.U H =]

Open  Save As Help

The run will take approximately 83 minute(z] to complete. The graph below reprezents the rn to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Hold Temperature : g5 Ideg.
Hold Tirne : 3 |mins 1] |secs

Insert after... I
Insert before... I
Remove I

Manual de usudario do Rotor-Gene

Se realizar Ciclo de desnaturalizacdo dptica, uma espera pode ser
usada como uma etapa de calibragem. Neste caso, uma fusdo de
calibragem é realizada antes da espera. Como padrdo, isto é
configurado na primeira Espera na execu¢dao, mas pode ser tracado
se requisitado.
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Click on a cycle below ta modify it ;
Ihg

Cyiling
Inze

Hold Temperature: g5 deq.
Hold Tirme : 2

min: 0 |zecs

Calibration Step: v

Calibration Settings
Acquinng bo on

tube 1. Ramp from 80 to 95
and hold for 2 ming 0 e,

Offzet : 0 deq.

E dit I

Para mais informacgdes sobre o ciclo de desnaturalizacdo dptica,
veja mais abaixo.

Ciclo

O cliclo repeta as etapas de temperatura definidas pelo usuario e
tempo, um numero especifico de tempo. O numero de repeticdes
é ajustado usando o botdo “This cycle repeats X time(s)”.

Um Unico ciclo é mostrado graficamente (como mostrado na foto
abaixo). Cada etapa do ciclo pode ser alterada. A temperatura
pode ser trocada arrastando a linha de temperatura no gréfico
para cima ou para baixo. A duracao da etapa pode ser trocada
arrastando o limite da temperatura no grafico para a esquerda ou
direita. Alternativamente, clique na etapa e use os botdes de
temperatura e tempo a esquerda do grafico.
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Etapas podem ser adicionadas ou removidas do ciclo usando os
botdes “-“ e “+” no topo direito do grafico.

Edit Profile ]

8 H =]

Mew Open  Save As Help

The wn will take approzimately 83 minute(z] o complete. The graph below represents the wn to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

|H0|C| Inzert after.. I
Inzert before... |

Remaove |
Thiz cycle repeats 45 |time[s].

Click on one of the steps below to modify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.

Timed Step j _I LI

95 deq. 95 deg. for 20 zecs

20 zeconds
Mot Acquiiing
72 deg. for 20 zecs
B0 deg. for 20 secs

[~ LongRange
[~ Touchdown

Longo alcance Selecionar esta caixa aumenta o tempo de espera da
etapa selecionada por um segundo com cada novo
ciclo.

Abaixar Selecionar esta caixa diminui a temperatura por um
nimero especificado de graus para um numero
especifico de ciclos iniciais. Isso entdao é mostrado.

Aquisicao

Dados podem ser adquiridos em qualquer canal em qualquer
etapa do ciclo. Para ajustar um canal para adquirir dados, clique no
botdo “Not Acquiring” (se um canal ja foi ajustado para adquirir
nesta etapa, os canais de adquirir sdo listados aqui).
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lTime-:I Step "l

35 deq.

10 geconds

Mot Acquiring

[~ LongRange
[T Touchdown

Apds clicar no botao “Not acquiring”, a janela “Acquisition”

aparece.
Same as Previous ; I[N ew Acquizsition] j

— Acquiziiion Configuration
Aeeailable Channels :

Acquinng Channels :

M arme | j Namel
Crirmzan [areen
HFR M j

Orange

Fed ﬂ

ellow

To acquire from a channel, select it from the list in the left and click >. Tao stop acquiring from a
channel, elect it in the right-hand lizt and click <. Tao remove all acquisitions, click <<

Dwe Chart x> |

Dye Channel Selection Chart

Dan't Acquire | Help |

Green | 47F0nm |[510nm  |FAMY, SYBR Green 14, Fluorescein, EvaGreen, élexa Fluor 4883
Yellow |530rm |555nm  |JOES,WICE, HEX, TET-, CAL Fluor Gold 540, ' akima Yellow
Orange | 585hm (B10nm  |ROXY CAL Fluor Red 8104, Cp3 Y Texas Fedd!, Alexa Fluor GREE
E28nm | EEOnm | Cy5Y, Quasar 670, Alexa Fluor 6337
B20nm |710hp | Quasar705, Alewa Fluor 630
HRM 460nm  [510nm | 5¥T0O 94, EvaGresn-

Para ajustar um canal para adquirir, selecione o canal e mova-o da
lista “Available channels” para a lista “Acquiring channels” usando
o botdo 2l. Para remover um canal selecionado da lista “Acquiring
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channels”, use o bot3o “l. O bot3o I remove todos os canais da
lista “Acquiring channels”. Clicar no botao “Don’t Acquire”
também remove todas aquisi¢cdes da etapa.

Se mais de uma sequéncia de ciclo estiver incluida no perfil, os
dados adquiridos podem ser anexados com os dados adquiridos de
um ciclo anterior. Utilize o menu “Same as Previous” para
selecionar a etapa do ciclo para onde os dados devem ser
anexados.

O diagrama do canal de selecdo de corante ajuda o usuario a
decidir qual canal é apropriado para tingir sua intencao de uso. Os
corantes mostrados na mesa sao aqueles geralmente usados, e
nao indicam o limite do instrumento.

As opgdes de aquisicao descritas acima também se aplicam para as
etapas de fusao, exceto que nao é possivel anexar dados
adquiridos usando o menu “Same as Previous”.

Fusao e hibridzagao

Uma fusdo é um declive entre 2 temperaturas, de uma
temperatura baixa para uma mais alta. O alcance de temperatura
permitido é 35-992 C.

Para configurar uma fusdo, especifique a temperatura inicial, a
temperatura final, os incrementos da tenmperatura, o tempo de
espera da primeira aquisicao de temperatura antes que o declive
seja iniciado, o tempo que cada incremento deve ser esperado e
0s canais de aquisicao.

Um declive sera gerado entre as 2 temperaturas. Se a temperatura
inicial for maior que a temperatura final, o nome da etapa mudard
para “Hibridizacao”. A op¢ao “Acquiring to”, ajustada para Fusao A
na tela abaixo pode ser trocada clicando no botdo. A janela
“Acquisition” aparecera e os canais podem ser selecionados.
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Ramp fram |50 ﬂ degrees to (30 ﬂdegrees,

Rizing by I'I ﬂ dearee(z] each step,
W ait fior IElI:I gecondz of pre-melt conditioning ar first step,

W ait fior 5 ill seconds for each step aftensards.

Acquire ta helt & | an Green

Ao executar uma fusao padrao a temperatura é aumentada por
incrementos de 12 C, esperando 5 segundos antes de cada
aquisicdo. O Rotor Gene Q pode ser configurado para realizar
fusdes em incrementos de 0.022 C. O tempo minimo de espera
entre as etapas da temperatura varia dependendo do numero de
graus entre cada etapa.

Fusao de alta resolugao

A andlise de fusdo de alta resolucao caracteriza amostras de DNA
de duas margens baseado em seu comportamento de dissociacao
(fusdo). E similar a analise classica de curva de fusdo, mas fornece
muito mais informagdes para uma gama maior de aplicacdes.
Amostras podem ser classificadas de acordo com sequéncia,
comprimento, conteudo GC, ou complentacao de margem, para
mudancas de um unico par de base.

Andlise HRM somente pode ser realizada em instrumentos que
possuem hardware e software HRM instalados. Os dados sao
adquiridos utilizando fontes e detectores HRM especializados.
Anadlises HRM também incluem a opc¢do de realizar Ganho de
Otimizacdo antes que a fusdo inicie. Apds realizar HRM, os dados
podem ser analisados com o software de andlise HRM (Secdo 11).

Ciclo de desnaturalizagao optica

O ciclo de desnaturalizagao Optica é uma técnica excitante,
disponivel no Rotor Gene Q, que realiza andlise de fusdao em
tempo real para determinar o pico da fusdao de uma amostra de
referéncia. Isso indica produtos de desnaturalizagdgo PCR com
maior precisao do que ajustar uma determinada temperatura de
desnaturalizacdo para um tempo de espera. Para realizar esta
técnica, simplesmente posicione um tubo de referéncia de
produto PCR na posicdo de tubo 1 do rotor. O tubo de referéncia
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também deve conter uma quimica de deteccao que permite a
deteccdo de dissociacdo de margens.

Ao aquecer para a temperatura inicial de desnaturalizagdao, uma
fusdo é realizada no canal verde de 802 C para 952 C, como
padrdao. Os parametros desta fusao inicial podem ser ajustados
pelo usudrio. A partir deste dado, uma curva de fusdo é gerada e
automaticamente analisada.

1.4

1.25 4

0.75 1

dF idT

0.5 1

0.23 4

ﬁl 73 g0 L] a0 23 10C

O pico da fusao é referenciado de volta ao dado bruto para obter
um limiar de desnaturalizacdao. Depois, cada etapa do ciclo de
desnaturalizacdo dptica é aquecida o mais rapido possivel e os
dados sdao adquiridos continuamente. Uma vez que o tubo de
referéncia tenha alcancado o nivel de fluorescéncia do limiar de
desnaturalizacdo, o instrumento é imediatamente resfriado e
prossegue para a proxima etapa programada do ciclo. Um pico nao
é calculado enquanto o ciclo esta se realizando. Ao invés disso, o
nivel de fluorescéncia é referenciado para o pico da fusdo e este
designa o limiar dedesnaturalizacao.

No grafico seguinte, as leituras brutas de fluorescéncia e a
primeira  derivativa foram sobrepostas. Isso mostra a
correspondéncia entre o limiar de desnaturalizacdo e o pico da
fusao obtidos durante a calibragem.
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Para realizar um ciclo de desnaturalizacao dptica, vocé precisara:

= Um produto pré-amplificado PCR para colocar na posi¢cdo 1
do rotor. Esta amostra deve conter o mesmo produto PCR
das amostras de interesse e uma quimica de deteccdo para
monitorar a dissociacdao do produto PCR.

= Um perfil de desnaturalizacdo éptica. Um novo perfil pode
ser criado ou um perfil existente pode ser editado (veja
detalhes abaixo).

Um ciclo de desnaturalizacdo dptica parece quase idéntico a
outros ciclos. As diferencas principais sdao as etapas de fusao
automaticamente inseridas no inicio do perfil, e o perfil afiado
da etapa de desnaturalizacdao durante o ciclo. O ciclo de
desnaturalizacdao dptica nao necessita de tempo de espera pois
a dissociacao dos produtos é monitorada a cada ciclo.

Para realizar esta técnica, as seguintes informacdes sobre a
execucado sao necessarias:

* A temperatura inicial da desnaturaliza¢gdo. E a mesma
temperatura da etapa de desnaturalizacao em um perfil
padrao de ciclo.

= A posicdao do tubo da amostra de PCR que produzira
uma curva de fusao no canal verde.

= Um perfil do ciclo de desnaturalizacao dptica deve ser
definido.

Crie um novo Ciclo de desnaturaliza¢ao dptica como segue:
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1. Abra a janela “Edit profile”. Depois cligue em “New”. Na janela
que aparecer, clique no botao “Insert After” e selecione “New
Cycling” no menu. Selecione uma das etapas de temperatura
clicando no grafico. No menu, troque de “Timed Step” para
“Optical Denature”. Um perfil padrao contendo uma etapa de
desnaturalizagdo e uma etapa de ciclo de desnaturalizacao
Optica aparecera.

A regido em declive ao inicio da execucao representa o processo
de calibragem. Os pontos verdes representam as aquisi¢des feitas
de cada ciclo durante o aquecimento. Os pontos azuis
representam as aquisicdes ao final da etapa de destemperacao a
602 C. Note que enquanto o perfil mostra cada etapa com a
mesma temperatura de desnaturalizacdao, este pode ndo ser o
caso. Se a amostra requerer um pouco mais para fundir ao final da
execuc¢ao, o processo de desnaturalizacao 6ptica espera pela fusao
de acordo com o dado fluorescente, e ndo de acordo com o
tempo. Por esta razado, o indicio de temperatura pode variar para
cada ciclo.

2. Clique na primeira metade do grafico com o simbolo de
desnaturalizacdo Ooptica Bl As informacdes de “Calibration
Settings” aparecerao a esquerda da tela.

Thiz cycle repeat: 45 |tirne[$].
Click on one of the steps below to modify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.

Optical Denature

#

Calibration Settings
IBcquining to RealTime on
tube 1. Famp from 80 to 95 ‘
and hold for 3 ming 0 secs. i

Offzet : 0 deqg. Iy

! B0 deq. for 40 secs
Edit I

3. Asinformagdes de “Calibration Settings” normalmente estao
corretas. Para modificar, se necessario, clique em “Edit”. A

janela “Calibration Settings” aparecera.
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x

— Seftings ;

The Optical Denature Calibration zettings determing haw
to perform the initial melk up to the denaturation
temperature, to determine the fuorezcence level at
which the reference zample haz denatured.

Tube Position : .

Ramp fram IBD j to I95 ﬁdeg. C.

Held for 3 | it 0 | SECE

Denature Offzet |0 j deg. c.

] Cancel

4. Certifique-se que:

= O tubo indicado em “Tube position” contém um produto
PCR que mostrara um pico de fusdo no canal verde.

= A temperatura final no declive ndo queimara a amostra, no
entanto serad alta o suficiente para permitir que derreta.

= O tempo de espera é suficiente para desnaturalizar a
amostra.

= QO projeto de desnaturalizacao é ajustado apropriadamente.
O padrao de 02C é apropriado para a maioria das fusoes.
FusGes com transicdes muito afiadas podem requerir um
projeto de desnaturalizacdao de -0.52 C para -22 C, como
determinado pelo usudrio, para garantir que a transicao da
fusdo seja detectada.

Vocé também pode definir uma etapa de desnaturalizacdao
introduzindo uma nova etapa de espera. Cliqgue em “Insert Before”
e selecione “New Hold at Temperature” no menu. As
configuracdes de calibragem aparecerao.
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Hold Temperature : g5 ||:Ieg.
Hold Time 3 |min3 1] |seu:s

Calibration Step: v

Calibration Settings
Acquiring to RealTime an
tube 1. Ramp from 30 ta 55
and hald far 3 mins 0 secs.

Offzet : 0 deq.

E dit i

As configuragdes de calibragem sdo sincronizadas com as
configuragbes de desnaturalizacdo, portanto uma mudang¢a no
tempo de espera na etapa de desnaturalizacdo automaticamente
atualizard o tempo de espera da calibragem. Isso é porque os
processos de calibragem e desnaturalizacdo sdao equivalentes em
Ciclo de Desnaturalizacao dptica.

Trocando uma etapa existente para utilizar o Ciclo de
Desnaturalizagéo Optica

Para trocar uma etapa de desnaturalizagdo existente em uma
sequéncia de ciclos, selecione o ciclo na lista na janela “Edit
Profile”. Depois selecione a etapa de desnaturalizagcao clicando-o

no display.
Timed Step | | =]
95 deg. for 20 zecs
Optical Denature
A0 zecands
Mot Acquinng

[~ Long Range

- B0 deq. for 40 zecs
auchdown

Manual de usudario do Rotor-Gene 92



Procedimentos Operacionais - Software

Cligue no menu e selecione “Optical Denature”. A temperatura e o
tempo de espera sao removidos e o icone “Optical Denature” L&l é
mostrado.

Ganho de Otimizacao

Ao ajustar uma nova execugdo, ajuda utilizar a funcao “Gain
Optimization”. Isso permite que vocé otimize um ganho para um
ajuste que fornecera o alcance desejado de fluorescéncia inicial
em uma temperatura determinada (normalmente a temperatura
em que ocorre a aquisicao de dados) em cada um dos canais que
estejam adquirindo. O alvo do Ganho de Otimizagao é garantir que
todos os dados sejam coletados dentro do alcance dindmico do
detector. Se o ganho for muito baixo, o sinal sera perdido em
ruidos de fundo. Se for muito alto, todos os sinais se perderam
fora de escala (saturado).

O alcance do ganho para cada canal é -10 até 10, onde -10 é o
menos sensitivo e 10 é o mais sensitivo.

Ao executar reagdes pela primeira vez, recomendamos que
prepare uma amostra teste contendo todos os componentes da
reacao. Posicione a amostra teste no Rotor Gene Q e use Ganho de
Otimizacdo para determinar a configuracao de melhor ganho. Se o
ganho escolhido pelo Ganho de Otimizacao resultar em um sinal
fraco entao o “Target Sample Range” deve ser aumentado. Se
resultar em um sinal que seja saturado entdo o “Target Sample
Range” deve ser diminuido.

Para realizar o Ganho de Otimizacao, cligue no botdo “Gain
Optimization...” na janela do assistente de nova execuc¢ao 3 (veja a
secdo 6.2.3).
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New Run Wizard

Ternperature Profile : Thiz bow displays

help on elements in
the wizard. For help

an an ke, hover
yaLr mouge over the
itern for help, 'ou

can alzo click on a
combo box to display
help about itz

availlable sethngs.
Edit Profile ...

Channel Setup

Mame | Source | Detector | Gain Create New. . |
470nm 51 0nm i .

' ellonw 530nm 555hm 7 el
Orange 58%nm B10nm 7 Edit Gain...
Red B28nm  BROnm 7
Crimzon B30nm  F10hp 7 Bemove
HRH A70mm 51 0nm 7 Reset Defaults
Gain Dptirization. .. |

Skip wizard | << Back Nest>> |

A janela “Auto-Gain Optimization Setup” aparece. Essa janela
permite otimizacdo ajustando automaticamente as configuracdes
de ganho até que as leituras de todos os canais selecionados caiam
para dentro ou para baixo de um certo limiar.
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New Run Wizard

Temperature Prafile :

Edit Profile ...

Channel Setup

I arne Source | Detector
470nm 51 0nm
' ellonw 530nm 555hm
Orange 58%nm B10nm
Red B28nm  BROnm
Crimzon B30nm  F10hp
HRH A70mm 51 0nm

G

e e

ain

Create Mew...

Gain Dptirization. .. |

Skip Wizard | ¢ Back

Edit...
Edit Gair...
Bemove

Rezet Defaultz

L

3

Thiz bow displays
help on elements in
the wizard. For help
an an item, hower
wour mouge over the
itern for help, 'ou
can alzo click on a
combo box to display
help about itz
availlable sethngs.

Ajustar temperatura para:  Antes de ler, o Rotor Gene Q serd aquecido ou
resfriado para combinar com a temperatura

especificada. Como padrao, este sera o ajuste da

temperatura de aquisigao.

Otimizar todos/Otimizar
aquisicao:

“Optimize All” tentara otimizar todos os canais
conhecidos pelo software. “Optimize Acquiring”

otimizara apenas os canais que sao usados no
perfil térmico definido na execucao (ciclo e fusao).

Realizar otimizacdo antes  Selecione esta caixa para realizar Ganho de

da 12 aquisicao:

Otimizag¢ao no primeiro ciclo em que ocorre

aquisicao de dados. Isso é recomendado para
Auto Ganho de Otimizagao.

Realizar Otimizagcdo em X  Selecione esta caixa para realizar Ganho de

graus no inicio da
execugao

Otimizagdo antes de iniciar a execuc¢ao. O Rotor
Gene Q é aquecido na temperatura especificada,

o Ganho de Otimizacdo é realizado, e entdo o ciclo
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Configuragdes de canal

Editar:

inicia na primeira etapa, normalmente uma etapa
de desnaturalizacdo. Esta op¢ao pode ser
escolhida se um Ganho de Otimiza¢ao durante a
execugao resultar em muito tempo gasto na etapa
inicial. Normalmente “Perform Optimization
Before 1st Acquisition” é preferivel porque o
Ganho de Otimizagao é realizado o mais proximo
possivel das condicdes de execucao.

Este menu permite que canais sejam adicionados.
Escolha o canal de interesse e clique em “Add”.

Este abre uma janela em que o “Target Sample
Range” pode ser ajustado. O “Target Sample
Range” é o alcance da fluorescéncia inicial que
deve ser ajustada para a amostra no tubo
especificado. Auto Ganho de Otimizacao Ié cada
canal usando configuracdes de ganho no alcance
especificado por “Acceptable Gain Range”.
Escolhe a primeira configuracao de ganho que
resulte em uma leitura de fluorescéncia dentro do
“Target Sample Range”. No exemplo mostrado,
Auto Ganho de Otimizagao procura por uma
configuracdo de ganho entre -10 e 10 que dd uma
leitura entre 5 e 10 Fl no tubo 1. No geral, para
intercalar corantes um “Target Sample Range” de
1-3Fl é apropriado, enquanto um alcance de 5-10
FI é mais adequado para sondas quimicas.
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Auto-Gain Optimisation Channel Setkings |

— Channel Settings ;

Channel : Green

Target Sample Range: |3 :|I Flupta |10 :|I Fl

Acceptable Gain Range: |10 :II to |1EI :II

Tube Positiarn : |1 ﬂ

| ] I Cancel | Help

Remover/Remover todos

Iniciar

Manual

Mudar Ganho durante
uma execugao

“Remove” remove os canais marcados. “Remove
All” remove todos os canais.

“Start”inicia o0 Ganho de Otimiza¢ao. Um ganho é
escolhido o que resulta em niveis de sinais de
fluorescéncia dentro do alcance especificado. Se a
fluorescéncia sair fora do alcance especificado, o
ganho sera ajustado para dar a combinacdo mais
préxima possivel.

Este abre a janela “Manual Gain Adjustment”.

Se o0 ganho no inicio da execuc¢ao for muito alto ou
muito baixo, pode ser trocado dentro dos 10
primeiros ciclos. Uma linha vertical aparece onde
o ganho foi trocado. Os ciclos antes da mudanga
sao excluidos da analise.

Nota: Ganho de Otimizacdao pode escolher uma configuracdo que
nao esteja dentro do alcance especificado. Isso pode ser por causa
das mudancas na fluorescéncia depois da primeira etapa de
espera. Entretanto, o resultado de Ganho de Otimizacdao fornece
uma boa indicacdao do nivel de fluorescéncia em que a execugao

iniciara.

Manual de ajuste de Ganho

Para realizar “Manual de ajuste de Ganho”, clique em “Manual...”
na janela “Auto-Gain Optimisation Setup”. A janela “Manual Gaina
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Adjustment” aparecera. Esta janela mostra as leituras
fluorescentes de qualquer temperatura em tempo real. E usada
qguando o fundo de uma amostra for desconhecida e portanto o
ganho deve ser determinado para garantir que o sinal da amostra
seja suficiente para deteccao.

HManuaI Gain Adjustment - %]

File Help

o Cycling &.Green

120

Page: Page 1
100
o 50
2
[T
2 60
5
=
i o40
20 4 r
Bank On | Bank O
o ' " " " " " " " ' " " " " " Mamed On | AllOn | Al DK
ﬂ 1 2 3 4 5 g 7 a 40 1M 12 13 14 15 Edit Samples...
Time
120 Temperature : IED ill
100 Edit Gainz... I
Start I
B0
) Stop |
£ 804
40 %
20
o Y u u u u u Y Y Y Y
ﬂ 1 2 3 4 a G 7 g 9 10 11 12 13 14 15
Time

Como padrao, todas as amostras sdao mostradas no display.
Amostras podem ser removidas ou adicionadas ao display usando
o alternador a direita. O alternador consiste em células coloridas,
cada uma corresponde a uma amostra no display. Amostras com
células coloridas brilhantes sdo mostradas, enquanto amostras
com células ofuscadas ndo sdo mostradas. Amostras podem ser
ligadas ou desligadas clicando na célula ou arrastando o ponteiro
do mouse por varias células por vez.

Recomendamos que realize o Manual de ajuste de Ganho como se
segue:
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6.2.5

Manual de usudario do Rotor-Gene

1.

Ajuste a temperatura na janela “Manual Gain Adjustment” para
a temperatura de aquisicdo requerida para a execugao.

Nota: A temperatura ndo sera ajustada enquanto o Rotor Gene Q
estiver operando. Reinicie o Rotor Gene Q para aplicar as
mudancas feitas na temperatura.

2.

Cligue em “Start”. A execucao iniciara. A temperatura do Rotor
Gene Q é ajustada para a temperatura especificada na janela.
Os graficos na janela comecdo a mostrar dados.

Espere que a temperature estabilize.
Note a leitura de fluorescéncia (Fl) do ponto final.

Se a leitura do Fl ndo estiver no nivel requerido, clique em “Edit
Gains...” e edite como necessario. Este pocesso pode nao ser
instantaneo, pois o Rotor Gene Q leva 4 segundos para adquirir
cada ponto em cada canal, e durante este tempo a interface do
usuario é desativada.

Repita o processo até que o Fl esteja em um nivel desejado.

Cligue em “Stop”. Se a execucdao ainda estiver adquirindo
dados quando o botao “Stop” for clicado, o Rotor Gene Q
termina de adquirir primeiro, e depois pdra. Este processo
pode durar até 5 segundos para cada canal de aquisicao.

Nova janela do assistente de execugao 4

Esta janela resume a execucdo. Verifique os parametros e se eles
estiverem corretos, clique em “Start Run”. Vocé sera pedido para
entrar com um nome de arquivo. Vocé também pode salvar as
configuragbes da execu¢ao como um modelo para execugdes
futuras usando o botao “Save Template”.
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Procedimentos Operacionais - Software

New Run Wizard

Surmmarny ;
Setting | Walue |
Green Gain ]
Rotor 36-well Rotor
Sample Layout 1.2.3. ..
Reaction “Yolume [in microliters] 25

Start Fun

Once vou've confirmed that your run settings are cormect, click Start Bun to Save Template

begin the mn. Click Save Template to zave settings for future runs.

Skip ‘Wizard << Back

6.2.6 Nova janela do assistente de execu¢ao 5

Entre com tipos de amostras e descricdes nesta janela enquanto a
execucao estiver em progresso. A funcionalidade desta janela é
idéntica a janela “Edit Samples” (secdo 7-70). Informacdes de
amostras também podem ser entradas depois que a execuc¢ao
estiver terminada.

O botdao “Finish and lock Samples” fecha a tela e evita que os
nomes de amostras sejam modificados. Para mais informacdes
sobre isto e outras caracteristicas de seguranga, veja o menu de
seguranca (Secao 7-81).
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New Run Wizard

— Settings :
Given Conc. Format I j Idnit ; Il:l:lpies j tore Options |
—Samples :
M | Edit | ResetDefaut | Gradient | NGEIEIEIRER
H D |Name |Ty|:ue |I3r|:|ups |Given Cone. |Se AI
1 JOEE-34 Urknovr ve_|
2/ JOEE-3B Unkrown e
B :J0EE3C Unknown ‘e
B ¢ J0EE3NTC Unknown e
I 5 Unknown e
| Unknown e
B Unkrown e
- 8 Urikron e
A
4

ko e T
3
—Page:

M ame : IF'agE'I . | > | e | Deletel [~ Synchronize pages

Skipwizard | <<Back |  Finish | Finish and Lock Samples
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7 Analise da interface do usuario
Este capitulo descreve a interface do usuario do software Rotor
Gene Q.
7.1 Espaco de trabalho
A area de trabalho é um pano de fundo da janela principal. Nesta
area a organizacao de dados brutos e andlise de resultados podem
ser abertas. Se varias janelas forem abertas simultaneamente, elas
podem ser organizadas clicando no botdo “Arrange” na barra de
ferramentas. Existem varias opcdes de arranjos de janela
disponiveis que podem ser selecionadas clicando na seta para
baixo préximo ao botdo “Arrange”.
5
Reports  Arrange
amark Tiling
Tile Hotizontally
Tile Wertically
Cascade
7.2 Barra de ferramentas
Esses botdes sao atalhos para operacdes frequentemente usadas.
Essas operagdes também podem ser acessadas no menu.
ZOHPNE O | @ & W B W WS
MNew ©pen Save | Start Pause Stop Help Sektings Progress  Profile  Temp., Samples Analysis Reporks  Arrange
JChanneIS 7 Cyding &.Green 0 Cycling A Yellw 0 Cweling A.Crange ¢ Cycling &.Red |
7.3 Ver canais brutos

Clique nesses botdes para ver dados brutos (ndo analisados) de
canais particulares na execugao.

J Channels

4 Cycling & Yellow 7 Cycling &.0range Zycling A.Fed |

7 Cyeling &.Green

I EEEE——————
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Quando estiver vendo estes dados, um numero de opgdes estdo
disponiveis para mudar a apresentacao de dados. Os dados brutos
também podem ser transformados para facilitar diferentes tipos
de analises.

Ajustar escala: Para selecionar “Adjust scale”, clique o botdo direito do
mouse em cima da janela apropriada. “Adjust scale”
traz uma janela em que uma escala pode ser
especificada.

Adjuszt S5cale B4
b axirnum ; I —I
M inirnLm I :II

o ok |

Auto escala “Auto escala” tenta arrumar a escala para a leitura
maxima e minima dos dados.

Escala padrao “Escala padrdo” reinicia a escala para mostrar unidades
de fluorescéncia de 0 a 100.

icone chave de fenda Veja a secdo 8.5 para mais informacdes.

L o
ol i | e Bl il MH'LL;. \ h‘-Jr
e
e
Opcgoes Este mostra o menu mostrado acima, que fornece
op¢Oes para transformacgao de dados brutos.
Normalizar para: Este permite normalizagao de amplificagao de dado

para dado, de um corante de referéncia passivo, como
o ROX, adquirido em outro canal.
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Ciclos iniciais de Este cria um novo conjunto de canais de dados, em que

cultura

alguns ciclos iniciais foram removidos. Este sera util se
grandes saltos forem observados nos ciclos iniciais, que
podem ocorrer ao usar certas quimicas.

Cultura e ciclos Este cria um novo conjunto de canais de dados, em que

Pagina 1

7.4
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alguns ciclos finais foram removidos.

Este indica a pagina que esta atualmente selecionada
para mostrar as parcelas de dados brutos. A janela
“Edit Sample” permite a criacao de multiplas defini¢cdes
de amostras. Por exemplo, dados podem ser vistos com
espessuras de linhas variantes, definicdes de amostras,
e outras op¢des mostradas. Isto é particularmente util
se quantificacdo relativa é realizada em um Unico canal,
porque o outro pode facilmente mudar a visao entre o
gene de interesse e as amostras de casa ao definir 2
paginas de amostras.

Amostras alternadas

Do lado direito da mao da janela principal estda um alternador, que
inclui uma legenda de amostra. Isto consiste em células coloridas,
cada uma corresponde a uma amostra no display. O alternador é
usado para controlar que amostras podem ser vistas no display.
Amostras com uma célula colorida brilhante s3ao mostradas
enguanto amostras com uma célula mais fraca nao sao mostradas.
Amostras podem ser ligadas e desligadas clicando na célula ou
arrastando o ponteiro do mouse por varias células por vez. Os
botdes “Bank On” e “Bank Off” escondem ou mostram,
respectivamente, todas as amostras atualmente visiveis na lista. A
barra de rolagem é usada para mostrar o proximo grupo de
amostras.

Nota: O nimero de amostras mostradas é dinamica, e depende do
espaco disponivel na janela.
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I

Ao clicar em “Named On” mostra apenas aquelas amostras que
foram dadas um nome. Esta é uma forma rdpida de mostrar
apenas amostras relevantes. Ao clicar em “All On” ou “All Off”
mostra todas ou nenhuma amostra no rotor respectivamente.
Pressionando o botao “Edit Samples...” abre a janela “Edit
Samples” onde nomes de amostras, tipos, e concentracdes
padrdes podem ser editadas (veja a secdo 7.8.4).

O alternador é mostrado abaixo. As opg¢des adicionais mostradas
aparecem depois de clicar no botao direito do mouse sobre o
alternador.

Page: Page 1
Al
A2
A3
Ad
AR
AR
AT
AH

Edit Samples. ..
Select Mon-Empty Samples
Taggle Sample ID Display

Sieleck Groups

B5
BE
BY
EE o pal s,

| 3

<
Bank Orn |  Bank Off
Mamed On | AllOn | &0
Edit Samples...
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Pagina

ID de display do alternador

de amostra

Selecione amostras nao
vazias

Selecione grupos

Esta etiqueta no topo do alternador indica a
pagina da amostra que é mostrada. As paginas
permitem analises independentes variadas de
um conjunto de canais de dados. Por exemplo,
voe pode executar duas curvas padrdes no
canal verde e gerar relatdrios independentes.
Mais informacdes para ajustar paginas de
amostras estao disponiveis na sec¢ao 0.

Se o rotor de 72 pogos for usado, as amostras
sdo mostradas no formato Al a A8, B1 a BS,
etc. A opcao “Toggle Sample ID Display”
permite ao usuario mudar para uma ordem de
amostra numérica (1 a 72).

Este opcao tira a selecdo de qualquer amostra
gue tenha um “Tipo” especificado como
“Nenhum” na janela “Edit Samples”. Isso
garante que apenas amostras relevantes para
a analise sdo mostradas.

Se vocé tiver grupos definidos, essa
caracteristica ird alternar (ligar/desligar) o
display das amostras nos grupos. Grupos sao
colec¢Oes arbitrarias de amostras que permitem
relatdrio avancado de estatisticas de
resultados. Por exemplo, grupos de amostras
de pacientes tratados e nao tratados podem
ser definidas. Grupos podem ser ajustados na
janela “Edit Samples”.

7.5 Menu File (Arquivo)

7.5.1 Novo

Apds selecionar “File” e depois “New”, a janela “New Run”
aparece. Esta janela fornece modelos normalmente usados
organizados sob as etiquetas “Quick Start” e “Advanced”. Uma vez
que o modelo é selecionado, o assistente o guia através da
configuracao da execuc¢ao e permite modificacdao de configuragdes

e perfis.

Manual de usudario do Rotor-Gene
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Guick Start | Advanced I

Imports the cyding
and acquisition and
sample definitions
from the last run open
in the software.

erform Last Run

L1l

*S Three Step with Melt

L1l ]

S Two Step

L 1)

*% Quenched FRET

L1 ]
*% Mucleic Acid Concentration Measurement

Lj HRM™

=
T"-.L,-J Other Runs

f_J Open A Template In Another Folder. ..

Cancel

I

Help

¥ Show Thiz Screen ‘When Software Opens

Para informacgdes sobre os modelos fornecidos, veja a secdo 6.1 e
secao 6.2.

Nova execugao

Nova...: Este inicia a configuragao da execugao
usando o modelo selecionado.

Cancelar: Este fecha a janela.
Ajuda: Este abre a ajuda online.
Mostrar esta tela quando o Se esta caixa for selecionada, a janela “New

software abrir Run” é mostrada quando o software for
iniciado.
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7.5.2 Abrir e salvar

Abrir...:

Abrir recente...:

Este abre um arquivo de execucao do Rotor
Gene Q previamente salvo (*.rex) ou um
depdsito de execugao do Rotor Gene Q
(*.reafile).

Este mostra os ultimos 4 arquivos que
tenham sido abertos e salvos.

Salvar: Este salva quaisquer mudancas que tenham
sido feitaspara um arquivo de execucao.
Mew. ..
open...
Open Becent. .. g
Save
(R |
Impark Data From Previows B, .. Template. ..
Reports. .. Fun Archive. ..
LIMS Expart...
Setp. .. Excel Data Sheet, ..
Exit Excel Analysis Sheet, ..
LinF.eq Export Format. ..
Matlab Export. ..
Salvar como...: Use esta fungdo para salvar o arquivo de

Executar arquivo...:

Modelo...:

Manual de usudario do Rotor-Gene

execuc¢ao ou dados em varios formatos.
Essas opgoes sao listadas abaixo.

Esre salva uma cépia do arquivo. O usudrio
pode mudar o nome e o local onde salvar.
Este é o formato padrao.

Este salva a configuragao do perfil e
configuracdes associadas mas ndo o dado
da execuc¢ao. O modelo pode ser usado para
iniciar futuras execugodes.
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Executar arquivo...: Este salva em um formato de arquivo mais

compacto. Salva arquivos neste formato
antes de serem enviados por e-mail. Isso
reduz o tempo requerido para enviar o
arquivo e garante que arquivos nao estejam
corrompidos por e-mail de clientes.

Folha de dados do Excel...: Este exporta todos os canais brutos para

uma folha de Excel. Apenas as amostra
selecionadas sdo exportadas.

Folha de analise do Excel....  Este exporta todas as andlises na atual

execucao para uma unica folha de Excel.

Formato de exportacao Este exporta todos os canais de dados

LinReg...:

brutos para um formato que pode ser lido
pelo LinReg (uma ferramenta de analise
eficiente). Veja “Exporting to LinReg” abaixo
para mais detalhes.

Exportagcao de material de Este exporta os dados para um formato que

laboratario...:

Manual de usudario do Rotor-Gene

pode ser lido pelo pacote cientifico de
material de laboratério (ou sua fonte-aberta
equivalente, Octave). Isto pode ser util para
métodos de pesquisa.

Exportando para LinReg

LinReg é uma ferramenta desenvolvida por C. Ramakers and
coworkers.*

A ferramenta LinReg estd disponivel por pedido (e-mail:
biocinfo@amc.uva.nl; sujeito: LinReg PCR).

O software Rotor Gene Q permite ao usudario exportar dados
brutos em um formato que possa ser importado pela ferramenta
de analise LinReg.

1. Abra o arquivo de execu¢ao do Rotor Gene Q contendo dados
brutos.
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2. Exporte os dados para o formato de exportacao LinReg
selecionando “Save As...” e depois “LinReg Export Format...”.

* Ramakers, C., Ruijter, J.M., Deprez, R.H., and Moorman, A.F. (2003) Assumption-free analysis of
guantitative real-time polymerase chain reaction (PCR) data. Neurosci. Lett. 339, 62.

3. O Microsoft Excel automaticamente mostra o dado bruto
exportado.

4. Inicie a ferramenta LinReg.

5. A ferramente pede que vocé selecione a extensdao de células
onde os dados brutos estao localizados. A ferramente sé pode
analisar um canal bruto por vez, portanto uma regidao apropriada
da Folha do Excel deve ser selecionada.

7.5.3 Relatorios

Apds selecionar “Reports” a janela “Report Browser” aparecera. Se
os dados ja foram analisados o relatério desta andlise pode ser
mostrada da janela “Report Browser”. Varios tipos de relatérios
sao oferecidos com varios graus de detalhes.

E3 rReport Browser i _ Ol =l
— Report Categories : — Templates :

i b Mel & Green [page 1)

EI (uantitation

- Cycling A.Green [page 1]

EI Delta Delka CT Relative Quantitation
delta delta

¢ i Relative Quant. Analysiz

EI Comparative Quantitation

i Cycling &.Green [page 1]

£ 2 Standard Curves Relative Quantitatian
- 2 standrard curve
. Relative Quant. Analyziz

% Quantitation (Full Report)

% Quantitation (Standard Report)

Shawy I Cancel

7.5.4 Configuragao

A configuracdo inicial do Rotor Gene Q deve ser completada
durante a instalacdo. Entretanto, esta opcdo permite que vocé
mude a configurag¢ao de conexao do Rotor Gene Q, se vocé desejar
depois da instalagao.
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x|
Gereral |
— Mizzellaneous Options
A5 The zoftware can simulate basic operation of the
machine fior testing and training purposes. Ticking
© thiz box will enable a "irtual Machine simulation.
™ Wirtual Mode
IIntick this box to prevent further access to this
setup screen.
v Allow access to this setup screen
Part IEEIM1 TI Auto-Detect |
Cancel I Help
Modo Virtual: Selecione esta opc¢ao se o software for usado sem
um Rotor Gene Q conectado. O software retém
todas as fungdes. Este modo é util para propdsitos
de demonstacao, analise de dados, e configuracao
dos modelos.
Permite acesso a tela de Se esta opc¢do nao for selecionada durante a
configuracao configuracao, esta janela ndao podera mais ser
acessada. Esta medida de seguranca previne que
usuarios alterem as configuracdes. Para
reestabelecer acesso, contate seu distribuidor.
Porta Selecione a porta de comunicagado correta para

permitir comunicag¢ao entre o computador e o
Rotor Gene Q. Se vocé ndo estiver certo sobre que
porta deve selecionar, clique em “Auto-Detect”
para procurar todas as portas disponiveis.
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7.6 Menu Analysis (Analise)
7.6.1 Analise

Apds clicar em “Analysis”, a janela “Analysis” aparecera. Esta
janela permite a criacdo de novas analises e mostra analises
existentes. O método de analise é selecionado usando as
etiquetas. Uma lista dos canais que podem ser analisados usando
o método selecionado é mostrada. Multiplas execugcdes de exames
no mesmo canal podem ser analisadas independentemente, desde
gue tenham sido ajustadas como paginas separadas na janela “Edit
Samples”. Paginas que ja foram analisadas possuem uma marca
verde proxima. Isso significa que ajustes do limiar e de
normalizacdao foram salvos para esta analise. Para ver ou analisar
um canal, clique duas vezes sobre ele. A janela especifica de
analise aparece.

Analysts ﬂl
(LoD ey | e !
P Oumwihen ] ek e el Ll blamid L el
=l Dbseriminaton
ZEEEAIED Zamparative Juantication
Cycing &.Cizrge Sratter Geaph dnelests
Cyelng A Fed =rlPoirk Anatysis
Lyeing Aellas Zarcentradon Anaksk
Hgh Reschiton ek analysi
Show Al Aneysi Cotions..,
Show | Hie |

[ Auko-shink windw

Auto encolher janela Selecionar “Auto-Shrink Window” encolhe a janela
quando ndo estiver em uso. Mover o cursor sobre a
janela aumenta a janela novamente.

Organizando o espaco de trabalho

Cada vez que uma nova anadlise for iniciada suas janelas sao
arrumadas para caberem com aquelas que ja estdao na tela. Se
muitas janelas forem mostradas pode ficar incbmodo. Feche as
janelas que vocé nao precisar, depois clique em “Arrange” na
barra de ferramentas. As janelas sao automaticamente arrumadas
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de acordo com o método “Smart tiling”. Alternativamente
selecione outro método de arrumacao clicando na seta préxima ao
botdao “Arrange”. Clicando com o botdo direito do mouse no nome
de uma andlise, também fornece opg¢des adicionais.

0 uzrhtston . el \
B0 Coc g A rece IFage 1)
Cyclng & 0rangs Ehows
Cucing & Red Hid=
Coc:ling & 7'elloe Bemove Anayai.

Mostrar: Este mostra a analise selecionada.
Esconder: Este esconde a analise selecionada.
Remover analise: Este remove completamente a andlise selecionada.

Isso significa que qualquer configuragao de
normalizacao ou silo de fusdo ajustados na andlise
serdo perdidos.

7.6.2 Quantificacao

Selecione a etiqueta “Quantitation” na janela “Analysis” e clique
duas vezes no nome do canal ou selecione o canal e depois
pressione o botao “Show” para abrir o canal de interesse. Trés
janelas aparecem: a tela principal, a de curva padrao, e os
resultados.

Relatorios

Relatdrios “Reports” abre a janela “Report Browser” onde um
relatorio da analise atual pode ser gerado. Existem 3
opgOes: relatério padrao, relatério completo e
relatério conciso. Clique duas vezes na opgao
desejada para abrir o relatério na janela “Preview”.
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Depois que o relatério foi gerado, os botdes no topo
da janela “Preview” podem ser usados para imprimir,
salvar, ou ou enviar o relatério por e-mail, ou exporta-
lo para o Word.

E | = =

Print | Saveds Emal | Towaord

Curva padrao

Curva padrao: Este botao abre a janela “Standard Curve”. Como
padrdo, esta janela é aberta quando uma analise é
aberta. Se vocé fechar a janela, ela pode ser reaberta
usando este comando.

E Standard Curve - Cycling A.Green (P - |I:I|i|

40 - ' . Cyeling & Green (Page 17
! ! ' F=0.93964
LT S O EI EETTEEE . R*2=0.99939
E E E hi=-35.292
T A U, =N S S E=3‘3_-949
. : | Efficiency=1.01
l_ 1 1 1 T T T
(] [ 1 1 1
25+  Export Graph.., 0 f-iTmego- i Rkt Rhhh
Standard Error Mean
204 Owerlay L i s it
v Show Stats
15';_‘ Zamm Gk i inlatateininte (ntataialnlatelt Snlatatinint i
LI L T TTT

10 Betutm ta Defaulk Rasition 0404 1005 1006 1007
Concertration

|
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Eficiéncia

Os valores na curva padrao sdao recalculados dinamicamente
conforme o nivel do limiar é variado clicando e arrastando a linha
do limiar na janela principal.

Pontos azuis na curva representam as amostras que foram
definidas como padrdes e pontos vermelhos representam os
pontos de dados desconhecidosda amostra.

Nota: Se redefinir padrdes para recalcular a curva padrao, alternar
a visibilidade da amostra padrao para desligar usando o alternador
na direita da tela o removera do calculo de curva padrao. Remover
padroes do grafico para aumentar o valor R”2 ndo é
cientificamente valido. Um padrdo falho é uma indicacao que as
amostras também podem ter falhado., e portanto devem ser
incluidas nos resultados.

Esta é a eficiéncia da reagdo na execugao.
Este valor é discutido em mais detalhes mais a
frente.

Valor R*2 (coeficiente O valor R*2, ou valor R2 é a porcentagem do dado

de correlacdo)

gue é consistente com a hipdtese que os padrdes
formam uma curva padrao. Se o valor R2 for baixo,
entdo os padrdes ndao encaixam facilmente em uma
linha de melhor encaixe. Isso significa que os
resultados (i.e.,as concentracdes calculadas) podem
nao ser confidveis. Um bom valor R2 é
aproximadamente 0.999.

Nota: E possivel alcangar um valor R*2 alto com uma
fraca curva padrdao se um numero insuficiente de
padrdes tiverem sido executados. O valor RA2
melhora conforme o nimero de padrdes diminui.
Para uma indicacdo mais precisa da confiabilidade
dos resultados use os intervalos de confianga nas
concentragdes calculadas como um guia.

Valor R (raiz quadrada O valor R é a raiz quadrada do valor R*2. Em geral, o

do coeficiente
correlagao)
MeB
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de valor RA2 é mais util para determinar correlagao.

O declive (M) e a interceptacdo (B) da curva padrao
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sao automaticamente calculados usando a férmula
y = Mx + B, e mostrado na janela “Standard curve”.

Exportar grafico

Clicar com o botao direito do mouse sobre a curva

padrdo mostra a opcdo de exportar o grafico (veja a

secdo 8.4).

Envoltério

Quando multiplas execugdes de quantificagao forem

realizadas na mesma execucao, é possivel envolver
as curvas padrdes na mesma janela. Isso é util para
ver graficamente a diferenga entre diferentes
limares. Esta caracteristica € mostrada na tela

abaixo.

E Standard Curve - Cycling A.Green {(Page 1)

=13l x|

Cycling & Green (Page 17

o o o o o .| R=0.09969
| | | | | . R*2=0.99939
R e Lk EREEPEE TR et oo so--| M=-3.292
: : : : : .| B=35.949
My PN T I Cott 17| Etficiency=1.01
e R EEEEEEEEE e e Pt ety
e
i J SR bememee A
= ‘ ‘ ‘
[/ R . s
R Export Graph... E
221 Standard Error Mean E
v Show Skats :
1811 Zoom out :
16 4 Rekurm to Default Position !
)

e
103 1004
Concentration

10°00 10401 10402

- - —
1005 10°07

Calculo de curva padréo

“conc = ..*Ct +...” e “Ct = ...” sdo duas versdes da equagao usada
para relacionar valores Ct e concentragdes. Em publicacdes, a
formula “Ct =...” é geralmente mais usada. A curva padrdo pode
ser tanto “Flutuante” como “Fixa”. Se for “Flutuante” uma 6tima
equacdo para a curva padrdo é calculada cada vez que o limiar for
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movido na janela principal. Se for “Fixa” a equag¢dao ndao muda
porqgue foi importada de outra execugao.

Standard Curve
conc=107-0.304*CT +11.832]
CT = -3.292%laglconc] + 38.949
Type : Floating

Irport Curve.... | Rezet |

Importar Curva

Importar uma curva padrao permite a estimacdo de concentragdes
guando uma curva padrdao nao estiver disponivel em uma
determinada execucao. E a eficiéncia da reagdo nao variar entre 2
execugdes. Curvas podem ser importadas de outro canal ou de
outra execucgado clicando em “Import Curve”.

E possivel ajustar a curva padrdo, se necessario. Ajustar a curva
padrao significa que a Unica eficiéncia da fonte da curva padrao é
importada para a execu¢ao atual. Se a curva padrao deve ser
ajustada ou ndo depende da quimica usada.

Para ajustar a curva padrao, utilize uma referéncia na nova
execucdo com uma concentracdo conhecida. Defina uma
referéncia ajustando o tipo de amostra para “Standard” e
entrando com um valor de concentracdo na janela “Edit Samples”.
Multiplas cépias da mesma referéncia podem ser entradas para
melhorar a precisdao Note que nao é possivel definir mais de uma
concentracao de referéncia ou padrdo. Por exemplo, é possivel ter
3 referéncias replicadas de 1000 cépias, mas nao é possivel ter 1
referéncia de 1000 cdpias e outra com 100 cépias na mesma
execugao.

Uma vez que a curva padrao tenha sido importada, o tipo de curva
padrdao muda para “Fixa”. Clique em “Reset” para mudar o tipo de
curva padrao para “Flutuante”.

Uma tela da janela “Import Starndard Curve” é mostrada abaixo.
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Import Standard Curve

— Impart Standard Curve
& Cument Fiun
™ From Other Fun...

LChannels :

Efficiency = M/

Cycling A% ellow conc=107-0301#CT + 12.526) CT = -3.322%laglconc) + 41,608
Cycling &.Orange conc= 107[-0.309°CT +11.1859] CT = -3.23%"og[conc) + 36.187
Cycling &.Fed conc=107-0.316*CT +11.817) CT = -3.165%0g(conc] + 37 404

" From Egternal Source [Post-6.0 Standard Curve Format) ;

CT =|— * log(Conc) +|—

¢~ From External Source [Pre-6.0 Standard Curve Format)] ;

Efficiency = MN/A&

Cone = 1071] “CT+ )
Cancel |

Help |

Utilizando esta janela, uma curva padrao pode ser importada de
outro canal analizada na execuc¢ao atual ou em outra execucao.

Execugao atual

De outra execugao

Canais

De fonte externa
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Quando esta opcao é selecionada, as andlises
de quantificacdo em outros canais desta
execuc¢ao sao listadas com a curva padrao
correspondente.

Selecionar esta opc¢ao traz um dialogo em que
um arquivo de execugdo pode ser selecionado
para abrir. Se qualquer analis de quantificacao
for realizada para a execug¢ao, curvas padrdes
sao listadas para cada canal analisado.

Nota: As configuragdes de andlise de
quantificagcdao foram salvas no arquivo de
execugao.

Este lista os canais analisados e suas formulas
de curva padrao.

Nesta area, valores M e B podem ser entrados
diretamente. Isto é util em casos em que os
valores sao de uma fonte externa, assim como
a folha do Excel.
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Caluclo Ct

Inverter dados brutos Algumas quimicas produzem um sinal
fluorescente que diminui exponencialmente ao
invés de aumentar. E possivel analisar estes
dados usando “Quantificacdao”, mas a caixa
“Invert Raw Data” deve ser selecionada. Para
todas as outras analises de quantificacao, esta
opc¢ao deve permanecer ndo selecionada.

[~ Invert Baw Data

Célculo Ct O valor Ct é o numero do ciclo no ponte onde a
curva de amplificacdo cruza um limiar de
detecgao. Ao ajustar uma linha de limiar e
calcular a intersec¢cao com cada uma das
curvas, o valor Ct para cada amostra é
estabilizado.

Limiar Para ajustar o limiar, clique no icone (uma
grade com uma seta vermelha), depois clique e
segure no grafico e arraste a linha para o nivel
desejado. Alternativamente, entre com um
valor de log. Alternativamente, “Auto-Find
Threshold” pode ser usado para determinar
automaticamente o limiar. Ao ajustar o limiar
manualmente, ele deve ser ajustado na fase
exponencial da execucgao, significantemente
acima do nivel de fundo para evitar ruido e
abaixo do aparecimento de sinais de planalto
em ciclos mais a frente.
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CT Calculation

[ Flip sign of normalized dats

Threshold:  [0.0353 1|
Eliminate Cycles |1 =
befare J

Eliminar ciclos antes: Para ajustar, clique no icone (uma grade com
uma seta vermelha) e depois clique e segure no
grafico e arraste a linha para a direita. Isso
elimina o limiar para numeros de ciclos baixos.
Nota: Isto é util quando houver ruido durante
os ciclos iniciais, por exemplo, devido a efeitos
de mistura de amostras.

Auto-encontrar limiar Esta fungdo examina e regido selecionada do
grafico para achar uma configuracao de limiar
gue entrega dtimas estimativas de
concentragdes. A regido selecionada pode ser
trocada entrando com margens maiores e
menores nas caixas de texto que aparecem.

Para a maioria das analises, as margens
padrdes maiores e menores sao adequadas. A
extensao de niveis de limiares sao examinados
para obter o melhor encaixe da curva padrao
baseado nas amostras que foram definidas
como padrdes. (i.e., onde o valor R é mais
proximo de 1.0).

AutoFind Theashold |

Resultados

Este abre a janela “Quantitation Results”. Como padrao, esta
janela é aberta quando uma analise é aberta. Se foi fechada, pode
ser reaberta usando este comando.
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B Guant. Besults - Cycling ACreen (Page 1) =] E3 |

Ho_ | Hame Tge |0 Girven Cione: (o] Gl G [liogee] % Vi Rep | Flep, 5k Fieg. 03 [95% C1] | Feep, Cakc: Cone: [ Fep. Coke. Cone. [#%] = |

1 Ore Sl 14,42 ANEIIEK] LA S na4ar 00 14 1453 STEEEN | 19N | LR

K e Saradad 14.54 SO0 P LR F) TeX W

3 08 Suaradad 14.40 J0000000 ZETI0050 4.2x

4 20T Shardad 17.44 O HIT 141% 17.40 e 1725 . 1e3) FLRTO [25172 . 4N

5 30T Standand 17.58 3000000 n0arn e H

B 30T Srandard 742 200000 HEMT 1565

7 Eaaliny Caprcdwd 2. W0000 HEEY 49% 2089 O0E 20084, 21,13 HEEM [X152, ERIEY

] kol in i ko) 000 s 0ax

| £l Sanrikd .08 CiiLL] Siraer BI1X
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12 IS Frarebad .08 kriiy) o 4%

12 04 Standied 2151 2000 2T Ak a2 0l 2720, 2763 N0 [2427 . 4190

14 00y Standad 2740 3000 L k] rax

15 Z0rd Seandand M 2000 JET 122%

16 0 Srandand ik 00 m 235 nrw 06 3052, 1,32 274 163, 17

7 Snaredad nom 00 ME 181%

]‘{ :::'i'l:l L] Shariiad il‘-H E-Li} 213 114 ;I
Na janela “Quantitation Results”, os resultados da execugdo sao
resumidos em uma tabela. Clicando no botdo direito do mouse e
selecionando “Export to Excel” exporta a tabela para o Excel. O
Excel abre automaticamente. Para copiar o dado em uma folha
existente, escolha a op¢ao “Copy”, abra a folha e depois selecione
“Paste”.
A janela “Quantitation Results” inclui as seguintes colunas.

%Var: A variagao de porcentagem entre a
concentragao calculada e a conhecida.
%Var = Abs (Calculada/Fornecida-1)
Rep. Ct A média de Ct de todas as amostras com o

Rep. Ct Std. Dev.:

Rep. Ct 95% C.

Rep.Calc.Conc.
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mesmo nome desta amostra.

O desvio padrao do valor Ct de todas as
amostras com o mesmo nome desta amostra.

Uma extensao Ct que, estatisticamente, conta
com 95% de variagdao no valor Ct. Isto € uma
medida estatistica conservadora, que pode ser
usada como uma medida de qualidade. Esta
extensao pode ser estreitada executando mais
réplicas ou tendo menos variacdes nas réplicas.

A concentragao calculada para todas as
amostras com o mesmo nome.

Nota: Esta ndo é a Unica média das
concentracdes calculadas. E o meio
geométrico, que é uma média
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Rep.Calc.Conc. 95% C.I.

matematicamente mais apropriada devido a
natureza exponencial de amplificagao em
tempo real.

Uma extensao de concentragdes que conta
com 95% de variagao na amostra individual
assim como a regressao linear em que é
baseada. Uma interpretacao desta medida é
que é uma extensao de concentragdes que
podem ser esperadas 95% do tempo se esta
execucao for realizada repetidamente com o
mesmo montante de variacdo. Esta é uma
estimativa conservadora, e a extensao pode ser
bem grande devido a variagao inerente em
gualquer analise em tempo real. Esta extensao
pode ser grande se padrdes forem executados
com concentragoes diferentes das amostras
desconhecidas, se um numero pequeno de
réplicas forem usadas, ou se houver uma
variacao significativa.

IMPORTANTE: As variacOes relatadas por esta
medida sdo inerentes ao processo exponencial
de amplificacdo em tempo real e ndo sao
devidas ao Rotor Gene Q. Testes similares
realizados em ciclos a base de bloco renderiam
maiores variacdes devido a uniformidade de
temperatura mais baixa dos sistemas a base de
bloco. Para comparar ciclos se desejar,
recomendamos comparar o desvio padrao do
valor Ct.

Nota: Cada uma das colunas podem ser mostradas ou escondidas
clicando com o botao direito na janela e depois selecionando ou
tirando a selegao do nome da coluna.

Manual de usudario do Rotor-Gene
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B Quant. Results - Cycling A.Green (Page 1) =] E3

Mo, | M ame | Tupe | Lt | Given Cane Canl Cale Cone 1l
1 1078 Standard 144z Analysis

2 31078 Standard 14 55 o No,

3 31078 Standard 14.40 Colour

4 WIAOT Standard 17.44 o Name

5 31077 Standard 17.58 o Twpe

E 307 Standard 17.42 o ct

? 3}‘:1 DAE Standard EDEE W Given Conc (CDDiES}

8 WIOE Standard 2092, cale Cone (Capies)

3 AI0E Standard 204 e

10 1075 Standard 2427

11 WI0°5 Standard 24,0

12 WI0°5 Standard 24z ¥ Rep: CEStd. Dev.

13 W10 Standard 27.51 R

14 31074 Standard 27 4r ¥ Rep. Cale. Conc,

15 31074 Standard 27.34 v Rep. Calc. Conc. (85% CI)
16 31073 Standard 0,76 300

17 21073 Standard 71.08 300 .
| [
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Mais informacdes detalhadas em intervalos de confianca estao
disponiveis no Apéndice B. Gostariamos de agradecer a Peter Cook
do Departamento de Matematica da Universidade de NSW,
Sidney, Australia, cuja ajuda foi inestimdvel ao verificar as
abordagens matematicas utilizadas.

Para maior conveniéncia, a caracteristica “Auto-Start”
automaticamente calcula a média, desvio padrdao e valores
minimos e maximos das amostras de interesse. Selecione os
resultados de interesse arrastando com o botdo esquerdo do
mouse, e os valores sao mostrados em uma tabela a direita da
tela.

Nesta foto da tela, as concentra¢des de vdrias amostras sao
analisadas.
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B Quant. Results - Cycling A.Green (Page 1) [_TOf=]| Statistics

Ct | Given Conc [Cop| Cale Cone (Copie| % Yar [fa mfa:-.:lmum.. ggiigggg
14.42 0000000; DEIERTIES: RE% Ec‘:::;‘.m ' ;
1459 30000000 16.2% '
14.40 30000000 287 4.2% Mean 27326521
17.44 2000000 22624 141% Std. Dev : 1.07537
17.58 2000000 103391 4% (Orders of Mag ]
17.42 2000000 67111 15.6%
20,99 300000 285353 4.9%
20,92 300000 293399 0.4%
21.04 300000 275802 B1% Copy |
240N 0N AR 1 N%

K M >
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IMPORTANTE: A caracteristica “Auto-Start” é ciente do contexto.
Isso significa que, onde possivel, somente gera informagdes que
forem uteis.

Por exemplo:

N3o é possivel obter um intervalo de confianga de 95% de
um conjunto de concentracgdes calculadas porque o modelo
de regressao tambpem deve ser levado em consideracao.

O desvio padrdao “Orders to Magnitude” é relatado para
concentracdes calculadas ao invés de um valor absoluto.
Esta é uma porcentagem de variagdo. Por exemplo, um
valor de 1.07537 representa 7.54% de variacao (278,974-
322,611)=(300,000/1.07537 - 300,000*1.07537). Relatar
um valor absoluto nao faz sentido para uma curva padrao.
O valor poderia ser relatado na mais baixa concentragao
para criar um erro menor percebido (+/- 3 cdpias) ou na
mais alta concentracdo (+/- 3,000,000 cdpias). Por esta
razdo o desvio padrdo “Orders to Magnitude” é relatado.

Para concentragdes calculadas o meio geométrico é usado
ao invés do meio aritimético. Isso conta pela natureza
exponencial de PCR em tempo real. Por exemplo, neste
caso de diluicdes de duas dobras com 1,2,8 e 16 cépias, a
médie deveria ser de 4 cdpias, porque é o meio da serie de
diluicdo. Entretanto o meio aritimético é de 6.75. O meio
geomeétrico é (1*2*8*16)"(1/4)=4 copias. Mais informacdes
dos meios geométricos podem ser encontrados em
http://mathworld.wolfram.com/GeometricMean.html.
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Normalizacao dinamica do tubo

A opc¢dao “Dynamic tube” é selecionada como padrao e é usada
para determinar a média do plano de fundo de cada amostra antes
do inicio da amplificagao.

Normalizagao padrao simplesmente pega os 5 primeiros ciclos e os
usa como um indicador do nivel de plano de fundo da cada
amostra. Todos os pontos de dados para a amostra sdo entao
divididos por este valor para normalizar o dado. Isto pode nao ser
preciso porque para algumas amostras o nivel de plano de fundo
sobre os 5 primeiros ciclos pode ndo ser indicativo do nivel de
plano de fundo anterior a amplificagdo. Em contraste, a
normalizacdo dinamica do tubo usa a segunda derivativa de cada
traco de amostra para determinar o ponto de partida para cada
amostra. O nivel de plano de fundo é entdao é medido do ciclo 1
até o numero do ciclo de partida para cada amostra. Isto da os
resultados quantificados mais precisos.

Note que para alguns conjuntos de dados, a fluorescéncia do plano
de fundo ndo é consistente durante os ciclos antes que a
amplificagdo inicie. Nestes casos, pode ser necessario tirar a
selecdo de normalizacdo dindmica do tubo clicando em “Dynamic
Tube”, pois poderia resultar em quantificacdo menos precisa.

Corregao de declive de ruido

A fluorescéncia (Fl) do plano de fundo de uma amostra deveria
idealmente permanecer constante antes da amplificacao.
Entretanto, s vezes a Fl mostra um aumento ou dimui¢ao gradual
sobre varios ciclos devido a quimica usada. Isto produz um nivel de
rupido enviesado. Correcdo de desvio de ruido usa uma linha de
melhor adaptacdo para determinar o nivel de ruido ao invés de
uma média e normaliza para aquela linha. Selecionar esta opcao
clicando no botdo “Slope correct” pode melhorar os dados de
réplicas se as bases da amostra estiverem notavelmente
declinadas. Correc¢ao de declive de ruido melhora os dados quando
o plano de fundo de dados brutos sao observados de declinam
para cima ou para baixo antes do ponto de partida (Ct).

Ignorar primeiro
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O sinal de fluorescéncia dos primeiros poucos ciclos em uma
execucdao podem nao ser representativos do resto da execucgao.
Por esta razao, melhores resultados podem ser alcangados se ois
primeiros poucos ciclos forem ignorados. Até 10 ciclos podem ser
ignorados. Entretanto, se os primeiros ciclos parecerem similares
aos ciclos subsequientes, melhores resultados serdao alcangados ao
tirar a selecao “Ignore First” porque o algoritimo de normalizagao
tera mais dados para trabalhar.

Remog¢ao anexada

Para distinguir entre pequenas mudancas na fluorescéncia e
reacdes genuinas em nenhum controle de modelo (NTCs), duas
medidas sao fornecidas: “Limiar NTC” e “Limiar de eficiéncia de
reacao”. O “Limiar NTC é recomendado para a maioria das
aplicacdes. A abordagem usada deve ser validada.

x
—MTC Threshold :
Percentage of largest Fl change

I 15% a0z
Ay zample with a total change in fluorezcence

I 2 % less than this percent [relative to the largest
change in any tube] will ot be dizplayed.

— Reaction Efficiency Threzhald :

[T Ernabled Only samples which have an indisvidual
reaction effiency at least equal o thiz
Thieshold - 100 = % walue will be displayed after
: ) niarmaligation,

k. Cancel Help

Limiar NTC Isto permite que amostras ou NTCs que tenham
uma ligeira direcdo para cima sejam excluidas
da andlise. Todas as amostras com uma
mudanc¢a abaixo do “Limiar NTC” ndo serao
relatadas. A porcentagem é relativa a maior
mudan¢a maxima encontrada em qualquer
tubo. Por exemplo, se uma amostra comecgou
com um plano de fundo de 2 Fl e aumentado
para 47 Fl, entao 45 Fl representa 100%. Um
“limiar NTC” de 10% consideraria qualquer
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Limiar de eficiéncia da reagao

amostra menor que 4.5 Fl como ruido.

O “Limiar de eficiénia da reacdao” éum método
alternativo de ruido excluido da analise. Este
algoritimo normalizado utiliza as técnicas de
estimativa de eficiéncia de reacdo usada em
qugantificacdo comparativa (veja a secdo
7.6.6). Todas as amostras que ndao tenham uma
eficiéncia de reacdo de pelo menos este nivel
sao excluidas. Um nivel de 0% indica que,
durante a fase exponencial, nenhuma reacao
ocorreu. 100% indica que uma eficiénia de
reacdo completa ocorreu durante a fase
exponencial. Porcentagens negativas indicam
que durante a fase exponencial, o sinal
fluorescente caiu.

Pesquisa atual ndo é conclusiva nos niveis
precisos de eficiéncia necessaria para distinguir
reacOes genuinas de contaminacao e outros
efeitos. Por esta razdo, recomendamos que use
esta caracteristica conservadoramente, com a
suposicao de qualquer amostra com uma
reacdo  genuina terao algumas fases
exponenciais visiveis com algum aumento em
fluorescéncia. Ajustar este valor para mais de
0% excluird algumas amostras com ineficientes,
mas perceptiveis aumentos em fluorescéncia,
ao passo que ajustar para menos de 0% mostra
amostras que diminuem a fluorescéncia
durante a fase exponencial, que deveriam
calaramente ser excluidas.

Nota: Se um valor for excluido devido a ativagdao de qualquer
dessas técnicas, o valor Ct na janela “Quantitation Results” sera
rotulada para indicar a exclusdao. Na imagem abaixo, as amostras
19, 20 e 22 foram excluidas devido ao “Limiar de Eficiéncia da

reacao”.

Manual de usudario do Rotor-Gene
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Mo | N arne | Type | Ct | Given Conc [Eu:up|
19 3d Unknown|  MEG [R.Ef]

20 3e Unknown WEG [R.EF)

22 4a Standard | NEG [R.Ef] a0.
23 4k Standard 33.03 a0,

Declive, amplificagdo, eficiéncia da reagdo

O declive (M) de uma reag¢ao (mostrada na janela “Standard
Curve”, pode ser usada para determinar a amplificacdo
exponencial e eficiéncia de uma reagao usando os calculos
seguintes:

Amplificacio exponencial = 10 "™

Eficiéncia da reagao = [10('1/'\")]-1

Valores ideais para M , amplificacdo exponencial, e eficiéncia da
reacdo sao -3.322,2, e 1, respectivamente. A eficiéncia da reacdo é
mostrada no relatdrio (em relatérios completos e padrdao) e na
janela “Standard Curve”.

O declive é calculado como a mudanga em Ct dividido pela
mudanca na saida de log (e.g.,, numero de codpias). Uma
amplificagao eficiente de 100% significa o dobro do produto de
amplificacdo em cada ciclo resultando em um volume M de -3.322,
um fator de amplificacdo de 2, e uma eficiéncia de reacao de 1.

Dado um valor M de -3.322, os calculos sdo com se seguem:
Amplificacdo exponencial = 10 (1/3322) _ 5
Eficiéncia da reacdo = [10('1/3'322)]-1 =1

Como um exemplo alternativo: um valor M de 3.8 significa que a
reacdo possui uma amplificacdo exponencial de aproximadamente
1.83 e uma eficiéncia de reacdo de 0.83 (ou 83%).

Compensagdo

Em uma férmula descrevendo a relagao entre 2 varidveis, a
compensacdo é expressada com a letra B (y = Mx + B). A
compensacao as vezes também é referida como a interceptacao.

B representa o Ct para uma determinada concentragao de 1
unidade. Ao substituir 1 na férmula de concentragdao como
mostrado abaixo:
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7.6.3
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Ct=log(l)*M+B
Ct=0*M+8B
OresultadoéCt=B

A interceptacdao pode mudar de execugao para execu¢ao e é uma
medida menos estavel do que a gradual. Por esta razao, a gradual
é analisada mais frequentemente do que a interceptacao.

Janela principal

A janela principal mostra os lotes de amplificagdo em uma escala
de log.

Clicar em “Linear Scale” na parte de baixo da janela muda a escala
da escala de log para a escala linear e vice-versa. Trocar entre
essas escalas apenas altera a mostra dos graficos, ndo os calculos..
Isto pode ser verificado pelo uso da ferramenta indicador de
alfinete, clicando com o botao direito no grafico e selecionando
“Show pinpointer”. Usando uma escala de log, menores valores
sao mais visiveis no grafico ao passo que uma escala linear facilita
a visao da reacado inteira.

Nota: Os lotes de amplificacdo atualizam automaticamente em
tempo real assim que o Rotor Gene Q estiver ativamente
adquirindo dados durante a execucdo. Este monitoramento em
tempo real de dados permite ao usudrio a ver resultados assim
que as curvas mostrarem crescimento exponencial. Conclusdes
preliminares podem ser desenhadas e decisGes feitas para a
proxima execucgao.

Analise de quantificagao de modelos

Analise de quantificagao de modelos permite ao usudrio exportar
configuragdes de normalizagao e limiar em um Unico arquivo
*.qut. Este arquivo pode ser importado e reaplicado em outros
experimentos. Veja a se¢ao 8.1 para mais detalhes.

Imported Settings
<nongs

Impart... | Expart... |

Duas curvas padrao
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Andlise relativa de expressio de gene usando um gene
normalizado pode ser realizada usando 2 métodos de curva
padrao.

O método requer uma curva padrdao para cada gene. A
concentracdao para cada gene é quantificada de acordo com sua
curva padrao. A expressaio do gene de interesse é entao
normalizada com o gene normalizado (normalmente um gene de
casa).

E importante que os padrdes e réplicas de amostras sejam
designadas corretamente durante a configuracao da amostra (veja
a secdo 6.1.4). Em particular, amostras correspondentes devem
possuir o mesmo nome em cada analise. Em uma reagao multipla,
onde a posicao dos tubos do gene de interesse e o gene
normalizado sdao os mesmos, um conjunto de definicbes de
amostras é suficiente. Se realizar analise relativa com um gene
normalizado usando um unico canal (i.e., reacdes sdao executadas
em tubos separados usando o mesmo fluoforo), entdo 2 paginas
de amostras devem ser criadas. A primeira deveria rotular as
posicoes do tubo com nomes de amostras para o gene de
interesse, com as outras posicoes deixadas sem nome. A segunda
deve rotular as posicOes usadas para o gene normalizado. O
software ira entdao combinar amostras através das 2 analises
baseada em seus nomes.

Analise de expressao usando o método de duas curvas padrao

Dados podem primeiro ser analisadas para cada gene usando
analise de quantificacdo. Caso contrario, os resultados para cada
gene serdao automaticamente determinados usando a ferramenta
“Autofind Threshold”.

1. Da janela “Analysis”, selecione a etiqueta “2 std Curve (Rel.)”.
Cliqgue em “New analysis...”.
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I

[luantitation | hdelt
2 Std Curves [Rel) | Other

Show | Hide |
¥ auto-zhink window

2. Entre com um nome para a andlise.

Rotor-Gene ) Series Software ) x|
Enter a name for the relative quantitation analysiz:

Cancel

Relative Quant. Analysis

3. Designe as paginas usadas para normalizar andlise de genes e
analise de genes de interesse. Por exemplo, clicar em “Gene of
Interest Standard Curve” traz a janela “Selection of Gene of
Interest Standard...”. Selecione a pagina onde o gene de
interesse foi quantificado.

Repita o procedimento para o gene normalizado.

Opcionalmente, um calibrador pode ser definido. Se esta opcao
for selecionada, ao calibrador é designado um valor de 1 e
todas as outras concentracdes de amostra sao calculadas
relativas a esta amostra.

I EEEE——————
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Relative Quantitation I
= Hepnrte Ewport |

2 Standard Curves Relative Quantitation |

[ Gene of Interest Standard Curve
[ Momaliser Standard Curve
[ Calibrator Defined

v Buto-zhink window

& Selection of Gene of Interest Standar... |

Currently Selected : [Mone)

To zelect an exigting analysiz to usze, or to create a
new analyziz, select a channel from the lizt, then click
Select. Thizs window will cloze and you will Be taken to
the main window of thiz analysiz.

E| Cucling &.%ellow
Long® JOE-Gene OF Interest

Select Other Bur... Cancel

Depois de completar as sele¢des, as op¢des serdo marcadas com
uma marcag¢ao como mostrado abaixo.
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Relative Quantitation |
=2/ Reports || Export |
2 Standard Curves Relative Quantitation |

Gene of Interest Standard Curve

Hormahzer Standard Curve
[ Calibrator Defined

¥ auto-shink window

4. Cligue no botao “Reports” para mostrar “Report Browser”.
Selecione a analise com o nome correto na lista. Clique no
botdo “Show” para mostrar o relatério de quantificacao
relativa. A opcao “Export” exporta os resultados para uma nova
folha do Excel. Se um calibrador estiver incluido, os resultados
sdo calculados relativo a amostra do calibrador, a qual é
designado um valor de 1.

5.
_[ol x|
— Feport Categories : el

Ea Wil Gl Aialyiis lative Quant({Standard Curve)

Ea Quantitation

Ea Delta Delta CT Relative Quantitation

Ea Comparative Quantitation

8- 2 Standard Curves Relative Quantitation
2 standrard curve

‘.. Relative Quant. Analysis

Show I Cancel

6. As concentragdes como lidas das curvas padrao para o gene de
interesse (GOI Conc.) e o gene normalizado (Nom. Conc.), assim
como a concentracao relativa (Relative Conc.) sdo mostradas.
Os resultados podem ser salvos como um arquivo de Word.
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i Preview O] =]
ER-RE | Ciose |
FBrint | Save Az Emaill | ToMford

Colour

GO Count Morm. Conc.

0000SE 1,265 3 1,31 3 1.00 ‘fes
. 976356 634 3 B37 3 1.01

381912 321 3 311 3 1.05
. 565152 153 3 158 3 1.02 J
. 784719 g2 3 80 3 1.04

134414 40 3 41 3 nes

4]

7.6.4
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Quantificagao relativa Delta delta Ct

O método Delta delta Ct permite analise relativa de expressao de
gene. E descrito por Livak e Schmittgen (2001)*.

Este método nao requer curva padrao para ser incluida em cada
execucdo. Cada amostra é primeiro normalizada para o montante
de modelos adicionados por comparacao com o gene a ser
normalizado. Estes valores normalizados s3ao mais normalizados
relativo a um tratamento calibrador. O calibrador poderia ser, por
exemplo, de tipo selvagem, de controle nao tratado, ou de
amostra de tempo zero.

E essencial que as eficiéncias de amplificacdo do gene de interesse
e do gene a normalizar sejam idénticos e que é validado de acordo
com as linhas gerais de Livak e Schmittgen.

E essencial que os nomes das amostras sejam definidos
corretamente na janela “Edit Samples”, com as mesmas amostras
rotuladas idénticamnete em cada andlise de quantificacdo de
compostos.

1. Analise os dados usando “Quantitation”. N3o é necessario
executar uma curva padrao, uma vez que a validagdao tenha
sido realizada.

2. Da etiqueta “Other” na janela “Analysis”, selecione “Delta
Delta Ct Relative Quantitation”. Selecione “New Analysis”.
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* Livak, K.J. and Schmittgen, T.D. (2001) Analysis of relative gene expression data using
real-time quantitative PCR and the 2/[-delta delta C(T)] method. Methods 25, 402.

230 Curver el | G- 'I

I]'u'ifli:EiJI:ﬂ i " ﬁld‘f D':l_'l'.lll'lld.'uu .
Clezing Paint Anzlpsis
W g A Geen Pa3e  Comporave Duantioton
W Cyoing Alharge (P2o Concaristion anghss

Delia Dala CT A elative Duant i

EndPairk &nabsi

High Resabilian el &nalis:
Scatten Graph Anaksi

Shar A Anavsiz Ophiohz

Ghow | Hida |

I Autcshrink window

3. Entre com um nome para a analise.

x4
Ereer a name farthe relatves ouantitation anakais

Canc=

4. “Validagao de execucao realizada” deve ser verificada para
proceder com a andlise. Defina as paginas onde o gene de
interesse e o gene normalizado tenham sido analisados.
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Relative Quantitation I
= | Fepsrts Expmrt |

Delta Delta CT Relative Quantitation |

[ ¥ alidation Fun Performed
[ Gere of Interest Quantitation

[ Momalizer Duantitatiorn
[ Calibrator Defined

W duto-shink windows

@ Selection of Hormalizer Standard Curve |

Currently Selected : [Mone]

To zelect an exizting analysiz to use, or bo create a
new analyziz, select a channel from the lizt, then click
Select. Thiz window will cloze and you will be taken o
the main windaw of thiz analyzis.

EI Cycling &.Orange

------ w¥ Gene of Interest

Select Other Run... Cancel

5. Cligue no botao “Reports” para mostrar “Report Browser”.
Selecione a andlise com o nome correto na lista. Clique no
botdo “Show” para mostrar o relatério de quantificacdo
relativa. A opcao “Export” exporta os resultados para uma nova
folha do Excel. Se um calibrador estiver incluido, os resultados

sao relativos a amostra do calibrador, que possui um valor de
1.
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Broortoonser

— Report Categories

- [General]

Ba Melt Curve Analpzis

- [ uantitation

é--DeIta Delta CT Relative Quantitation

¢ L delta delta

i b Relative Quant. Snalysis

Ba Comparative Quantitation

#- 2 Standard Curves Relative Quantitation

— Templates :

=13l x|

lative Quant{Delta Delta)

Show I

Canicel

Um exemplo de resultados desta andlise € mostrado abaixo. Os
valores Ct para o gene de interesse (GOl CT), valores Ct para o
gene normalizado (Norm. CT), Delta Ct, Delta Delta Ct, e
concentracao relativa (Relative Conc.) sao mostrados. A expressao
pe relativa a amostra de calibrador, ao qual é designado uma
expressao relativa de 1.

Ii. Preview 1 =] B3
% n E_ﬂ Close
Prirt | Save Agz| Email | Toword

Q00036 3 19.51 3 268 0.00 1.00 Yes
. 975356 2328 |3 2055 3 272 0.04 0.a7
331912 2430 |3 21.56 3 274 0.06 0.96
. a65152 2525 |3 2261 3 2.64 -0.04 1.03 J
. 784719 B2 |3 2358 3 269 0.m 0.93
134414 273 |3 24.66 3 265 -0.03 1.02
[
7.6.5 Analise de curva de fusao
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Analise de curva de fusao analisa os derivados dos dados brutos
apds o alisamento. Esta analise geralmente é usada para
genotipagem e discriminacdo aléica. Picos nas curvas sao
agrupados em silos, e todos os picos abaixo do limiar sao
descartados. Os silos podem ser mapeados para gendtipos usando
o comando “Genotypes”.
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Depois que a execucgdo tiver terminado, para algumas quimicas
uma etapa de fusdo pode ser adicionada para visualizar a
dissociacdo cinética dos produtos amplificados. A temperatura é
aumentada em um grau linear e a fluorescéncia de cada amostra é
gravada. Uma analise tipica de curva de fusao é mostrada abaixo.

B = otor oene 1) Sewies Software - Syleaets

Fie Anshals Mun San Yew Wirdew Hel
iy | Plll|t’i‘-...c"?
Mew Open Swe | ot Fane Con | Mg || Setbegs
]I:Mnndf = Hek ATHL _'r-mnn|

[ Fonce Gieren @ Seviee Sciiveen 1.7 [uskd 5]

(o] ] 8 B [ et tiene 0 3enes s - Py

Peak Calling
[ Flip sign of dF /DT

Thieshold :  [0.30821 1|
T emperature
Threghold : I55 1'

Peak Binz

Name | Walue | widh | =
Bind 8042 4 =
BinB 8355 4 =]

Mew | Edit I F!emm-'el

Imported Settings
< NOnEs

| mpaoit... | Export.. |
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Sinal de flip de dF/dT Antes de definir picos, assegure-se de que os
sinais dF/dT estejam corretos para o
conjunto de dados para dar dar picos
positivos.

Defininfo picos Em analise de curva de fusao, picos podem
ser definidos e relatados usando diferentes
métodos. Um é automaticamente ligar todos
0s picos para cada amostra. O outro é
designar picos aos silos, que é util para
genotipagem.

Silos definem a drea onde os picos sao
esperados a ocorrer. O software de analise
de curva de fusao aglomera picos em grupos
de silos, baseado em valores reais de picos
na curva. Silos podem ser editados se
necessario.

Qualquer pico que esteja dentro do alcance
definido do silo sera designado ao silo. Se
existirem dois silos préximos o pico sera
designado ao silo mais préoximo.

Nota: Os silos ndao devem ser posicionados
visualmente para estimar posicdes de pico.
Ajuste os silos na area aproximada de
interesse, entao use os valores reais
relatados na tabela de resultados para um
resultado mais preciso.

Silos de picos Para definir um silo, clique no botao “New
Bin”, depois clique e segure no grafico para
definir o centro do silo. Para adicionar outro
silo, repita o processo. Use o botao
“Remove” para deletar silos.

Limiar Para ajustar o limiar (eixo y), clique no icone

% - -
—I, depois clique e segure no grafico e
arraste a linha limiar para o nivel desejado.
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Limiar da temperatura Para ajustar um limiar de temperatura (eixo

x), cligue no icone 1', entao clique e segure
no grafico e arraste a linha de limiar para a
direita. Isto elimina a linha de limiar para as
temperaturas mais baixas.

Nota: Isto é util quando existe um ruido no
sinal em temperaturas baixas.

Relatorios

Este abre o “Report Browser” onde um relatério pode ser
escolhido para visualizacdo. Um relatdrio pode ser gerado baseado
no canal atualmente selecionado, ou um relatério de multicanais
de genotipagem pode ser gerado.

Resultados

Este mostra a janela “Melt Curve Results” que mostra picos de
amostras.

Genotipos

4

Clique em “Genotypes...” e selecione os gendtipos, como

mostrado abaixo.
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#i Edit Genotypes for Melt A Green

Genotype : Abbrew. : Bin A Bin B
IH::umu:uzygu:uus IMM I_ J
IHeten:uzygl:uus IMW |_ |_
[wwild Type [fww T
| | ]
| | ]
| 11 o |
| | |y s
| | /RPN DR

Esta janela permite que gendtipos sejam designados para a
incidéncia de picos em silos. A configuracao de gendtipo padrao é
mostrada na tela, com amostras heterozigotas tendo 2 picos,
amostras homozigotas um pico no primeiro silo, e tipos de
amostras silvestres um pico no segundo silo. Uma abreviacao pode
ser digitada no campo préoximo do nome de cada gendtipo. Isto é
usado ao imprimir relatérios de multicanais de genotipagem, para
qgue todos os resultados de multiplos canais possam ser facilmente
lidos.

Para andlises multiplas, gendtipos devem ser ajustados em cada
canal. Se, por exemplo, uma andlise de canal duplo extinto FRET
for executada, onde um tipo silvestre e genotipagem heterozigotas
sdo esperadas em cada canal, os parametros dos silos devem ser
ajustados para cada canal. Os resultados serdao dados em um
relatério multiplo.

Modelos de analise de fusao

Modelos de andlise de fusdo permite ao wusuario exportar
normalizacdo, limiar, gendtipo, e configuracdes de silos em um
Unico arquivo *.met. Este arquivo pode ser importado e reaplicado
em outros experimentos. Veja a se¢ao 8.1 para mais detalhes.

Imported Settings
< NOREs:

Impaort... Expart...

Manual de usudario do Rotor-Gene 141



Andlise da interface do usuario

7.6.6

Quantificagcao comparativa

Quantificagdo comparativa compara a expressao relativa de
amostras para uma amostra de controle em uma execug¢do quando
uma curva padrdao nao estiver disponivel. Isto é frequentemente
usado andlise de microordem. Warton e coworkers (2004)*
fornece um exemplo desta técnica.

1. Para realizar a andlise, selecione “Other” e depois
“Comparative Quantitation” na janela “Analysis”. Clique duas
vezes no canal para analisar.

* Warton, K., Foster, N.C., Gold, W.A., and Stanley, K.K. (2004) A novel gene family induced by acute
inflammation in endothelial cells. Gene 342, 85.
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2. Escolha uma amostra de controle usando o menu no lado da
mao direita da tela abaixo do alternador.

3. Os resultados sdo automaticamente calculados e mostrados na
janela “Comparative Quantitation Results” abaixo do grafico.

A primeira coluna da janela “Comparative Quantitation Results”
mostra o numero da amostra e nome. A coluna “Takeoff” da o
ponto de partida da amostra. A segunda derivativa do lote de
amplificacdo que produz picos correspondentes ao grau maximo
de fluorescéncia aumentam na reacdao. O ponto de partida é
definido como o ciclo em que a segunda derivativa esta a 20% do
nivel maximo, e indica o fim do ruido e a transicdo para a fase
exponencial.

Este grafico mostra uma segunda derivativa de um lote de
amplificacdo, mostrando as posi¢des relativas do segundo pico
derivativo e do ponto de partida.
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A coluna “Amplification” fornece a eficiéncia da amostra. Uma
reagdao 100% eficiente resultaria em um valor de amplificagdo de 2
para cada amostra, o que significa que a amplificacdo dobrou em
todo ciclo. No dado bruto, o sinal deve dobrar na fase exponencial.
Por exemplo, se o sinal for de 50 unidades de fluorescéncia ao
ciclo de 12 e entdo 51 unidades de fluorescéncia ao ciclo de 13,
deve aumentar para 53 unidades de fluorescéncia ao ciclo de 14.
Todos os valores de amplificacao para cada amostra sao medidos
para produzir o valor de amplificacdo que é mostrado a direita da
tela, abaixo do alternador. Quanto maior a variagao entre os
valores estimados de amplificacdo de cada amostra, maior o
intervalo de confianca sera (indicado pelo valor depois do sinal +/-
). O intervalo de confianga, para um numero grande de amostra
(N), dd uma probabilidade de 68.3% que a verdadeira amplificacao
da amostra estd nesta extensdo (1 desvio padrdo). Ao dobrar o
intervalo +/-, um intervalo de confianga de 95.4% para um grande
N é alcancado.

Réplica do calibrador

Assim como no método delta delta Ct uma amostra de calibrador é
requisitada e as medidas sdo relativas a esta amostra do
calibrador. Réplicas do calibrador podem ser analisadas desde que,
se posicdes multiplas de amostras, tenham o mesmo nome, a
média dos pontos de partida dessas amostras serao usadas. Para
usar esta caracteristica corretamente, certifique-se que réplicas
tenham nomes idénticos.
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Calibrator Replicate

=

Results
Ayerage Amplification 1.78+-0.04

A amplificagdo média é usada para calcular expressao. Por
exemplo, uma amostra com um valor baixo de amplificacdao
demorara mais para alcangar um certo numero de codpias
absolutas do que uma amostra com um valor de amplificacao mais
alto. A coluna “Rep. Conc.” da janela “Comparative Quantitation
Results” fornece a concentragao relativa. A concentragdo relativa
de cada amostra comparada com a amostra do calibrador é
calculada baseado no ponto de partida e na eficiéncia da reacao.
Isso é expresso em notas cientificas.

Nota: O valor mostrado em “Average Amplification” a direita do
+/- representa o desvio padrdo da média de amplificacdo, apds a
remocao dos valores anexos de amplificacdo. Se este valor for
grande, entdao podera haver um grande erro total nos valores de
concentracao calculados.

Concentracgdes relativas sdo calculadas pelo software como segue:

1. O ponto de partida de cada amostra é calculado ao olhar para
os segundos picos derivativos.

2. A média aumenta em dados brutos de 4 ciclos depois que o
ponto de partida é calculado. Este é o valor de amplificacdo da
amostra.

3. Anexos de amplificacdo sdo removidos para considerar o ruido
na fluorescéncia do plano de fundo.

4. Tiram-se as médias das amplificacdes restantes. Esta é a
amplificagdo da média

5. A média do ponto de partida é calculada para cada réplica do
calibrador.

6. A concentracdo relativa de uma amostra é calculada como
Amplification”(Calibrator takeoff — Sample takeoff).
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7. O resultado é mostrado em nota cientifica na coluna “Rep.
Conc.” da janela “Comparative Quantitation Results”.

7.6.7 Discriminagao aléica

A discriminacdo aléica usa dado cinético em tempo real de 2 ou
mais canais para amostras de genétipo. Para realizar esta andlise,
selecione “Other” e depois “Alleic Discrimination” na janela
“Analysis”. Ao realizar discriminagao aléica ndao é suficiente clicar
duas vezes em um canal para analisar porque esta andlise é
realizada usando canais multiplos simultaneamente. Para realizar
esta anadlise, ou segure CTRL e clique para marcar cada canal que
vocé desejar analisar, ou arraste o ponteiro do mouse sobre estes
canais. Uma vez que os canais desejados tenham sido marcados,
cligue em “Show”. A lista atualizara para mostrar todos os canais
em uma linha, com uma marca ao lado deles. Isso indica que eles
serdao todos usados em uma analise. Para remover um ou mais
destes canais, clique com o botdo direito na andlise e selecione
“Remove analysis...”. Esses canais podem ser incluidos em outras
analises de discriminacao aléica. Um canal sé pode ser usado em
uma analise por vez.

Relatérios: Este abre o relatdrio “Alleic Discrimination
Analysis” para visualizagao.

Resultados: Este mostra a janela “Alleic Discrimination
Results”. Esta janela é aberta como padrao
qguando a andlise é primeiro mostrada.

Opgoes de normalizagao: Uma variedade de op¢des estao disponiveis para
otimizar a normalizacao de dados brutos:

* Tubo dinamico (normalizagdo do tubo
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dinamico)

= Correcdo de declive (correcdo de desvio de
ruido)

= |gnorar primeiro x ciclos (correcdo de ruido
em ciclos iniciais)

Para mais detalhes, veja a pagina 122.

Limiar de discriminagao: Entre com valores nestas caixas de texto para
posicionar o limiar de discriminagdo. Todas as
curvas que passam por este limiar consideram-se
amostras de genotipo. Clique no icone a direita de
cada caixa de texto, depois arraste o limiar no
grafico para ajustar estes valores visualmente.

Discrmination Threshold
Thueshold : IIII 05902 l
E brrinate Cycles |-| =,

betoe :

Genotipos: Este abre a janela “Genotyping”, que é usada para
definir qual gendtipo é detectado em cada canal.
Esta janela permite que gendtipos sejam
designados para canais para analise de
discriminacdo aléica.

No exemplo abaixo, uma amostra é heterozigota
se as leituras nos canais de Ciclo A verde e Ciclo A
amarelo cruzarem o limiar.
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#3 Genotyping | x| |
Genotype |Fiea|:ting Channelz | ﬂ
Wild Type Cycling A Green
Heterozpgos Cycling & Green Cycling & ellow
butant Cyching A ellow

Cancel | Help I

Modelos de analise aléica: Modelos de analise aléica permitem a

7.6.8
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configuracao de exportacdao de normalizacao,
limiar, e gendtipo em um uUnico arquivo *.alt. Este
arquivo pode ser importado e reaplicado em
outros experimentos. Veja a secdo 8.1 para mais
detalhes.

Imported Settings
<Nones

Impaort... Export...

Analise do grafico de dispersao

Analise do grafico de dispersao permite a genotipagem baseado na
expressao relativa dos lotes de amplificacdo através de 2 canais.
Ao contrario da discriminacdao aléica, o gendtipo é decidido
baseado nas regides definidas no grafico de dispersao ao invés de
um simples limiar. Para realizar esta analise, selecione “Other” e
depois “Scatter Graph Analysis” na janela “Analysis”.

Ao realizar andlise do grafico de dispersao, nao é suficiente clicar
duas vezes em um canal para analisar porque esta analise é
realizada usando 2 canais simultaneamente. Para realizar esta
analise, ou segure SHIFT e clique para marcar os canais a analisar,
ou arraste o ponteiro do mouse em cima dos canais. Uma vez que
os canais desejados tenham sido marcados, clique em “Show”.

A lista atualizara para mostrar todos os canais em uma linha, com
uma marca ao lado deles. Isso indica que eles serdao todos usados
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em uma analise. Para remover um ou mais destes canais, clique
com o botdo direito na analise e selecione “Remove analysis...”.
Esses canais podem ser incluidos em outras analises de grafico de
dispersao. Um canal sé pode ser usado em uma analise por vez.

Relatorios:

Resultados:

Opg¢oes de normalizagao:

Genotipos:
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Este abre o relatério “Scatter analysis” para
visualizagao.

Este mostra a janela “Scatter Analysis Result”. O
genotipo para cada amostra é determinado pelas
regioes definidas pelo usudrio no grafico de
dispersao.

Uma variedade de opg¢des estao disponiveis para
otimizar a maneira em que os lotes de dados
brutos sdo normalizados:

= Tubo dinamico (normalizacdo do tubo
dinamico)

= Correcdo de declive (correcdo de desvio
de ruido)

= |gnorar primeiro x ciclos (correcdo de
ruido em ciclos iniciais)
Para mais detalhes, veja a pagina 122.

Este abre a janela “Genotyping”, que é usada
para definir qual gendtipo é detectado em cada
canal. Nesta janela gendtipos podem ser
designados baseado nos canais em que uma
amostra reage. Os canais selecionados serao
usados para rotular os cantos do grafico de
dispersao e guiara o usuario para a area geral do
grafico de dispersdao em que regides devem ser
definidas.
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#3 Genotyping | x| |
Genotype |Fiea|:ting Channelz |

Wild Type
Heterozpgos

b utant

Cycling A Green
Cycling & Green

Cycling & ellow
Cyching A ellow

-

Cancel Help I

Grafico de dispersao: O grafico de dispersao mostra a expressao

relativa dos 2 canais selecionados. A mostra é
normalizada para contar diferentes aumentos de
dobras em cada canal e log transformado para
acentuaras diferencas em expressao entre
amostras.

Para realizar esta genotipagem, o usudrio define
regides clicando e arrastando uma sele¢ao no
grafico. A selecao pode entdo ser rotulada
baseado nos gendtipos configurados na janela
“Genotyping”.

@ Scatter Analysis Graph - Cycling A_Green, Cycling A Yellow [Page 1) H=] EF || m Scatter Analpsis Results - C
_ Mo |Name |Gen0type
dTope. [ Tt 1 a-10ng

2 b-10ng
2

c-100pg
1 |b-10pg

Wild Type

Modelos de andlise de
grafico de dispersao:

Modelos de analise de gréafico de dispersao
permitem que configuracdes de gendtipos e
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regioes sejam exportadas para um unico arquivo
*.sct. Este arquivo pode ser importado e
reaplicado em outros experimentos. Veja a
secao 8.1 para mais detalhes.

Imported 5Settings
<Nones

Imnpaort... Export...

7.6.9 Analise de ponto final

Andlise de ponto final permite discriminagcdo entre amostras
amplificadas e nao amplificadas ao final da execucdao. Os
resultados sdo qualitativos (positivo/negativo), ndo quantitativo.

Analise de ponto final é mostrada nesta tela abaixo.
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‘ Rotor-Gene () Series Software VIRTUAL MODE - allelic discrimination demo
File Analysis Run Gain View Security Window Help

2 € | @ vew & O ¥ B W W
Mew Open Save Help Settings Progress Profle Temp. Samples Analysis Reports Arrange

47 Cyding A.JCE " Cyding A(from 40).J0E

Channels

" Cyding A.FAM/SYBR 47 Cyding A(from 40).FAM/SYBR

B EndPoint Analysis - Cycling A(from 40).FAM/SYBR, Cycling A(from 40).JOE (Page 1)

1
& @ &8 2
Reports Results Genotypes... 8
150 Signal Level (%} Cycling A(from 40) FAM/SYER - Circles 4
Cycling A(from 40).JOE - Diamondz 5
el B wild type
140 7 wiild type
120 ® ! Gl hfutation |
100 ) * ] »
Threshald—% Bank On Bank Off
Mamed On | AllOn | AllOF
Edit Samples...
Cantrols ] Thresholdsl
Positive Controls
[ | [11 Heterozygous
Cycling Affrom ¢| Cycling &[from ¢ Hegative Controls
Heterozygous | Positive Control | Het Reaction Reaction . [8] Mutation
2 Heterozygous | Unknown Het Reaction Reaction (51l type
3 Wwild twpe Unknown il Reaction Mo Reaction
4 Heterozygous | Unknown Het Reaction Reaction
5 | Heterozygous | Unknown Het Fieaction Fieaction Ta set the defined contrals,
E 'Wwild type Unknaown “wild Reaction Mo Reaction click Edit $amples.
= v o [ - TR —
Fiotor-Gene O Series Software 4.7 [Build 1) WIRTUAL MODE | Current User: CORBETT Ainsongy [&dministrators]

Analise de ponto final é similar a discriminagao aléica, em que os
resultados sdao qualitativos, e que nomes podem ser designados
para certas permutagdes de reagdes por diferentes canais.
Entretanto, em andlise de ponto final, apenas uma unica leitura
estd disponivel, em contraste com a discriminacao aléica, que usa
leitura ciclo por ciclo para cada amostra. Isso significa que o
usuario deve identificar controles positivos e negativos para
facilitar a andlise. Para os dados brutos, os niveis de sinal sao
normalizados relativo aos controles positivos e negativos
conhecidos para cada canal. O usudrio entdo seleciona uma
porcentagem do nivel de sinal como o limiar.

Termos usados em analise de ponto final

Alguns termos usados na andlise de ponto final sdao explicados
abaixo.

Controle positivo:  Esta é uma amostra que é conhecida para
amplificar.

Controle negativo: Esta é uma amostra que é conhecida para
ndao amplificar. Este representa o sinal
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Limiar:

Nivel de sinal:

Genotipo:

tipico de plano de fundo.

O limiar é um nivel de sinal acima do qual
uma amostra se diz positiva (amplificada).
Esta configuracdao deve ser ajustada pelo
usuario antes de cada execucao.

Uma porcentagem do sinal fluorescente
normalizado para que o maior sinal dos
controles positivos seja 100% e o sinal mais
baixo dos controles negativos seja 0%.

Uma interpretacao de diferentes
permutacdes de reacdes em diferentes
canais. Por exemplo, o gendtipo
heterozigoto poderia ser designado para
amostras que reagiram em ambos os canais
verde e amarelo. O gendtipo pode também
ser usado para relatar os resultados de
reagdes com controle interno. Por
exemplo, resultados poderiam ser
relatados como “inibidos”, “positivo”, ou
“negativo”, dependendo se a reacgao foi

vista em certos canais ou nao.

Configuragao de perfil

Manual de usudario do Rotor-Gene
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P quckstart x|

1 Rotor Selection 2. Confim Prafile |

g H

-

New

g
Help

Save As

The rurn will take approximately & minute(z] to complete. The graph below reprezents the run bo be performed :

Click on a cycle belov to modify it ;

Hold

Thiz cycle repeatz & | time(z).
Click on one of the steps below to modify it, or press + or - bo add and remaove steps for this cycle,

|Timed Step 'i JLI

Inzert after... |
Inzert before. . |
Remove |

10 seconds

Acquinng to Cyucling A

oh Green

¢ Back

[~ Long Range
I~ Touchdown

| Save Template | Start Bun | Cancel |

B0 deg. for 10 gece
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Para realizar andlise de ponto final, faca um perfil com uma espera
a 502 C por varios minutos, entdo uma etapa de ciclo com uma
etapa (502 C por 10 segundos), adquirindo no canal requisitado.
Ajuste o numero de repeticdes para 5, como mostrado acima.
Estes tempos s3ao apenas um guia, e podem variar para sua
aplicacdao particular. Quanto mais repeticdes no perfil, mais
informacao disponivel para realizar a analise. A analise
automaticamente tirard a média de todas as leituras para atingir
um valor Unico para cada amostra. Nao ha numero especifico de
repeticdes requisitadas. A ndo ser que um nivel muito alto de
precisdo seja requisitado, 5 repticdes geralmente sdo suficientes.

Analise

Analise de ponto final pode ser realizada em um ndmero de canais
simultaneamente. Para criar uma nova analise, clique na etiqueta
“EndPoint”, selecione os canais arrastando sobre eles o ponteiro
do mouse, e depois clique em “Show”.
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Huantitation I Scatter
EndPaint I Other..

Cucl

Show | Hide |
[T Awto-shrink window

Definir controles

Quando uma analise de ponto final é aberta pela primeira vez, a
seguinte mensagem sera mostrada se os controles positivo e
negativo nao tiverem sido definidos.

Rotor-Gene Q Series Software x|

i :. To use end-point analysis you must have positive and negative controls in each channel. To define these controls dick
! Ok,

Cliqgue em “Ok”. A janela “Edit Samples” aparece. , permitindo que
os controles positivo e negativo sejam definidos. Para definir uma
amostra como de controle positivo ou negativo, clique na célula do
tipo amostra, depois selecione o tipo de controle relevante do
menu.

Nota: O controle deve ser alternado, usando o alternador no lado
da mao direita da janela principal, para realizar a analise.
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5y Select Positive and Negative Controls B x|

& Pleaze select at least one pozsitive and negative control, then click OF. These
controlz will be uzed az references for the fuorezcence required for a reaction.
You zhould select positive and negative controls for each channel,

— Seftings ;
Given Conc. Format |123,45?. - tore Options |
— Samples :
B | et | ResetDetaut| Gradient | IEEEIEREE b
Co|lD |Name |T_I,I|:ue | Groups | Given Conc. | Selected :I
A1 | Optical Denaturation Ref. Inknown Mo _I
A2 zample T untreated [rknown Mo
A3 | zample 1 untreated Inknown MHa
A4 | zample 1 untreated Inknown Mo
- A5 Sample 1 treated nknaowi Mo
- AE | Sample 1 treated nknown Mo
- A7 Sample 1 treated nknown Mo
- A% Sample 2 untreated Inknaowin Mo
B E1 | Sample 2 untreated nknown Mo
- B2  Sample 2 untreated nknown Mo
- B3 | zample 2 treated Inknown Ho
- B4 | zample 2 treated nknaowi Mo
-_ BS | zample 2 treated Idnknawwn MHa
I BE |Sample 3 untreated nknown MHa ;I
—Page:
Marme : lF'age 1 : | b | Mew | Deletel [ Spnchionize pages

Ok | Cancel |
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Esta tela funciona da mesma maneira da janela “Edit Samples”
(veja a secdao 6.1.4).

Normalizacao

Normalizacao de dados de analise de ponto final escala todos os
niveis de sinal para um alcance de 0-100%. Pelo menos um
controle positivo e um negativo devem ser selecionados, ou mais
se analisar multiplos canais e os padrdes ndao forem multiplos.
Mais de um controle positivo e negativo devem ser executados se
houver um risco de que um controle positivo possa ndao amplificar.

1. Para cada canal, todos os controles positivos sao analisados, e
o que tiver maior fluorescéncia é ajustado para ser 100%. Isso
significa que se controles duplicados forem executados, um
controle positivo pode falhar sem afetar a execucao.

2. Todos os controles negativos sao analisados, e o que tiver o
nivel de fluorescéncia mais baixo é ajustado para 0%.
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3. Os valores brutos de fluorescéncia das amostras restantes sao
escalados relativos ao controle positivo mais alto e o controle
negativo mais baixo.

4.

Por exemplo:

Amostra Tipo Fluorescéncia
1 Controle positivo 56.3

2 Controle positivo 53.0

3 Controle negativo 4.5

4 Controle negativo 4.3

5 Amostra 48.1

6 Amostra 6.4

Esta execugao foi um sucesso, pois os 2 controles positivos e os 2
controles negativos estao préoximos, e estao fora dos valores de
fluorescéncia das amostras.

Os valores normalizados sao:

Amostra Tipo Expressao (%)
1 Controle positivo 100.0

2 Controle positivo 93.7

3 Controle negativo 04

4 Controle negativo 0.0

5 Amostra 84.2

6 Amostra 4.0

A amostra 1 foi o controle positivo com a maior fluorescéncia,
entdo foi ajustado para 100%. O outro controle positivo foi
ligeiramente mais baixo. Amostra 4, o controle negativo mais baixo
foi ajustado para 0%. Agora é claro que a amostra 5 tenha
provavelmente amplificada, considerando que a amostra 6
provavelmente nao amplificou.

Nota: Dependendo dos controles positivo e negativo selecionados
€ possivel alcangar niveis de expressao maiores de 100% ou
menores de 0%. Um resultado maior que 100% pode ser
interpretado para significar que a amostra é mais expressada do
que os controles positivos. Um resultado menor que 0% pode ser
interpretado para significar que € menos possivel que a amostra
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amplificou do que os controles negativos amplificados. Sendo que
esta analise é qualitativa, tais resultados nao preocupam.

Se os controles negativos em maior fluorescéncia do que os
controles positivos, as amostras foram ajustadas incorretamente e
a seguinte mensagem aparece.

ﬂ EndPoint Analysiz - Cycling A_Green [Page 1] =] E
= O &
Reports Resultz  Genotypes...

Graph cannot be digplayed as the neg.ative controlz are either at the same level, or higher than the pozitive contrals.

Normalizacdo em multiplos canais

E possivel analisar dados de sinais sobre multiplos canais mas a
configuracdo da amostra é mais complexa. A analise de ponto final
aceita que a multiplicacdo é realizada e entdo cada tubo sé pode
ter uma Unica posi¢ao de tubo. Atualmente ndo é possivel analisar
uma configuracdo em que uma posicao de amostra seja um
controle positivo para um canal e um controle negativo para outro
canal.

Apesar de apenas uma definicao de amostra por posi¢cao de tubo
seja dada na janela “Edit Samples”, a normalizagdao ocorre
independentemente para cada canal.

Se uma posicdo de tubo for um controle positivo para pelo menos
um canal, deve ser especificado como um controle positivo na
coluna “Type” da janela “Edit Samples”. Caso contrario seu tipo
deveria ser “Amostra”. Isso também se aplica para os controles
negativos.
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Por exemplo, se uma amostra for um controle positivo no canal
verde, mas nao no canal amarelo, a amostra ainda deve ser
definida como um controle positivo. Como o maior controle
positivo em cada canal é usado, se houver pelo menos um controle
positivo no canal amarelo que amplifique, a definicdo da amostra
como um controle do canal verde é ignorado.

Limiar

O limiar é usado para determinar a porcentagem de expressao
necessaria para uma reacdo em cada canal. Uma vez que os
controles positivo e negativo foram definidos, todos os canais
serdao normalizados para a mesma escala de 0-100%. Por esta
razao, apenas um limiar é necessario, mesmo ao analisar multiplos
canais.

Clique e arraste a linha limiar para uma darea entre 0 e 100. O
limiar ndo deveria ficar muito préoximo a amostras de qualquer
lado da linha porque isso indica que a execu¢ao nao foi conclusiva.
Se a diferenca entre uma amostra sendo definida como
amplificada ou ndao amplificada for apenas uma pequena
porcentagem, isso significa que se a reacao foi repetida, a amostra
poderia aparecer do outro lado do limiar.

Genotipos

Esta opcao abre a janela “Genotyping”, que é usada para definir
guais genotipos sao detectados em cada canal.

#i Genotyping |

Heterazpgos

kdLitant

Genobype |Flea|:ting Channelz | ﬂ
"Wild Tope Cycling &.Green

Cycling A Green Cycling & ellow
Cycling & ellow

Cancel Help I
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Esta janela permite que gendtipos sejam designados para canais.
No exemplo acima, uma amostra é heterozigota se as leituras nos
canais de Ciclo A verde e Ciclo A amarelo cruzarem o limiar.

Modelos de andlise de ponto final

Modelos de andlise de ponto final permitem ao usudrio exportar
configuracbes de gendtipo e limiar para um Unico arquivo *.ent.
Este arquivo pode ser importado e reaplicado em outros
experimentos. Veja a se¢ao 8.1 para mais detalhes.

Imported Settings
<nones

Irnpart... | Expart... |

7.6.10 Analise de concentragao
Andlise de concentracao permite que o Rotor Gene Q seja usado
para medir concentracbes de DNA ou obter leituras
fluorométricas.

A tela abaixo mostra esta analise.

‘ Rotor-Gene O Series Software VIRTUAL MODE - DNA_concentration

Manual

de usuario do Rotor-Gene

File Analysis Run Gain View Security Window Help
I . ] 3 s o L g 44
VAN = @ lvew & @ W B & By L 3
Mew ©Open Save Help Settings Progress Profle Temp. Samples Analysis Reports  Arrange
Channels 7 Cyding A.Green
7] . - . vl Page: Page 1
E3 Concentration Measurement - Cycling A.Green (Page 1) 3 T
ambda 5
Reports  5td. Curve  Results 3 e
Av. Fluorescence - = 4
BU0O & & Cycling A.Green - Circles | 5
B
20.00 7
o0 a8
Lo} o
15.00 1 7 ]
¢ o Bank On Bank Off
10.00 Mamed On | &llOn | Al Off
Edit Samples...
e P T o0 Analysiz Method
L o]
LI ] " Linear Regression
12 39 101113141517 18 1921 22 23 25 26 27 20 30 31 33 34 35 37 38 39 41 4243 45 46 47 Sample | & Spjine Curve Fit
. | Mame Tupe Given Conc [pgh
1 Lambda Standard | Standard 1.000.0
2 Lambda Standard | Standard 1.000.0
3 | Lambda Standard | Standard 1.000.0
9 Lambda Standard | Standard 500.0
10 | Lambda Standard | Standard 500.0 -
Rotar-Gene O Series Software 4.7 (Build 1) WIRTUAL MODE | Current User: CORBETT Jlinzongy [Administrators]
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Preparando uma execugao

Para realizar analise de concentragao, primeiro prepara padroes
fluorescentes e amostras, idealmente triplicado.

Preparagao de padroes

Uma curva padrao é usada para determinar a concentracao de
DNA de cada amostra medida.

O DNA usado para a curva padrao deve ser de um tipo similar de
DNA como das amostras sendo medidas. A concentracao de pelo
menos uma amostra de DNA deve ser determinada usando
espectrofotometria ultravioleta, e esta amostra deve ser usada
como a padrdo. Um minimo de 3 padrdes (com réplicas) devem ser
usados. E importante que padrdes de DNA usados em deteccdo de
fluorescéncia somente sao lineares dentro de um alcance de 1-100
ng/ul. Dentro deste alcance, se a concentracio de DNA for
reduzida pela metade, a leitura de fluorescéncia também sera. Os
intervalos de confianca para qualquer concentracao fora deste
alcance sao muito amplas devido a nao linearidade da quimica.

Tipo de DNA medido

Diferencas foram observadas na medicdo de vdrias formas de DNA
(e.g.,DNA gendmico comparado com DNA plasmideo). Portanto,
apenas tipos similares de DNA devem ser medidos juntos, e o0 uso
de DNA plasmideo como um padrdo deve ser evitado ao medir
DNA gendmico.

Configuragao da execugao

Para configurar a execugao, selecione “Nucleic Acid Concentration
Measurement” no Quick Start Wizard (assistente).
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x

Guick Start | Advanced I

-1 A default template for
& Perform Last Run measuring the

e concentration of

'S Three Step with Melt nucleic acid using

|intercalating dyes.

L 1]

‘% Two Step

L1 ]

"% Quenched FRET

udeic Add Concentration Measurement

L | Other Runs

?J Open A Template In Another Folder..

Cancel

Help

I

¥ Show Thiz Screen When Software Opens

Nota: Certifique-se de que um controle positivo, tal como um
padrdo de alta concentragao seja executado na posicdao de tubo 1.
Sem um controle positivo, o software nao sera capaz de otimizar
configuragdes de ganho para maxima sensibilidade. Vocé serd
solicitado a fazer isso antes de cada execucao.

Analise

Andlise de concentracdo opera relacionando o nivel de
fluorescéncia ao valor de concentragao. Dois modelos de analises
estao disponiveis. A analise maxima para escolher depende da
guimica e aplicagao.
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7.6.11

Manual de usudario do Rotor-Gene

“Regressao linear” analisa dados assumindo uma relagao linear e
estimando valores desconhecidos na base de um modelo linear
gerado. Determina erros de medicao ao examinar o desvio de
leituras de um modelo linear.

Se as leituras de concentracao sao lineares, esta a a analise mais
adequada porque fornece analise estatistica de variagao (ANOVA)
ao usuario.

“Spline Curve Fit” assume apenas que os valores de concentragao
aumentam com a fluorescéncia. Enquanto esta abordagem faz
estimativas de nados ndo lineares mais precisos, ndao pode
fornecer ANOVA, pois ndo assume um modelo linear.

Analise de fusao de alta resolucao

Andlise de fusdo de alta resulocdo (HRM) carecteriza amostras
baseado em sequéncia de comprimento, conteudo GC, e
complementaridade. Analise HRM é usada em aplicacdes de
genotipagem, tais como anadlise de muta¢des de genes, ou
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) e em aplicacdes
epigenéticas para andlise de status de metilagcdo de DNA. Andlise
HRM fornece resultados precisos e economiza em sondas e custos
de rétulos comparado com outros métodos.

Para realizar a andlise, selecione “Other”, depois “High Resolution
Melt Analysis” na janela “Analysis”. Clique duas vezes no canal
para analisar. As curvas de fusao do canal bruto sdo normalizadas
ao tirar a média de todos os valores iniciais e finais de
fluorescéncia e entao forcando os pontos finais de cada amostra a
serem os mesmos das médias.
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O chamamento automatico de amostras é alcagado ao clicar em
“Genotypes”. Entre com o nome do gendtipo, seguido pelo
nimero da amostra, que é usado como um controle positivo para
chamar amostras desconhecidas automaticamente.

72 HRM Genotypes ;lglﬂ
Genotype Contral ﬂ

Lk ation 192
wild type: 201
heterozygote 197

Clear | OF. Cancel

7.7 Menu Run (Executar)

7.7.1 Iniciar execugao
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Esta opcao inicia o perfil da temperatura definida com a atual
configuracao de ganhos. Antes da execucao iniciar a janela “Profile
Run Confirmation”aparece. Uma representacao grafica do perfil da
temperatura é mostrado com as configura¢des de ganho para cada
canal.

7.7.2 Pausar execugao
Esta opcdo permite que uma execug¢ao seja pausada e resumida.
Pausar e resumir pode afetar seriamente os resultados de uma
execucdo. Por esta razao, um marcador no dado indicard que a
execuc¢ao foi pausada e o comprimento da pausa. Uma mensagem
também é colocada na etiqueta de mensagens da janela “Run
Settings”.
1! Pausze Run |
You can pause the run on thiz screen, & {
mark.er will be recorded in the channel
data to show the duration of the pause. Fiesume |
Help |
Cloze |
AVISO Superficie quente w22
Quando pausar uma execuc¢do, o Rotor Gene Q nao sera
resfriado completamente para temperatura ambiente.
Exer¢a cautela ao manusear o rotor ou quaisquer tubos no
instrumento.
7.7.3 Parar execugao
Se esta opcdo for selecionada uma tela aparecerd pedindo
confirmacdo de que a execuc¢ao deve ser parada.
7.8 Menu View (visualizagao)
7.8.1 Configuragoes de execucao

Geral

Esta janela permite a configuracdo das informac¢des da execucao,
nome do arquivo da execu¢dao, analisar data, operador, e
guaisquer notas associadas.
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A janela contém todas as informacdes, exceto pelo perfil,
requisitado para configurar uma execuc¢ao. Depois que uma
execucao tiver terminado, a seguinte informacao é mostrada nesta
janela: ciclo usado, configuracdes de ganho, numero de canais, e
tempo de inicio e fim.

=

General I b achire Options I Mezzages I Channels I Tube Lapout I Security I

Filenarme :
Cperatar ;

Mates

Fieaction Yolume :

Other Burn
|farmation :

P:»DepartmentzQICAWE sperimentallata-F G 3K SR GEOD0NET 2052 7 ark

Cychng & Green
Cycling B vellow
Cychng C.0range
Cycling O Red
Created with termplate
'TAD ocuments and 5 ettingzhabpe. CORBE T TAD esktophT emp'R GEODO
F ur has finished.
Started at 16/12/2005 3:38:58 Ak
Firished at 1641 2/2005 3:53:40 AM
Qffzet Coefficient : 0
Pragrarm Version : Rotor-Gene BO00 Senes: Saftware 1.7 [Build 3)
Machine 5 erial Mo: 000627

|2|:| (= pL  This refers ta the total valume of the mixture
= i the tube.
Channels zawed for this run: ﬂ

Cancel I Ll

Opg¢oes da maquina

Esta etiqueta mostra ajustes para configuracdao do Rotor Gene Q.
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— Rotor Type
a6-Well Rokar

Rotar-Disc 72
Rakor-Disc 100

¥ Locking Fing sttached

ok | Caricel | Apply |

O rotor deve ser ajustado para o Rotor Gene Q atualmente
instalado. Se abrir uma execucdo existente, este ajuste refletira o
rotor que foi instalado no ciclo neste momento.

Mensagens

Esta etiqueta mostra mensagens indicando se o usudrio fez
mudangas tais como pausar o ciclo ou pular ciclos durante a
execucdo. Também mostra avisos recebidos durante a execucgao.
Esta etiqueta deve ser marcada se os resultados nao foram os
esperados.

Canais

Se configurar uma nova execucdo, a etiqueta de canais mostra a
configuracdo atual dos canais disponiveis. Se visualizar uma
execucdo existente, a informacdo mostrada representa a
configuracdo dos canais quando a execucdo foi realizada. Se uma
execugdao corromper as configuragcdes do canal, canais padrdes
podem ser restaurados clicando em “Reset Defaults”.
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Generall Machine Options I Messages Channels | Tube Layout I Security I

I ame | Source | Detectar | [3ain | Create Mew. .. |
Green 47 0nm 10 Edit |
“ellonw 530nm a
Orange  585nm 10
Red E2Bnm 9

Crimzon 630nm 7 Remove |
HFiM 480nm ! Fezet Defaults |

Ok Cancel e

Nome: Este é o nome do canal.

Fonte: Este especifica o comprimento da onda de
excitacao da fonte LED.

Detector: Este especifica o comprimento da onda de
deteccdo e o tipo do filtro (nm=band pass, hp =
high pass).

Ganho: Este especifica o ganho daquele canal em
particular.

Criar novo...: Esta caracteristica permite a criagao de novos

Manual de usudario do Rotor-Gene

canais. Ao clicar em “Create New...” abre uma
janela que pede um novo nome, fonte, e filtro de
deteccgdo. Os filtros podem ser escolhidos
usando um menu préximo de cada janela.
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Canais:

Manual de usudario do Rotor-Gene

Canais verde, amarelo, laranja e vermelho sdo a
configuracao padrao para a multipla deteccao de
4 canais.

Layout do tubo

Se usar um rotor de 72 pogos, as amostras podem ser arrumadas
para combinarem proximamente com o rétulo de um bloco de 9 x
8. Como padrdo, a etiqueta de layout do tubo permitem que
amostras sejam rotuladas sequencialmente (i.e., 1,2,3...). Isso
significa que as amostras estdao rotuladas consecutivamente na
ordem em que elas foram colocadas no Rotor Gene Q.
Alternativamente, as amostras podem ser rotuladas como 1 A, 1
B, 1 C, etc. Esta opc¢do pode ser util se as amostras foram ajustadas
com uma pipeta de multicanal.

Seguranga

A etiqueta Seguranca mostra informagdes sobre a assinatura da
execucao. A assinatura da execucao é uma chave irreversivel que é
regenerada toda vez que o arquivo é mudado. Se qualquer sec¢ao
do arquivo *.rex for modificada fora do software, a assinatura e o
arquivo ndaomais combinardo. Verificar a assinatura permite a
confirmacdo de que os dados brutos ndo foram modificados fora
do aplicativo, que o perfil ndo foi alterado e que o grafico de
temperature é valido. A assinatura também protege contra
corrupgao tais como erros de sistema de arquivo.

Nota: Se os arquivos *.rex forem enviados por e-mail, o processo
de encriptagao pode invalidar a assinatura. Para evitar isso, zip os
arquivos antes de enviar por e-mail.
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C e — £

— General Information :
Fun Signatures are stored within all newly zaved mins. These signatures, like a wan

zeal on a document, guarantee that no changes have been made outzide the
zoftware. IF a file iz tampered with, the signature becomes invalid.

— Run Signature :

The zignature iz valid.

The zignature for this ru file iz valid. The file contents hag not been modified
outzide of the zoftware,

Ok Cancel Apply

7.8.2 Grafico de temperatura

Selecione “Temperature Graph” no menu “View”, ou cligue no
botao “Temp.” para trazer a janela “Temperature”. O grafico
mostra a temperatura das amostras durante a execucao.
Conforme a execu¢do prossegue, o tempo “Ajustado”, “Atual” e
“de espera” sdao mostrados para cada etapa do programa. Para um
arquivo de execucdo existente, a janela “Temperature” mostra o
historico da temperatura durante a execucdo. A escala vertical
representa temperatura e a escala horizontal representa tempo.
Use a barra de rolagem para rolar para tras e para frente na janela
“Temperature”.
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—iBix]

100

00:00 00:m 0o:02 00:03 00:04

Set: Actual: 278 Hald For: Cloze |

7.8.3 Progresso do perfil

Selecione “Profile progress” no menu “View” ou clique no botao
“Progress” para trazer a janela “Profile progress”. Esta janela
mostra uma representacao grafica do perfil térmico associado com
a execuc¢do. Ao realizar uma execug¢do a por¢ao sombreada da
janela indica o numero de ciclos que foram completados. Existe
também uma estimativa de quantos minutos a execugao levara
para terminar.

& Profile Progress
71 minte(s] iemaining.

(LA

Skip | AddSCycles | Cumently running - Cycling @ Repeat 1

Pular: “Skip” permite que etapas do perfil sejam
puladas.
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Adicionar 5 ciclos: “Add 5 cycles” adiciona e repeticdes da atual

7.8.4

_ipix

File Edit Format Security
Standard | Fatar Style |

etapa do ciclo.

Editar amostras

— Settings
Given Conc. Format ; |123,45?‘ j (TSR oD/ e achiongid I ()= Dpti-:un$|
—Samples :
B | cdit | ResetDefaut | Gradien | EEEEEE
H D |Mame | Type | Groups | Given Cone. | Selected ||
A1 |R 1000 Standard 1.000 Yes J
- A2 R 1000 Standard 1.000 Yes
- A3 R100 Standard 100 Yes
B Rim Standard 100 Yes
B: R0 Standard 10 Yes
B R0 Standard 10/ *res
B R Standard 1) Yes
B R Standard 1/ Yes
Bl |RNTC MNTC Yes
B2 |RNTC MNTC Yes
- B3 11000 Standard 1.000 Yes
Blces 1000 Standard 1.000 Yes j
—Page :

Marmne : |F'age'| 2 | ¥ | e | Deierel [~ Synchronize pages

Undo I ok Cancel Help

Manual de usudario do Rotor-Gene

Cligue no botdao “Samples” para trazer a janela “Edit Samples”. A
janela “Edit Samples” também pode ser acessada clicando com o
botao direito sobre a lista de amostra na direita da tela. Esta janela
tem funcionalidade idéntica a janela “Edit Samples” nos
assistentes, exceto que aa fun¢bes da barra de ferramentas
também estdo disponiveis no arquivo e em “Edit Menu”.

Quatro menus aparecem no topo da janela, File (Arquivo), Edit
(Editar), Format (Formato) e Security (Seguranca).0 menu File é
usado para criar uma nova (em branco) janela Edit Samples, para
abrir um modelo de amostra existente, ou para salvar nomes de
amostras como um modelo para uso futuro. A extensdao destes
modelos de arquivos é *.smp. O menu Edit permite que fileiras
sejam copiadas e coladas. O menu Security permite que as
definicdes da amostra sejam trancadas.
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Formato Conc. Dado: Este menu é usado para escolher o formato
adequado para a visualizagdo da
concentragao. Concentragdes sao
automaticamente formatadas de acordo
com o local atualmente selecionado.

Unidade Este menu ajustas as unidades de medicao
do exame.

Samples :
lrl_j E dit | HesetDefauItl Gradientl

Estilo de linha: O estilo da linha pode ser modificado para
melhorar a leitura do grafico em impressoras
preto e branco. Algumas linhas podem ser
enfatizadas modificando seus estilos. Para
acessar esta caracteristica, clique no botao
com seta para a direita, proximo ao botao
Edit.

Editar: Pressionar “Edit” abre a selecao de cores.
Multiplas fileiras podem ser selecionadas ao
designar uma cor para os tubos.

Reiniciar padrao: Cligue em “Reset Default” para reiniciar
todas as células coloridas selecionadas de
volta para seus valores de cores.

Gradiente: “Gradient” permite que um gradiente seja
escolhido da primeira para a ultima cor
selecionada. Varios gradientes podem ser
definidos em uma configuracdo de amostra.

IRIEEEEIRES]

U

icone | [ O icone “New” limpa a janela “Edit Samples’
em preparagao para os dados que entrardo.
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‘ & O icone “Open” traz uma caixa de didlogo
em que um arquivo do Rotor Gene Q pode
ser selecionado para importar.

Nota: O numero de amostras na janela Open
e 0 arquivo a ser importado devem
combinar.

. |H| O icone “Save” traz uma caixa de didlogo em
que o nome e pasta podem ser entrados em
que uma copia das defini¢cdes atuais da
amostra serao salvas.

( Bl O icone “Copy” copia as células
selecionadas.

icone |2 O icone “Paste” copia as células que foram
selecionadas com o comando de copiar na
posicao atualmente selecionada na grade.

icone @ O icone “Excel” traz uma caixa de dialogo
gue solicita um nome de arquivo e pasta
onde salvar as informacdes da amostra.
Apds pressionar “Save”, o arquivo Excel
abrird automaticamente.

icone ]_1 O icone “Append/Overwrite” muda as
células editadas na janela “Edit Samples”. Se
sobrescrever for selecionado, os dados
existentes serdao sobrescritos ao editar. Se
Anexar for escolhido, novos dados sao
adicionados ao final dos dados existentes ao
editar.

Tipos de amostras: Amostras podem ser definidas com um de
varios tipos, listados na tabela seguinte.
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Tipo de amostra Descri¢ao
Nenhuma Nenhuma amostra nesta posicao
NTC Nenhum modelo de controle

Controle negativo

Controle negativo

Controle positivo

Controle positivo

Desconhecida

Amostra desconhecida para analisar

Padrao

Valores padrdes sdao usados para construir uma
curva padrao para calcular concentragdes de
amostras desconhecidas

Calibrador (RQ)

Um calibrador é designado um valorde 1 e
todas as outras concentraces de amostras sdo
calculadas relativas a esta amostra.

Manual de usudario do Rotor-Gene
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Pagina: Esta funcao permite ao usuario ter diferentes
definicdes de amostras, e também separar
experimentos, na mesma execucgao. Isto é util
para analises de diferentes produtos em
diferentes canais. Use os botdes de seta para
mover entre as paginas de amostras. Use os
botdes “New” e “Delete” para criar e deletar
paginas. E possivel ter multiplas definicdes de
amostras para o mesmo canal, para poder
executar multiplas curvas padrao sem multiplex.
Simplesmente defina as amostras de interesse e
suas curvas padrao relacionadas em pdginas
separadas. O Unico canal pode entdo ser
analisado com cada conjuntos de definicdes
independentemente. Paginas de amostras
podem ser rotuladas como “Pagina 1, Pagina 2”,
etc, ou a elas podem ser dados quaisquer
nomes. Este nome aparecerd nos relatoérios.

Ao ver os dados brutos, as definicdes de amostra
usadas para mostrar os dados podem ser
selecionadas usando o menu préximo ao botao
“Options”:

Ha N5 20

At Scale | Optiong I

A pdagina de amostra para usar ao realizar uma
analise pode ser selecionada na janela “Analysis”
(veja asecdo 7.6.1).

Manual de usudario do Rotor-Gene 175



Andlise da interface do usuario

Analysis g

2 Std Curves [Rel) | Other..
[Juantitation | b 2l

- Cycling AFAM

...................

Show | Hide |
[ Awta-shrink window

Conc. Dado: Este mostra a concentracdo para cada um dos
padrdes. As undidades podem ser definidas
como numero decimal ou de log. Se os padrdes
sdo uma série de diluicao, é apenas necessario
digitar os 2 primeiros padrdes. Ao pressionar
ENTER, o programa automaticamente adiciona a
proxima diluicdo légia na série.

Estilo de linha: O estilo da linha pode ser modificado para
melhorar a leitura dos graficos em impressores
preto e branco. Certas linhas podem ser
enfatizadas modificando seu estilo. Para acessar
esta caracteristica, clique no botdo de seta
direita préximo ao botao “Edit”.

.j Edit | HesetDefauItl Gradientl

A barra de ferramentas mostrard o estilo padrao
“Solido”. Este pode ser mudado para
“Tracejado”, “Pontilhado”, “Fino”, “Afilado”, ou
“Grosso”. Ao terminar, clique no botao de seta
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esquerda para retornar para Edit, Reset Default
e Gradient View.

-] |

Entrada de multiplas fileiras Se a mesma informacgao precisar ser entrada em
varias fileirasde uma vez, selecione todas as
fileiras, depois inicie a digitar. A informacao
entrara em cada fileira. Isso também funciona
para selecionar tipos de amostras, escolher
cores, ou entrar com concentracoes.

Chave do tipo de amostra Para rapidamente escolher um tipo de amostra,
entra com a primeira letra do nome. Por
exemplo, para ajustar 5 amostras para serem
sem controle de modelo, selecione-as na mesma
coluna de digitacdo, depois pressione N para
NTC. Todas as amostras serao convertidas parfa
NTC.

Salvar, re-usar Uma descricao de amostra completa pode ser
salva como um arquivo de amostra (*.smp) e
carregada em futuras execu¢ées com as mesmas
configuracdes de amostras.

Estilo do rotor

Esta etiqgueta na janela “Edit Samples” fornece uma forma
alternativa de entrar com nomes de amostras. Selecione réplicas
clicando e arrastando o ponteiro do mouse sobre a imagem do
rotor. A lista & direita da janela atualizara. O mesmo nome pode
ser digitado, e isto ird ajustar o mesmo nome para as sele¢des
atuais. O software reconhece esses pogos como réplicas.
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™ Edit Samples

File Edk Format Security
Standard Flotos Ste |

=10 %]

Page :
Mame : IF'agal _I;I Hew I'f.'f.'-:l [~ Spnchionize pages

ettt g
- o binpte 1 D [ Name [ Type |
L b 1 zamplel  Standad

[ Labelwel: 851,23, .

Unde | ok | canes | Hen |

A etiqueta “Estilo do rotor” fornece uma versdo de corte da
etiqueta “Padrdao” e é destinada para usudrios que querem
configurar nomes de amostras e cores rapidamente. N3o é
possivel definir algumas configuragdes, tais como se a amostra
representa um padrao ou a concentragao conhecida de cada
padrdo, nesta etiqueta. Se estes precisam ser definidos, a etiqueta
“Padrao” deve ser usada.

Adequacao da pagina de amostra

Para acessar a janela “Sample Page Suitability”, clique em “More
Options” na janela “Edit Samples”, e depois cligue em “Define
Suitabilities”. A janela “Sample Page Suitability” permite ao
usuario combinar pdaginas de amostra com canais. Por exemplo, a
pagina de amostra para o gene de interesse pode ser aplicada ao
canal verde e a pagina de amostra para o gene caseiro pode ser
aplicada ao canal amarelo. Neste exemplo, configurando
aadequacdo da pagina de amostra reduz o niumero de opc¢des de
analises disponiveis para incluir aguelas relevantes para tal exame.

Manual de usuario do Rotor-Gene

178



Andlise da interface do usuario

A janela “Sample Page Suitability” é mostrada abaixo.

¥ sample Page Suitability x|

ﬁ Sample Page Suitabilitiez enable pou to hide zample pages
when they are not relevant in the curent context. For example.,
by defining a Sample Page to apply only ta the Yellow channel,
you will not be prompted to zelect it during an analyzis of a
Green channel. Thig feature is of particular uze for ugers of
multiplexed aszaps.

Page: |Page 1 |

— Suitabilities for Selected Page :

™ Always display thiz sample page.

' Only dizplay thiz sgample page when analyzing
data acquired on the following channels ;

O Green -

O veliow

E Orange Save & Cloze
Red -

o —I Help

Nota: Ao ajustar um exame, crie todas as paginas de amostras e a
adequacdo das pdaginas de amostras, depois salve-as como
modelos. Isto reduz a quantidade de configuracdes requisitadas
para cada execucao.

Grupos

Grupos de amostras permitem que estatisticas sejam calculadas
para uma coleta arbitraria de amostras. Ao contrario das réplicas,
gue devem ter nomes idénticos, as amostras podem ter qualquer
nome, podem ser posicionadas em qualquer lugar no rotor e
podem pertencer a multiplos grupos.

1. Para definir um grupo, digite o nome completo do grupo
proximo de uma amostra e depois pressione ENTER.
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=
File Edit Format Securiby
Standard | Rotor Style |
— Settings ;
Given Conc. Format I j I ik : IEDpiES j tore Options |
—Samples
[Treated o [IEEIETETEEE]
C|ID |MName | Type | Groups | Given Cone. | Selected | o]
A1 Tizsue Ik nown Ve _I
A2 Tizsue Ik nown Ve
A2 Tizsue Ik nown Ve
Ad o Tizaue Ik nown Ve
s Lung rknown ez
s Lung rknown ez
B Lung rknown ez
B Lung rknown ez
B1 MHone Mo
B2 Mone Mo
B3 MHone Mo
B4 MHone Mo
BS Mare Mo LI
—Page :
M ame : IF'age 1 « | b | [ (=100 | Deletel [~ Synchronize pages
Undo | ok | Cancel Help

2.

A janela “Edit Groups” aparece.

® Edit Group

Group Properties ;

Code: IT REAT|

M ame: IT reated

!

Ix

LCancel

Help |

3. Defina uma abreviacdo adequada, depois cliqgue em “Ok”. A
abreviagdo agora pode ser usada para configurar grupos.
Resultados agregados, tais como valores de médias e intervalo
de confiangca de 95%, sdo calculados automaticamente para

grupos em qualquer analise.

=10l x|
No. Name Type Ct Given Conc [Cop| Cale Conc [Copie| % Var Rep. Ct | Rep. Ct Stcl Rep. Ct[95% Cl] | Rep.
A1 Tissue Unknown 18.82 18.75 017 [15.48 ,19.02]
A2 Tissue Unknown 1875
A3 Tigsue Unknown 18.92
Ad Tissue Unknown 1852
A5 Lung Unknawn 1873 18.70 0.03 [18.55, 18.85]
AR Lung Unknaown 1862
AT Lung Unknown 18.81
A0 Lung Unknaown 1863
A1-48  Treated Graup 18.72 013/ [18.62,18.83]
3

|
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7.8.5 Mostrar opgoes

O menu de mostrar opgdes é mostrado abaixo.

Yiew Window Help
Run Settings i g_‘.'-; 6 m,_\. w r ﬁ‘

Wi ) "
Temperature Graph Setkings Frogress  Profile Temp.,  Samples
Profile Editar

Frofile Brogress
Samples. ..

Gain Calibration. ..

Display Spkions k| v Show ak Mast 2 Analysis Windows
v Show at Most & Windows
Reset all "Don't Show This Message Again” Dialogs

Mostrar no maximo 2 janelas Se esta opc¢ao for selecionada, um maximo de 2

de analises: janelas de analises serao mostradas de uma
vez. Se multiplas janelas estiverem abertas, a
leitura pode ser afetada. Selecionar esta opgao
fecha a primeira janela de andlise e a substitui
com a ultima janela aberta. Se a op¢ao nao for
selecionada, mais de 2 janelas de analises
podem ser mostradas.

Mostrar no maximo 6 janelas: Para melhorar a leitura, o software remove
janelas ndo usadas quando novas janelas sao
abertas. Esta opgao é permitida como padrao,
pois mantém a tela do software Rotor Gene Q
limpa. Se for necessario ver mais de 6 janelas
de uma vez, desmarque esta opg¢ao.

Reiniciar todos os didlogos Se esta estiver selecionada, o software
“Ndo mostrar esta mostrara de novo todas as caixas de dialogo
mensagem novamente”: onde a caixa “Ndo mostrar esta mensagem

novamente” estiver selecionada.lsso inclui
mensagens sobre configuragdes suspeitas que
possam ter sido ajustadas previamente para
nao mostrar novamente. Isto pode ser util para
um novo usuario que nao esta familiarizado
com o Rotor Gene Q ou o software Rotor Gene
Q.
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7.9
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Menu Security (Seguranca)

O software Rotor Gene Q inclui caracteristicas que o permitem
operar seguramente. Quando estiver corretamente configurado, o
software Rotor Gene Q pode garantir o seguinte:

= Acesso ao Rotor Gene Q ou o software de analise estara
restrito aos grupos de usuarios

= Modificagdes nos arquivos de execuc¢ao sdo carregadas
= ModificagGes ndao autorizadas sao detectadas (assinaturas)
= Modelos usados para realizar execucdes sao carregados

= Nomes de amostras sao protegidos

Integragao com seguranga do Windows

Para fornecer um nivel forte de contabilidade, o software Rotor
Gene Q nao controla a seguranca internamente. Grupos de contas,
e senhas sao todos controlados usando o modelo seguro interno
do Windows (Windows NT Security). Integracdao permite que a
mesma senha que fornece acessoa rede de arquivos e programas
para controlar o acesso ao software Rotor Gene Q, levando a
menor administragao. Em maiores organizagdes, por exemplo, os
administradores de rede podem facilmente remover acesso a ex-
usuarios devido ao modelo de seguranca centralizado.

Por esta razdo, configurar o software Rotor Gene Q de forma
segura primeiramente envolve configuragdo dos modos de
seguranca do Windows de acordo com as melhores praticas.

Pré-requisitos

Para usar seguranca, vocé deve estar executando o Windows NT4
Service Pack 6, Windows 2000, ou Windows XP Professional. As
caracteristicas de seguranga nao podem ser usadas com o
Windows XP Home, porque ndao tem modelo de acesso granulado
usado pelo software. O software deve ser instalado com a opgao
“Force Authentication through Windows NT Logon”.
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7.9.1

Manual de usudario do Rotor-Gene

Nota: O menu de seguranca nao aparecera se vocé estiver logado
em um dominio Linux Samba. Vocé deve ter um dominio local ou
um servidor do Windows para usar as caracteristicas de seguranca.

Configuragao

Esta se¢do descreve como configurar o sistema para executar o
software de seguranca do Rotor Gene Q.

Para utilizar as caracteristicas de seguranga, o software deve ser
instalado com a opcdo “Force Authentication throguh Windows NT
Logon”. Isto consulta o dominio do Windows para seu nivel de
acesso e credenciais e é essencial para fornecer caraceteristicas de
contabilidade e seguranca.

Executando como administrador

Muitos usudrios executam seus computadores como um
administrador, sem senha. Ao passo que isso é conveniente, se
torna impossivel determinar quem esta usando o computador. Isso
elimina contabilidade e previne que muitas medidas de seguranca
do software Rotor Gene Q sejam ativados. Ao executar como um
administrador, todas as caracteristicas do software sao permitidas.
Portanto, executar como administrador garante que usudrios que
nao precisam de caracteristicas de segurang¢a possam acessar
todas as caracteristicas do software.

Criando uma nova conta de usuario

Crie contas de usuarios para cada usudrio do software. Para cada
usuario, repita as etapas abaixo até que todas as contas tenham
sido criadas.

1. Para criar um novo usuario, selecione
“Start/Settings/ControlPannel”.

2. Cligue duas vezes em “Users and passwords”.
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Users | Advanced |

Use the kst below to grant or deny users access ko your
computer, and ko change passwords and other settings,

Users for this computer:
User Name Domain Grou|
- ¥t Administrator Administrators
$7Guest STEW Guests
Q IUSR_NEWLAPTOP STEW GQuests
TAaM_MEWLAPTOR STEW Guests
matthew?2 STEW Admiréstrators

Add... | Remove Properties I
Password For Administrator —

To change the password For Administrator, click Set
==& Password.

Set Password. .. l

| oK I Cancel | asply I

3. Clique na etiqueta “Advanced”, depois clique no botao
“Advanced”

|
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Users and Passwords ; x|

Users Advanced |

—Certificate Management

3] Use certificates o positively identify wourself, certification
=1 autharities and publishers,

few Certificate. .. Certificates

—advanced User Managemenkt

Local Users and Groups can be used to perform advanced
user management tasks.,

—Secure Boot Setkings

It is recommended that wou require users ko press
Ckrl-Ale-Delete before logging on, This ensures password
security and helps protect the system from harmful
pograms.

¥ Require users to press Chrl-Al-Delste before logging on.

K, Cancel apmly

4. Na janela que aparecer, selecione a pasta “Users”. Clique com
o bot3do direito na janela da mao direita e selecione “New
User”.
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¥ ocal Users and Groups -0l x|

J ackion  View |J R | | |@

Tree I Mame | Full Marne | Descripion
Q.ﬁ.dministratur Builk-in account

Qanalyst
QGuest

3105k _NEWLA...
3 rvam_NEWL. ..

@matthew
@Dperatur
Qtestuser

3 vsk_NEWL. ..

MNew Lser, ..

Robor-Gene analyst

Inkternet Guest Account
Inkternet Guest Account
Matthew Herrmann
Rator-Gene Operakor
Rotor-Gene Analyst and ...
W54 Server Account

reates a new Local ser account

Refresh

Export List..

Built-in account
Built-in account
Built-in account

Account For the

I

View

3

Arrange Icons
Line up Icons

Help

5. Entre com um nome de usuario e senha. Como padrdo, o usuario sera
criado com acesso deprivilégios normal. Isso significa que eles podem
executar o software, mas ndo instalar novos programas ou mudar
configuragdes de sistema.

o 3

User name:

IHEWUSET

Full narne;

INew Usger

Diezcription: I

Pazaword:

Confirm pazsword;

Ixxxx

Ixxxx

¥ ser must change password at nest logon

[T User cannot change passwond

™| Fazsword never expires

[ Accourt iz dizabled

Create I

Cloze
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6. Cligue em “Criar”. Agora vocé pode carregar como este
usuario.

Designando papéis para cada usuario

Agora vocé deve designar papéis para cada usuario. Acesso é
dividido nas seguintes areas:

= QOperador do Rotor Gene Q — pode realizar execu¢cdes mas
nao pode gerar relatdrios ou realizar analise.

= Analista do Rotor Gene Q - pode analisar dados de
execucdo e gerar relatérios mas nao pode realizar novas
execugoes.

= QOperador e analista do Rotor Gene Q - tem as capacidades
de ambos papéis.

= Administrador — pode destravar nomes de amostras e
realizar todas as operag¢des de analistas e operadores.

= Nenhum — acesso ao software é proibido.

Para designar papéis:

1. Entre no Windows como um administrador, ou use o icone
“Rrotor Gene Q Software Login” para abrir o software e logar.

#x Run Rotor-Gene As Other User

Domain CORIT198
IUzemame : ||insu:ung_l,l Cancel
Pagzsword : |

2. Uma vez que o software tenha sido aberto, clique no menu
“Security”. Na primeria vés que o menu “Security” for
acessado, o software Rotor Gene Q configura um nimero de
grupos de sistema que controlard acesso ao software.
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Rotor-Gene [) Series Software 5'

@ F.3 Groups do nok exist on the domain, Would vaou like them to be created?

Yes Mo |

3. Cligue em “Yes”. A janela “User Admin” aparece. No topo do
painel, todos os usudrios do computador sdo mostrados.
Algumas contas sao usadas pelo sistema e por isso nao serao
familiares. O painel no fundo mostra os grupos designados pelo
usuario.

FE User Admin x|

Current Llzer: lingongy

—sers

— Groups
Damain Groups Selected User's Groups ;
RG Analyst Adrninigtrataors
E# ARG Operatar *

Show Advanced Cloge

4. Para designar um grupo para o usuario, selecione o nome do
usuario na lista. O painel no fundo serd atualizado. Se o usudrio
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ndao tiver grupos, eles ndao podem langcar o software. No
exemplo abaixo, nds designamos o usuario “linsongy” para o
grupo de analistas RG, selecionando o grupo no lado esquerdo,
entdo clique no botdao “>”. Grupos podem ser removidos ao
seleciona-los, depois clique no botdo “<”.

BB User Admin x|

Current User; lingongy

—sers

Adrministrator
Guest

labpe
lirzarigy

— Eroups ;
Darmain Groups Selected User's Groups ;
RG Analyst

Adrniniztratars
B4 ARG Operator

Show Advanced Cloge

5. Agora entre como este usuario. Como um analista RG, o menu
de execugao e o botao “Profile” ndao estdo disponiveis.
Entretanto, arquivos existentes podem ser abertos e
analisados, como mostrado na tela abaixo. A barra de status
indica que o usudrio “CORIT198/linsingy” é um analista RG.

|
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ﬂRntnr-Gcr:e Q Series Software VIRTUAL MODE - melt analysis demo
File Analysiz Gain View ‘Window Help

fJ H (7] View L.? .ﬂ;"‘: 4 % % fa) E . 5038

Open Save | Help | Settings Profile  Temp. Samples Analysis Reports Arrange

CEX

e - - B - B P

]
Bark On  Bank Of
Hamed On | AlDn | Al Qif
Edit Samples...
Peak Calling
[ Flip sign of dF 7dT

Theshoid: | %]
e —

B P T T
|

Rotor-Gene [ Senes Softwans 4.7 (Buwld 1) VIRTUAL MEIE'E‘.'-_ Currerit User: CORIT1 98/ nsongy (RG Analyst) |

6. Para entrar como um administrador de novo, os direitos de
Operador RG podem ser designados ao “CORIT198/linsongy” e
o software pode ser langado novamente. Neste tempo, o menu
de analise e o botdao “Reports” estao sumidos, e o menu de
execucao é habilitado.

7. A barra de status indica que o usuario “CORIT198/linsongy”
pertence ao grupo Operador RG.
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B Rotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - melt analysis demo
File Run Gain View ‘Window Help

New Open Save Settings Progress Profile  Temp. Samples Arrange

F. Temperature

& Profile Progress
The run has completed,

[

| Current User. CORIT138/inzongy [RG Operator)

RotorGene 0 Series Softwae 4.7 [Buid 1] VIRTUAL MODE ® Cunent User CORIT198/incongy [RG Opesstor) N

8. Se vocé entrar como um administrador e remover todos os
grupos do usuario “CORIT198/linsongy”, a seguinte mensagem
aparecera quando “CORIT198/linsingy” abre o software.

Rotor-Gene @ Series Software

You have insufficent rights to use the software, Please contact the domain administrator bo set up groups,

7.9.2 Executar multiplos usuarios no mesmo computador

Para usar o software Rotor Gene Q com multiplos usuarios, crie
uma conta de usuario que nao tem acesso ao software Rotor Gene
Q. Entre no Windows usando esta conta, para que usudarios nao
possam anonimamente acessar o Rotor Gene Q.

1. Usar o icone “Rotor Gene Q Software Login”, usudrios podem
abrir suas contas de usuario no software Rotor Gene Q.
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fig

ﬂ ‘,,. >

Rotor-Gene Q
Software
Login

2. Entre com o nome de usuario e senha na caixa que aparece.

#x Run Rotor-Gene As Other User

Dornain [CORIT138

Cancel

Uszermname ||insu:ung_l,l

Pazzword : |

3. O dominio é tanto o computador em que vocé esta logado ou o
nome de sua rede local. Consulte seu administrador de rede
para saber qual domionio entrar neste campo.

Nota: Apds entrar, todos os arquivos do usuario estarao
disponiveis para o usudrio. Cada usudrio pode salvar arquivos
em suas propria area. Isso garante um alto nivel de seguranca.

Nota: Cada usuario deve sair depois que sua execucao tenha
sido completada para prevenir que outros usudrios de
realizarem uma execu¢dao em seu nome.

7.9.3 Trilhas de auditoria

Toda vez que um arquivo é salvo por um usudrio, seus detalhes
sao gravados em “Run Settings” sob a etiqueta “Messages” como
Sumario de trilhas de auditoria de seguranga e Detalhe de trilhas
de auditoria de seguranga.
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|VIMTUAL MODE | Curent Uisse CORITON G0 Ussr 2 (G Operstor]

Este pode ser usado para monitorar quem modificou os conteudos
de um arquivo. Os detalhes de trilhas de auditoria de seguranca
contém mais detalhes, tal como a identificagao Unica do usuario.

s

Este identificador é importante para evitar que um usuadrio crie
uma conta com o mesmo nome em outro computador e portanto
impersonando outro usudrio. Neste caso, os nomes de usuario

serdo os mesmos, mas os IDs das contas serdo diferentes.

O identificador de conta CORITO01/RGQ Usuario 2, S-1-5-21-
1177238915-195, é mostrado em detalhes.
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7.9.4

Assinaturas de execugao

[VIPIAL MODE | Cunent Wses: C0PRTOM FIGG User 21105 Ooerator]

A trilha de auditoria é armazenada no arquivo de execuc¢dao do
Rotor Gene Q. Para evitar quaisquer modificagcdes indesejadas
desses arquivos, eles devem ser mantidos em local seguro
acessado apenas por contas designadas pelo Windows. Entretanto,
se os arquivos forem armazenados em uma area dividida,
Execugao de assinaturas fornece seguranga extra. A tela mostra a
etiqueta “Security” em Run Settings para um arquivo com uma

assinatura de execugdo.
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Run Settings E3]

Eeneral] Machine Options l Messages l Channels l

General Infarmation ;

Run Signatures are stared within all newly zaved rine. These signatures, like a way
zeal oh a document, guarantes that no changes have been made outzide the
zoftware. If a file iz tampered with, the signature becomes inwvalid.

Run Signature ;

The zignature iz valid.

The zignature for thig run file iz valid. The file contents has not been modified
y outzide of the software.

Ok, Cancel

A assinatura de execugdo é uma palavra longa que é gerada toda
vez que um arquivo for salvo e ligado aos conteudos do arquivo.
Por exemplo, a assinatura deste arquivo é
517587770f3e2172ef9cc9bd0c36c081. Se o arquivo for aberto em
um Notepad e um Modo de edicdo for feito (e.g., a data da
execugao for trocada para 3 dias antes), a seguinte mensagem
aparece quando o arquivo for reaberto.

Bad Run File Signature

The lnaded run file containg a signature which dogs nat match the file contents.
This means the file has either been corupted, or tampered with zince it was
writker by the Rotor-Gene [ Senies Software.

Rur file gigning ensures the integrity of wour run results, Information about a run's
gighature can be found in the Bun [nfo window,
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E Rotor-Gene () Series Software VIRTUAL MODE - no signature hrm demo analysis
File Analysis Run Gain View Security Window Help

ZE€EH PINNEO |vos? @ # &

New Open Save | Start Fause Skop Help Settings Progress Profle  Temp.

JChannels 7 Cyding A.Green 7 HRM A.HRM

Run Settings

Generall Machine Options | Messages | Channels | Tube Lapout

— General Information :

Fun Sighatures are stored within all newly zaved runz. These signatures, like a wax
B seal on a document, guarantee that no changes have been made outside the
software. |f a file is tampered with. the signature becomes invalid.

— Run Signature :

There ig no signature.

There iz ho sighature available For thiz run. Buns saved in previous versions may
not be signed. This means the file contents can not be guaranteed as free from
unauthorized modification.

Bark On | Bank Of
Mamed On | Al Qn | AIlOF
Edit Samples..

Cancel

I Fiotor-Gene O Series Software 4.7 [Build 1) |\-’IF|TU.-’-‘«L MODE | Current User: CORBETT Ainsongy [&dministrators] Y

Nota: Se arquivos forem enviados por e-mail, o processo de
encriptacdo pode invalidar a assinatura. Para evitar isso, zip os
arquivos antes enviar por e-mail.

7.9.5 Trava de amostra

E importante garantir que os nomes de amostra n3o sejam
trocados acidentalmente ou intencionalmente uma vez que o
usuario iniciou uma execug¢ao. Por esta razdo, o software Rotor
Gene Q fornece travas de amostras. Nomes de amostras podem
ser travados por qualquer usudrio, mas sé pode ser destravada por
um administrador. Para usudrios que executam seus
computadores em modo administrador, essa opc¢dao é de valor
limitado. Para usar esta opg¢ao, o computador deve ser configurado
seguramente como descrito nas se¢des anteriores.

Nota: Se vocé desejar travar amostras, ndao execute o software
como um administrador. Crie uma conta com operador RG e grupo
de analise RG, e mantenha a senha do administrador secreta.
Usuarios irdo requerir autorizagao do administrador para destravar
arquivos.
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Amostras podem ser trancadas antes de iniciar uma execug¢ao ao
usar o assistente avancado, clicando em “Finish and Lock
Samples”.

New Run Wizard

Settings
Given Conc. Format | ﬂ Idnit ; ||:l:||:|ies ﬂ tore Options
Samples :
.j Edit | HesetDefauIt| Gradient| |D WS S I,_|
C|ID |Name |Ty|:ue |I3r|:|ups |Given Cone. |SE:A
1 250bp Inknown e
2 250bp nkricwn Ve
B ;o Unknown e
B 5o Unknown Ye
5 B00bp Inknown e
B G s00bp Unknown Ye
B Unkrown e
- 8 Urkrown e
g nknown e T
4 [
Page
MName: |Page1 | | e | | [ Synchronize pages
Skipwizard | <<Back | Fiish | Finish and Lock Samples |

O seguinte aviso aparece. Cligue em “Yes” para confirmar.

Rotor-Gene () Series Software

L] "-n,‘ Lock the samples? Only administrators will be able to unlock them once this has been done,
]

Yes Mo

Uma vez que as amostras estejam travadas, ndo serd possivel
editar amostras na janela “Edit Samples”.
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i% Edit Samples _ =101 =1
File Edit Format Security
Standard I Rotar St_I.JIEI
—Settings
Given Conc. Farmat : I j Uit : ICDDiES j More Options |
—Samples ;
S IENEE
C |0 |Hame | Type |Groups | Given Cone. | Selected |«
1 250bp dnknown e
2 250bp dnknown Tes
B : s Unknown Tes
B 4500 Unknown es
| 5 500bp dnknown Tes
B & s006p Unknown Tes
B - Unknown es
B - Unknown Tes
B - Unknown es
B =« Unknown es
B Unknown Tes
N - Unknown Yes j
—Page:
Mame ; IF'age1 < | > | [ | Deletel [T Simchronize pages
[ | Ok I Cahcel I Help |

7.9.6

Amostras também podem ser travadas e destravadas na janela
“Edit Samples”. Entretanto, apenas um administrador pode
destravar amostras uma vez que elas tenham sido travadas.

nat | Securty

tot 5 Kk

Samples Locke

Qualguer mudanca nao autorizada ao arquivo invalidara a
assinatura da execucao.

Modelos travados

Se desejar, pode ser especificado como requisito que todas as
execucdes sdao realizadas usando um arquivo de modelo
especifico. Este modelo pode ser armazenado em um drive de
rede onde usudrios ndo podem modificar dados. Usudrios ainda
podem executar seus proprios perfis. O software Rotor Gene Q
armazena o nome do arquivo de modelo que foi executado. Esta
informacgao é acessavel clicando no botdo “Settings” para acessar a
janela “Run Settings”. A informacdo do modelo é armazenada em
outra Informacdo de execucao.
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7.10

7.11

Manual de usudario do Rotor-Gene

Other Fun Run lile has 3 valid signature
Infoematiorn : Template was sigred.
Using 72-well carougel
Charnels saved for s un:
Created with lemplabe
T:ADual Labeled Probes. et
Furi iz currently i progress.
Started at 16,/02/2008 11:16:36 AM

Nao é atualmente possivel criar arquivos de modelos de leitura
apenas usando o software Rotor Gene Q.

Menu Gain (Ganho)

Clique no menu Gain para visualizar “Gain Settings” para atual
execucdo. Isso ajusta o ganho do canal especifico antes da
execucdo. Ajustes de ganho sao retidos da ultima execucao. Estes
podem ser modificados se a execucao ainda nao tiver comecado
ou estiver nos ciclos iniciais. Use as setas para cima e para baixo
préxima da caixa de texto para modificar os campos. Depois clique
em “Ok”.

O ganho pode ser modificado durante os ciclos iniciais. Uma linha
vermelha sera desenhada no canal apropriado mostrando onde o
ganho foi mudado. Ciclos anteriores a mudanca de ganho serao
excluidos da andlise.

Velow 5 =
Fed =
Crimzan I?——I
HF; =

_I x|

Menu Window (Janela)
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7.12

7.13

Manual de usudario do Rotor-Gene

Este menu permite que a janela seja azulejado verticalmente ou
horizontalmente, ou arrumado em cascata. Mais opg¢des sdo
acessiveis clicando a seta a direita do botao “Arrange”.

Menu Help (Ajuda)

n

Sob o menu Help, “Contents” acessara a ajuda. “What’s new?...
da um pequeno panorama das novas caracteristicas adicionadas
desde que o software previamente instalado libere. “Website”
abrird o Web Site da QIAGEN em uma nova janela do browse.
“About This Software” fornece informagao sobre a madquina
conectada, lo niumero serial do Rotor Gene Q, e a versao de
software.

Enviar E-mail de suporte

A opcdo enviar e-mail de suporte no menu Help permite gie vocé
envie um e-mail de suporte para a QIAGEN incluindo todas as
informacdes relevantes de uma execu¢dao. A opcao “Save as”
salvara todas as informagdes para um arquivo que vocé pode
copiar para um disco ou pela rede se vocé ndo tiver acesso para
enviar e-mail no computador executando o Rotor Gene Q.
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8.1

8.2

8.3
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Funcgoes adicionais

Modelos de analises

Algumas analises requerem ao wusudrio a definir limiares,
configuracdes de normalizacao, e configuracdes de gendtipo.
Normalmente estes ajustes sao re-utilizados frequentemente em
multiplos experimentos.

Modelos de analise permitem ao usuadrio salvar e re-utilizar esses
ajustes. Isto reduz o esforco de ajustes para reentrar e reduz o
risco de erro.

Quantificagdo, Fusao, Discriminacdo Aléica, Andlise Grafico de
dispersao, e andlise de ponto final e suporte modelos de analises.
Essas analises permitem ao usuario exportar um modelo Unico
para a andlise (e.g., analise de quantificacdo permite a exportagao
e importacao de arquivos *.qut que contém configuracdes de
guantificacdo).

Depois que um modelo de analise tenha sido importado ou
exportado, o nome do arquivo do modelo é mostrado para
referéncias futuras.

Imported 5ettings b |
A TemplateshBC. qut

[mpart.... | Export... |

Abrindo uma segunda execu¢ao

Enquanto realiza uma execucao, é possivel abrir e analisar
execucoes que foram realizadas antes. Varias fungdes, tais como
os botdes “New” ou “Start Run”, ndo sdo ativados na segunda
janela. Uma nova execug¢ao pode ser iniciada da primeira janela
uma vez que a primeira execugao tenha terminado.

Opgoes de escala

Para acessar “Adjust Scale”, cligue em “Adjust Scale...” no fundo
da janela principal ou cliqgue com o botdo direito no grafico e
selecione “Adjust Scale...” no menu que aparecer. Uma escala
pode ser manualmente entrada na janela que aparecer.
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diust Scale |
P axirnLim : Irj
Minirnoim ; IU—::II

o= |

Para acessar “Auto Escala”, clique em “Auto Scale...” no fundo da
janela principal, ou cligue com o bot3ao direito no grafico e
selecione “”Auto Scale...”no menu que aparecer. “Auto Scale”
tenta ajustar a escala a leitura maxima e minima nos dados.

Para acessar “Default Scale”, clique em “Default Scale...” no fundo
da janela principal ou cliqgue com o botdo direito na grafico e
selecione “Default Scale...” no menu que aparecer. “Default Scale”
reinicia a escala para mostrar unidades de fluorescéncia de 0 a
100.

8.4 Exportar graficos
Exportar figura

As etapas seguintes descrevem como salvar uma imagem.

1. Cliqgue com o botdo direito na imagem e selecione “Export” no
menu que aparecer.

2. Ajanela “Export Dialog” aparece. Selecione o formato desejado
na lista “Format”.
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Export Dialog
Picture |Native| Data |

Farmat
' nap

az Metafile
az PostScnpt
az PDF

az PCx

az GIF

asz PMG
azJPEG

Optionz I Cize I

Colars:  Default

[T Monechrome

[]

Copy | Save... | Send... |

Cloze

3. Selecione a etiqueta “Size” e especifique o tamanho desejado.

Optiors ~ Size |

s ketafile o =
as PostScript Wfidth: 533 =
az PDF
as POX Height: [540 j
az GIF
:Z Lllj IEEGG ¥ Keep aspect ratio
Copy Save... Send... Close

4. Verifiqgue a caixa “Keep aspect ratio” para manter a imagem na
proporc¢do correta ao ajustar seu tamanho.

5. Cliqgue em “Save” e seleciona o arquivo de nome e localizagao

para o arquivo na caixa de didlogo que aparece.

Se uma imagem de alta resolugdao é requisitada, recomendamos
aumentar o tamanho da imagem até que encontre seu requisito
ou salvar o grafico como um Metafile (*.emf, *.wmf). Este é um
formato a base de vetor que pode ser aberto no software tal como
Adobe lllustrator, permitindo o usuario para criar uma imagem de

qgualquer resolugao.
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Formato de exportac¢ao nativo

Graficos no software Rotor Gene Q usa a terceira fracao do
componente TeeChart desenvolvido por Steema software. Para
salvar um grafico em formato nativo, selecione a etiqueta “Native”
na janela “Export Dialog” (veja tela anterior), e depois cligue em

“Save”.

Formato nativo no formato de arquivo TeeChart padrao.

Isso permite ao usudrio a usar o TeeChart Office da Steema
software. TeeChart Office é disponivel como um freeware e é
instalado como parte do pacote do software Rotor Gene Q. Para

acessar o software, clique no icone TeeChart no desktop.

e

TeeChart
Office

TeeChart Office permite a manipulacao de graficos exportados,
incluindo mudanca de cores de curvas, adicionar anotag¢des, mudar
fontes, e ajustar pontos de dados.

& TesChart Office - test tes

fle Edt Miew Jooks Help

DRI rcQl » Ky [ eomx :g|_i- -~ ]
J fl RS EEEE A || ﬁ:.::" A || T|J_-||
At r %R A ‘15_ 'JEE;
18-
& W — 2-Helerozygous 17 | II
bz @ 3 widype 18-
& ¥ — 4 - Helérozygous 5 !
@ W — 5 Helerce_l.mJ
14 o

ST— _—||&P
Progeity Wil 812 x_,,-f _,,.f'::;____,
o NN = ||ai
Back Image |- [none) . ,é;'/ 15
Bewel Raiged ;{{, o | :
Barder = — : f?} /
Cokr White B ,%f; .
Color mode Colors 7 I ;I
= B Y n
Gradkent [~ irone) 5 _ﬂ__,:_;d,/__ s N —
View 30 I Mo
AuoSize I Yes 5 W15 20 X W B/ M4 H‘"I

! Cycie ,

Chant |Data | [}*_\ﬂ
| [l [Modfed | MUM|
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Exportacao de dados

Para exportar dados em varios formatos, selecione a etiqueta
“Tab” na janela “Export Dialog”. O arquivo exportado contém os
pontos de dados brutos usados no grafico.

Export Dialog Ed
Picture | Mative Data |
ees: al] 5 iﬂclzi?r;t Index
Farmat: [+ Puaint Labels
iTewk [+ Header
[~ Paint Calors
" HTML Table Delimiter:

" Eucel Tahb ﬂ I

Copy Save.. Send... | Cloze

Exportando dados brutos e dados de andlise também podem ser
realizados selecionando “Save as” sob o menu “File” (veja a secdo
7.5).

8.5 Icone chave de fenda

O icone chave de fenda ﬂ aparece no fundo esquerdo na janela
principal. Clicando no icone chave de fenda permite varias opgoes.
Essas opc¢des também podemser acessadas clicando com o botdo
direito no grafico.
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adjust Scale. ..
Auboscale
Revert to Defaulk Scale

Expott...
Zopy Chart to Clipboard

Edit Chart in TeeChart Office. .

PFimE. ..

Digital Filker, ..

Select &l Mamed Samples
Show Pinpainker
Garouping

Ajustar escala, auto escala,
reverter para escala padrao
Exportar...:

Copiar grafico para prancheta;

Editar grafico no TeeChart Office...:

Imprimir:

Filtro digital:

Manual de usudario do Rotor-Gene

Veja a se¢ao 8.3

Este salva o grafico em uma variedade e
formatos (veja a secao 8.4)

Este copia a imagem do grafico para a
prancheta

Este abre o grafico diretamente no
TeeChart Office para editar (veja a secao
8.4)

Este imprime o grafico

Este modifica o atual filtro digital
selecionado no grafico. O filtro digital alisa
os dados usando a janela deslizante de
pontos.
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x
|N|:une
M edium
Heawy
Cancel |

Mostrar apontador: Este abre uma janela que mostra as
coordenadas exatas da posi¢cdo do ponteiro
do mouse.

Agrupamento: Este agrupa visualmente amostras que
tenham nomes idénticos. Isto pode ser util
em execucoes de rotor completas.
Selecionando esta op¢ao nao afeta valores
calculados.

8.6 Opcoes de areas selecionadas.

Uma area de um grafico pode ser selecionada clicando e
segurando o botdo esquerdo do mouse e arrastando o ponteiro do
mouse. As seguintes op¢des aparecem.

Select Only These Samples

Deselect These Samples
Zoorm

Cancel

Selecione opg¢des estas amostras:

Tire a selegcdao destas amostras:

Manual de usudario do Rotor-Gene

Amostras fora da darea selecionada sdo
tiradas da selegao.

Todas as amostras na area selecionada sao
tiradas da selegao.
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|

Zoom Este amplia a visao da darea selecionada do
grafico. Clique no botao “Default Scale”
para tirar o zoom.
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9 Procedimentos de manuten¢ao

Manter a performance de trabalho do Rotor Gene Q é facil.
Performance Optica é mantida para assegurar que as lentes,
localizada em ambas as fontes de emissdao e detecgao, estejam
limpas. Isto é alcancado limpando gentilmente com cotonete,
Umido com etanol, sobre as lentes.

Mantenha a bancada de trabalho limpa e livre de poeira e papéis.A
entrada de ar do Rotor Gene Q é ao fundo, e materiais soltos, tais
como papel ou poeira comprometem a performance.

Para evitar o acumulo de poeira, mantenha a tampa do Rotor
Gene Q fechada quando o instrumento nao for usado.

Se a camara do rotor se tornar contaminada, pode ser limpa ao
limpar as superficies com um pano umedecido sem fiapos (que
ndao esteja pingando) com 0.1% de solugdo alvejante.*Limpe a
camara com um pano umedecido sem fiapos com agua de grau
PCR para remover tracos de alvejante.

*Ao trabalhar com produtos quimicos, sempre use um jaleco adequado, luvas descartaveis, e 6culos de
protecdo. Para mais informagdes, consulte os manuais de material apropriado disponiveis do fornecedor

do produto.
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10 Verificagao de temperatura dptica

10.1

10.2

Manual de usudario do Rotor-Gene

Verificacdo de temperatura éptica (OTV) é um método que verifica
a temperatura interna do tubo no Rotor Gene Q. A validacdo da
temperatura interna do tubo pode ser um procedimento
importante em laboratdrios certificados. OTV é realizada usando
um kit Rotor Disc OTV (veja o apéndice C).

Principio OTV

OTV wusa as propriedades Opticas de 3 cristais liquidos
termocromaticos (TLC)* como referéncias absolutas de
temperatura. Quando aquecida TLC mudam de opacas para
transparente em temperaturas muito precisas (502 C, 752 C, e 909
C). TLCs ndo fluorescem. Portanto, é necessario cobrir a fonte de
excitagdo com uma insergdo fluorescente para que os pontos de
transicao TLC possam ser detectados pelo sistema éptico do Rotor
Gene Q. TLCs que estejam abaixo de suas temperaturas de
transicao sdao opacas e refletem luz. Algumas luzes refletidas
dispersam pelo detector, aumentando a fluorescéncia. Quando a
temperatura interna do tubo atinge o ponto de transicao TLC, o
TLC se torna transparente, e luz passa através da amostra ao invés
de ser refletida para o detector, resultando em aumento de
fluorescéncia. A mudanca na fluorescéncia é wusada para
determinar a temperatura de transicao precisa de cada TLC. A
temperatura de transicdo é comparada com a temperatura
relatada pelo arquivo de calibragem de fabrica do OTV Rotor Disc
para verificar se o Rotor Gene Q esta dentro das especificacdes de
temperatura.

Componentes do kit Rotor Disc OTV

Os seguintes componentes sao requisitados para executar um
oTV:

= Um kit Rotor Disc OTV, que inclui:

= Um Rotor Disc 72 OTV Rotor selado (inclui TLCs)
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*Ao trabalhar com produtos quimicos, sempre use um jaleco adequado, luvas descartaveis, e 6culos de
protecdo. Para mais informagdes, consulte os manuais de material apropriado disponiveis do fornecedor
do produto.

* |nsercdo de placa fluorescente de dispersdo (esta insercao é
preta para o instrumento Rotor Gene 3000 ou branco para
o Rotor Gene 6000 o Rotor Gene Q).

= Um CD que contém os seguintes arquivos: um numero
serial e arquivo de data de expiracao(*.txt) do OTV Rotor;
Arquivo de modelo de teste OTV (*.ret); Manual do produto
(*.pdf); arquivo de calibragem de fabrica (*.rex).

= Manual do produto

= Software Rotor Gene Q Series versdao 1.7 ou maior, que
contém o assistente OTV Rotor facil de usar.

=  Rotor Disc 72 Rotor

= Argolas de travamento do Rotor Disc 72

10.3 Executando um OTV

1. Posicione a inser¢do sobre as lentes de emissdo no fundo da
camara do Rotor Gene Q.

2. Posicione o OTV Rotor Disc em um Rotor Disc 72 Rotor.
Mantenha seguranga com uma argola de travamento Rotor
Disc72. Posicione a assembléia dentro do Rotor Gene Q e clique
no lugar. Feche a tampa do Rotor Gene Q.

Manual de usudario do Rotor-Gene 214



Verificacdo de temperatura dptica

3.Acesse o assistente avancado selecionando etiqueta “Advanced”
na janela “New Run”. No assistente avang¢ado, clique em
“Instrument Maintenance” e depois em “OTV”. O assistente pede
o numero serial do OTV. Este niumero pode ser lido no rétulo no
OTV Rotor Disc, ou pode ser importado do CD clicando em
“Browse” e escolhendo o arquivo *.otv fornecido no CD. Uma vez
gue o numero for entrado, clique em “Start”.

Huick Start  Advanced |

* Contains templates
& Perform Last Run Wit o Form

e finstrument

*% Empty Run maintenance,

*e

"2 Three Step with Melt
T.
= Two Step
l I HRM™
_—

T'".LJ:] Other Runs

nstrument Maintenance

fj Open A Template In Another Folder...

Cancel

I

Help

v Show Thiz Screen When S oftware Opens
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ft Optical Temperature Verification Rotor

This template allows pou to perform intube temperature vernfication with the QIAGEM
OTY Ratar. For mare information, zee our website available from the Help menu.

Fatar Details ;
[ Fluorescent insert

placed comectly Flease enter the serial number of the rator you are using :

OT-C172-31F4-2D0-324-306-3830

Temperatures . B0-72-90
Expiry Date : ar 2006
Walidity Check :  “alid

Start | E xit

4. O software entao solicita um nome de arquivo para a execugao.
Depois a execugado inicia.

5. A execuc¢do realiza uma série de fusdes que determinam as
caracteristicas térmicas do Rotor Gene Q.

F¥ OTY Temperature Yerification Results x|

— Summary

Werfication Bezult :  Adjustment B ecommended

— [Dretails

Lower Point : Mo Adjustment Required
tiddle Point : Mo Adjustment Required
Upper Point :  Adjustment Required

Apply Adjustment. .

Cloze

6. Quando a execugao for terminada,o software indica se o Rotor
Gene Q esta dentro das especificagdes.
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7. Se ajustes forem requisitados, o usuario deve clicar em “Apply
Adjustment”. Isso solicita ao usuario a realizar uma execuc¢ao
de verificagao. Depois que a execuc¢ao de verificacao estiver
completa, nenhum ajuste deve ser requisitado. Se mais ajustes
forem requisitados, contate seu distribuidor.

8. Quando o Rotor Gene Q estiver dentro das especificacdes, um
relatdrio da execugao pode ser revisto e impresso.
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11 Analise de fusao de alta resolucao

Andlise de fusdo de alta resolucdo (HRM) é uma técnica inovadora
gue pe baseada em andlise de fusdao de DNA. HRM caracteriza
amostras de DNA de acordo com seu comportamento de
dissociagao, assim que elas transitam de DNA de corddes duplos
(dsDNA) para DNA de cordao unico (ssDNA) com temperatura
aumentando (veja figura abaixo). Um instrumento HRM coleta
sinais fluorescentes com extrema precisao Optica e térmica,
criando muitas possibilidades de aplicagdes.
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Uma agao tipica de HRM. As acdes de curva de fusdo de transicao
da fluorescéncia alta da fase inicial de pré-fusao, através da
diminuicao em fluorescéncia na fase pds-fusao. A fluorescéncia
diminui conforme a intercalagdo do corante é solto do dsDNA
assim que ele se funde com cordao unico. O ponto médio da fase
de fusdo, em que a média de mudanca na fluorescéncia é maior,
define a temperatura de fusao (Tm) do DNA sob analise.

Antes de realizar uma analise HRM a sequéncia alvo deve ser
amplificada para um nimero maior de cdpias. Isto geralmente é
realizado por PCR na presenca de um corante de fluorescéncia
intercalante de dsDNA. O corante nao interage com ssDNA, mas
intercala ativamente com dsDNA e fluoresce brilhantemente ao
ser intercalado. Mudanca na fluorescéncia pode ser usada para
medir o aumento de concentracdo de DNA durante um PCR e
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depois para diretamente medir fusdao de DNA térmicamente
induzida por HRM. Durante o HRM a fluorescéncia é inicialmente
alta porque a amostra inicia como dsDNA.SA fluorescéncia diminui
assim que a temperatura aumenta e o DNA se dissocia em corddes
Unicos. O comportamento de fusdo observado é caracteristico de
uma determinada amostra de DNA.

Ao usar HRM, o Rotor Gene Q pode caracterizar amostras baseado
em sequéncia de comprimento, conteudo GC, e sequéncia
complementar de DNA. HRM pode ser usado em aplicacdes de
genotipagem, tais como andlise de inser¢cdo/delacdo ou
polimorfismo nucleotideo Unico (SNPs), ou para mostrar mutacoes
genéticas desconhecidas. Também pode ser usada em aplicagdes
epigenéticas para deteccdo e andlise de status de metilacdo de
DNA. Também pode ser usado para quantitativamente detectar
uma proporgao pequena de variantes de DNA em um fundo de
sequéncia do tipo selvagem de aproximacao sensitiva de 5%. Isto
pode ser usado, por exemplo, para estudar mutagdes somaticas
adquiridas ou mudancas no estado da metilacdo de ilhas CpG.

HRM no Rotor Gene Q facilita multiplas aplicagdes, incluindo:
= |dentificacdo de predisposicao de genes do candidato.

= Estudos associados (casos comparados e controles,
genodtipo e fendtipo).

= Determinacao de prevaléncia aléla dentro da populagdo ou
subgrupo.

= Mostra e validagdao de SNP.

= Mostra de perda de heterosigosidade.
® |mpressao digital do DNA.

= Caracterizacao de blocos de hapldtipos
= Analise de metilagao do DNA

= Mapeamento do DNA

= |dentificacdo de espécies

= Descobrimento de mutagdes

= Determinar a média de mutacdes somdticas adquiridas
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111

11.2

11.3

= Tipagem HLA

HRM é mais facil e tem mais custo-beneficio do que o exame de
genotipagem a base de sonda e, ao contrario de métodos
tradicionais, é um sistema de tubo fechado que previne
contaminagao com produtos PCR. Os resultados sao comparaveis a
métodos convencionais tais como SSCP, DHPLC, RFLP, e
sequenciamento de DNA.*

Instrumentacao

O Rotor Gene Q fornece a seguinte demanda de requisitos de
capacidade termo-dptica em tempo real para HRM.

= |luminacdo de alta intensidade

= Deteccdo 6ptica altamente sensivel

= Rapida aquisicao de dados

= Temperatura de amostra finamente controlada

= Variacao térmica e éptica minima de amostra para amostra

Quimica

A QIAGEN oferece o kit Type-it HRM PCR para analise de SNPs e
mutacdes usando HRM e o kit EpiTect HRM PCR para analise de
metilacdo usando HRM (disponivel em breve). Ambos os Kkits
contém o corante EvaGreen fluorescente intercalante de terceira
geragao. Os kits combinam Buffer HRM otimizado e HotStar Taq
Plus para evitar amplificacdo de produtos nao especificos e
fornecer resultados confiaveis.

Exemplo de genotipagem SNP

No exemplo mostrado, o kit Typi-it HRM PCR foi usado em analise
HRM para diferenciar entre tipo selvagem homozigoto,
homozigoto mutante, e formas heterozigotas do SNP humano rs
60031276. Para detalhes técnicos, consulte o manual Type-it HRM
PCR.
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*White, H. and Potts, G. (2006) Scanner de mutagdo de analise de fusdo de alta resolugdo. Avaliagdo do
Rotor Gene 6000 (Corbett Life Science), HR-1 w 384 well LightScanner (Idaho Technology). National
Genetics Reference Laboratory-Wessex.

A

Heterozygote

Homozygote
mutant

=) Wild type
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Homozygote
| mutant

Heterozygote

i HRM Results - HRM A.HRM {Page 1)

Mo. | C[Mame | Genotype | Confidence %
22 A8 Hurnan SMP rsB0031276  horno A, 100,00

23 [ urknown hiorno Ay, 43.43

24 [ urknown hiorno A4 39,76

28 B 4G Human SMP sR0031276  hetero AG 100,00

29 B unknown hetero &G 43.43

30 [ unknown hetero AG 38.47

34 [l GG Human SNP 60031276 homo GG 100,00

35 [ urknown homo GG 58,80

36 unknown hormo GG 33.53

Genotipagem SNP por HRM. SNP humano rs600031276 (substitui¢cdao A
a G) no gene PPP1R14B (proteina fosfatase 1, subunidade regulatéria
(inibidora) 14B) foi analizada no Rotor Gene Q usando 10 ng de DNA
genomico de diferentes gendtipos e o kit Type-it HRM (disponivel em
breve). Amostras tipo selvagem homozigoto (AA), homozigoto mutante
(GG), e heterozigoto (AG) sdo mostradas em A uma curva de fusdo
padrdo nomalizada e B uma acdo de diferenca normalizada para
amostras do tipo selvagem. C Genotipos para as amostras
desconhecidas que foram designadas pelo software Rotor Gene Q.
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11.4 Exemplo da analise de metilagao

No exemplo mostrado, o kit EpiTech HRM PCR foi usado em
analise HRM para discriminar varias proporcées de DNA metilado e
ndo metilado. Para detalhes técnicos, consulte o manual EpiTech
HRM PCR.

100% methylated
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100% methylated

Analise quantitativa de metilagao por HRM. Varias propor¢des de DNA-
APC metilado e ndao metilado (acedonomatosis polyposis coli) foram
analisados e discriminados por anpalise de metilagado HRM no Rotor
Gene Q usando o kit EpiTech HRM (disponivel em breve). A uma curva
de fusdo padrdao normalizada e B uma acao de diferenca normalizada
para as 50%de amostras metiladas mostradas.

11.5 Guias para sucesso em analise HRM

O sucesso de andlise HRM depende muito na sequéncia
determinada sob investigacao. Alguns temas de sequéncia, tais
como hairpin loops ou outras estruturas secundarias, regidoes
localizadas de conteddo GC incomum alto ou baixo, ou repeticao
de sequéncias podem afetar o resultado. Além disso, utilizar os kits
padrdes e protocolos otimizados da QIAGEN pode superar muitos
dos desafios potenciais listados. Algumas simples dicas para ajudar
a garantir o sucesso como detalhado abaixo.

Analisar pequenos fragmentos de DNA

Analise fragmentos nao maiores que 250 bp. Produtos maiores
podem ser analisados com sucesso, mas geralmente fornecem
resolucao mais baixa. Isto porque, por exemplo, uma variagao de
base Unica possui um maior efeito no comportamento de fusdo de
um amplicon de 100 bpdo que no amplicon de 500 bp.
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Assegure-se que o PCR contenha apenas produto especifico

Amostras contaminadas com artefatos pds-PCR, tais como
principios dimeros ou produtos ndao especificados podem fazer
resultados HRM dificil de interpretar. Kits da QIAGEN para analise
HRM garantem especificagdo maxima sem necessidade de
otimizagao.

Use modelo de pré-amplificacao suficiente

Anadlise de dados PCR em tempo real podem ser muito Uteis para
solucionar problemas de analise HRM. Ag¢des de amplificacao
devem ter um Ct (ciclo limiar) de menos ou igual a 30 ciclos.
Produtos que amplificam mais tarde que este (devido a inicio lento
de montante de modelo ou degradacao de modelo) tipicamente
produzem resultados HRM varidveis devido a artefatos PCR.

Normalizar concentragdao de modelo

O montante de modelos adicionados na reacdo deve ser
consistente. Normalize as concentragdes iniciais para que todas as
acoes de amplificacdo estejam dentros dos valores de 3 Ct para a
outra. Isto garante que a entrada de concentragdes esteja dentro
de um alcance de 10 dobras.

Verifique por acoes de amplificagdo anomalas

Antes de executar um HRM, examine os dados de acdao de
amplificacdo cuidadosamente por formas de a¢des de amplificacao
anormais. A¢des com uma fase log-linear que nao seja ingreme é
recortada, ou que atinja um planalto de sinal baixo comparado
com outras reacdes, podem indicar amplificacdo fraca, ou um sinal
de fluorescéncia que sejga muito baixo (e.g.,isso pode ocorrer se a
primeira concentracdo for muito baixa). Reacdes fracas podem ser
causadas por inibidores de reagao ou configuragao incorreta da
reacao. Dados HRM de tais amostras podem ser inconclusivos ou
de baixa resolucdo. Para evitar resultados ndo confidveis,
recomendamos os kits QIAGEN para preparacao de amostra e
andlise HRM.

Mantenha as concentragdes de amostras de pds-amplificagao
similares

A concentracdao de um fragmento de DNA afeta sua temperatura
de fusdo (Tm). Por esta razdo, concentracées de amostras de DNA
devem ser mantidas o mais similares possivel. Ao analisar
produtos PCR, certifique-se de que cada reagao tenha amplificado
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11.6
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para a fase de planalto. Em planalto, todas as reacdes terdo
amplificado para uma extensao similar independentemente de seu
montante inicial. Note, entretanto, que rea¢des fracas podem nao
alcancar o planalto com a mesma quantidade de amplificacao
devido, por exemplo, a configuragao inconsistente de exame (e.g.,
a primeira concentracdo foi muito baixa).

Garanta a uniformidade amostra por amostra

Todas as amostras devem ser de volume igual e devem conter a
mesma concentracdo de corante. O comportamento de fusao de
DNA ¢é afetado por saltos na mistura de reacao, entdo é
importante que a concentracao de buffer, Mg, e outros sais sejam
o0 mais uniforme possivel em todas as amostras. Similarmente, use
apenas tubos de reacdo idénticos do mesmo fabricante para evitar
variacOes devido a espessura plastica e propriedades de auto-
fluorescéncia.

Pemitir coleta de dados suficiente para as fases de pré-fusdo e
po6s-fusao

Capture pontos de dados HRM por aproximadamente 102 C de
alcance, centrado em volta do Tm observado (veja a figura na
primeira pagina deste capitulo). Isto fornece pontos de dados de
base suficientes para efetiva normalizacao da curva e resultarda em
mais réplicas reproduziveis e interpretacao mais facil de dados.

Preparacdo de amostra

Degradacdo de amostra deve ser evitada durante a purificacdo e
armazenamento. Evite montantes excessivos de inibidores, tais
como de reporte de etanol. Para melhorar os resultados HRM,
recomendamos manter o montante de modelos usados
consistente entre amostras. Analise espectrofotométrica para
determinar a concentracao de DNA e pureza é recomendada.
Recomendamos os kits QIAGEN para preparag¢ao de amostras.

Nota: A 260 nm uma unidade de absorg¢do é igual a 50 ug/ml DNA.
DNA puro fornecera uma proporgao de 1.8 a 260 nm até 280nm.
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11.7 Configuracao do software

1. Abra um novo arquivo de execuc¢ao selecionando “New...” do
menu File. No assistente avancado, selecione “HRM”.

[CIr— x
Quick Startt Advanced |

el Corbett Life Science
\ ,.J o

High Resolution Melt
run.

L1l

"% HRM™ with Pre-Amplification

Cancel

Help

i

¥ Show Thiz Screen When Software Opens

2. Ajuste o tipo de rotor (neste exemplo o rotor de 72 pogos é
usado). Certifique-se de que a argola de travamento esteja no
lugar e a caixa “Locking Ring Attached” esteja selecionada
antes de prosseguir para a proxima etapa.

|
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New Run Wizard ' x|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

— Rotor Type

36-Well Rotor

Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100

[V Locking Ring Attached

Skip Wizard | << Back I Next>> I

3. Ajuste os detalhes da execugdao. Entre com o nome do
operador (opcional) e adiciona qualquer nota sobre o
experimento (opcional). Selecione o volume da reacdo
(requisitado) e o layout desejado da amostra.
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New Run Wizard

X

Thas screen displays miscellaneous options for the run, Complete the fields,
clicking Next when you are ready to move to the next page.

Operator : IRo(or-Gene Q Operator

Notes : Enter any notes for the particular HRM experiment |

Reaction I =
Volume (uL): 5 e

Sample Lagout: [1.2.3.. =]

This box displays
help on elements in
the wizard, For help
on an item, hover
your mouse over the
item for help. You
can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

SkipWizad | <<Back |  New»> |

4. Clique no botdo “Edit Profile” para modificar tempos e

temperaturas da reagdo.

New Run Wizard

Temperature Prafile :

Edit Profile ...

Channel Setup

M ame | Source | Detectar | Gain | Create Hew... |
Green A70mm 51 0nm 267 $
' ellonw 530nm 555hm —

Orange 58%nm B10nm g
Red B28nm  BROnm

Crimzaon B30nm  F10hp
HFit 470mm 51 0nm

Mmoo

Bemove
o< Rezet Defaultz

Gain Optimization. .. |

Skip Wizard | ¢ Back Mewt 33 |

Thiz bow displays
help on elements in
the wizard. For help
an arn item, hower
WAl roLize aver the
itern for help, ou
can alzo click on a
combo box to display
help about itz
availlable sethngs.
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5. Ajuste um tempo de espera inicial apropriado. Este tempo
depende do tipo de polimerase de DNA usado. O kit Type-it
HRM PCR e o kit EpiTech HRM PCR requerem um tempo de
ativacdao de 5 minutos. O tempo de ativacdao padrao é de 10
minutos.

=z
S sl B I

Mew Qpen  Save As Help

The run will take approximately 104 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed

A

Click on a cycle below to madify it ;

H|||| _ Rl e e |
E}II:!Crlk!'lng Inzert befare. . |

Remove |
Haold Temperature: g5 | deg.

Hald Time : 2 |mins 1] |secs

6. Modifique o ciclo para se ajustar ao amplicon
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Edit Profile |

7] £ K =]

-

=T Qpen  Save As Help
The run will take approximately 104 minute(z] to complete. The graph below represents the run to be performed :

"

Click on a cycle below to madify it :

Hold Inzert after... |
HFiM Inzert befare... |

Remowve |
This cycle repeats 45 | time(s).

Click ot ohe of the steps below to modify it, or presz + or - to add and remove steps for thiz cycle.

lTimed Step 'i _'ILI
95 deq. for 5 secs

B0 deq.

10 seconds

Acquining to Cycling &

on Green

[~ Long Range
[~ Touchdown %

E0 deg. for 10 secs

7. Assegure-se que dados de fluorescéncia serdo adquiridos.
Adquira dados no canal verde no fim da etapa de cozer.

|
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Acquisition

Same as Previous ; I[New Acquizition] j

— Acquizition Configuration :

Aueallable Channels : Acquinng Channels :
M ame | j I arne
Crimzon
HF k4 j
Qrange
Red «
rellow

T acquire from a channel, zelect it from the lizt in the left and click >, To stop acquinng from a
channel, select it in the right-hand list and click <. Ta remaove all acquisitions, click <<

Dwe Chart > | ok I Dan't Acquire | Help |

Dye Channel Selection Chart

Green 470nm | 51 0nm Fahd, SybiGreen’, alexadas

JOE, CalGald, Callrange', TET, ‘akima ellow, IC
Yellow | 530nm | 555nm i HEX. alexsbaz
Orange | 585nm | 610nm R0, Redmond Red, alexabEs

E25nm | BEOnm Cy5. Quasarb 70+, LCRedB40-

B30nm | F10hp Quazar?054, LCRed?05, alexabs0

4E0nm | 510nm LCGreer (!

Manual de usudario do Rotor-Gene

8. Ajuste as condi¢des de execucdao HRM. Modifique as condi¢des
para se adequar ao amplicon. Para o primeiro onjunto de
experimentos permita um dominio amplo de fusdo. Utilize o
Tm tedrico como um guia para os alcances adequados. Uma
vez que vocé tenha determinado onde o produto sera fundido,
reduza o dominio de fusdo para nao mais que 102 C. Garanta
gue o inicio da fusdo ocorra a 52 C anterior a primeira transicao
de fusdo. A rampa padrdo é ajustada para 0.12 C com uma
espera de 2 segundo em cada etapa. A transicdo minima de
rampa é de 0.52 C com uma segunda espera em cada etapa.
Dados sdao automaticamente adquiridos ao canal HRM.
Otimizacdo automatica de ganho é realizada como padrdo. O
software ird procurar pela configuracao de ganho para que o
maior valor de fluorescéncia relatado nao seja maior que 70
unidades em uma escala de 100. Note que este pode ser
aumentado para o maximo de 100.
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Edit Profile #|
. UH =
MNew Qpen  Save As Help

The run will take approximately 104 minute(z) to complete. The graph Below reprezents the run to be performed :

A """

Click on a cycle below bo modify it ;

Huold Inzert after... |
Cycliry

Inzert before... |

Femove |

F.amp fram IT"'U ﬂ deqrees to |99 ﬂ degrees,
Rizing by IEI.1 jl deareefz] each step,
W ait for ISD geconds of pre-melt conditioning on first step,

W ait For 2 ﬁ zeconds for each step afterwards.

Acouire to HEkA LA | on HRM

Gain Optimisation

[+ Dptimize gain befare melt on all tubes.

The gain giving the highest fuorezcence legs than I?D jl
will be selected.

9. Opcional: Ajuste a Auto-Otimizacdao de Ganho. Isso se aplica a
etapa de amplificagdo em tempo real apenas, e é ajustada para
o canal verde. Cligue no botdao “Optimize Acquiring” (para
otimizar apenas aqueles canais usados por uma execuc¢do). A
otimizacao é melhor realizada antes da primeira atepa de
aquisicdo, portanto selecione a caixa “Perform Optimisation
Antes da primeira aquisicao”. O alcance da fluorescéncia do
plano de fundo recomendado para corantes intercalados é
entre 1 e 3 unidades de fluorescéncia. Para mudar esta
configuracdo, cligue no nome do canal e selecione-o na lista e
depois cliqgue no botao “Edit”.
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Auto-Gain Optimisation Setup

— Dptirmization :
T Auto-Gain Optimization will read the fluoresence on the inzerted sample at
g™ different gain levelz until it findz ane at which the fluorescence levels are

acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemizty you are performing.
Set temperature to |50 ill degrees.

O ptirize Al | [ ptimize Acquiring |

¥ Perform Optimization Before 13t Acquisition
[~ Perform Optimization &t B0 Degrees At Beginning OF Rur

— Channel Settings :

' o s |

Mame | Tube Position | Min Reading | Max Feading | Min Gain | Max Gain Edit... I

Green 1 1FI aFl -10 10 Rlarone |
Femowve Al |

Start I flamual... Cloze Help

10. Inicie a execucdo clicando em “Start Run” e salve o arquivo de execugao

em seu computador.

Surnmary :
Setting | i alue |
Green Gain 7
Rotor F2Mfell Rotor
Sample Layout 1.2.3, ..
Reaction Yolume [in microliters] 25

Start Bun

Once you've confirmed that pour run settings are corect, click Start Bun to Save Template
beqgin the run. Click Save Template to save settings far future runs.

CSkipWizard 3| << Back
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11.

%3 Edit Samples

~lolx|

File Edit Format Security
Standard | Riator Style |

Edite os nomes das amostras (opcional). Nomes de amostras
podem ser editadas durante ou depois de uma execugao.

— Settings ;
Given Conc. Format : I j it : IDDpiESa"u| j More Optiohs |
—Samples :
I ENE]
C 1D |Name |T}I|:ue |I3r|:|u|:|s | Given Conc. |Selected AI
1 fiaild bype 1 i Unkrown Mo J
B oildiyped nkniown Mo
B 2 vildiyped nkniown Mo
- 4 mutation 1 ko Mo
- 5 mutation 1 ik rowe Mo
- B mutation 1 k. row Mo
7 heterozygate 1 nknovan Mo
8 heterozygate 1 nknowvan Mo
9 heterozygote 1 ko Mo
10 rlkronarn Mo
11 Irkniowan Mo
12 Ik niowan Mo j
—Page:
Marme : |F'age 1 Z | 4 | Mew | Deierel [~ Synchronize pages

Lndo I ] Cancel Help

11.8
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Andlise de dados PCR em tempo real

Andlise de dados PCR em tempo real anterior a andlise de dados
HRM é vantajosa. Dados PCR em tempo real podem ser marcados
fracamente ao realizar exames. Identificar estes forasteiros e filtra-
los para fora de sua analise HRM subsequente irda melhorar muito
a eficiéncia geral das analises de HRM, sendo que analisar
produtos PCR de fraca qualidade resultard em resultados HRM
fracos. Recomendamos analisar dados de PCR quantitativo em
tempo real como se segue.

1.

Analise o dado em tempo real usando a op¢ao “Quantitation”
da janela “Analysis”. Se nenhum valor Ct for de 30 ou maior, as
reagOes correspondentes sao consideradas que tenham sido
amplificadas muito tarde. Estas amostras devem ser analisadas
com suspeicdo ou devem ser removidas da andlise como
forasteira. Amplificacdo tardia é geralmente devido pequena
quantidade de modelos iniciais e/ou altos niveis de
deagradacao da amostra.
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2. Avalie o nivel de fluorescéncia do ponto final. Se a
fluorescéncia do ponto final em quaisquer das ac¢des de
amplificacao for baixa comparado com a maioria das a¢des no
conjunto de dados, omita estas amostras da analise mesmo se
seus valores Ct forem menores que 30. Baixa fluorescéncia de
ponto final pode indicar montante incorreto de corante, niveis
incorretos de componentes de reagao (como os primeiros), ou
acao de inibidores.

3. Utilize a opcdao “Comparative Quantitation” da janela
“Analysis” para obter a eficiéncia da reacao de cada amostra.
Se a eficiéncia nao for similar a outras reagdes no experimento,
ou se for menor que aproximadamente 1.4, omita a reacao
como uma forasteira.

Comparative Quantitation Analysis - Cycling A.Green (Page 1} - | Ellil

5 0

Reports,..  Results

dF 2/d2C

Adjust Scale Auto-Scale Default Scale |

B Comp. Quant Resul =101l
Mo. |Hame Take Off | Amplification | Comparative Conc. |F|ep. T akeoff |F|ep. T akeoff [95% CI] | Fiep. Amp. |F|ep. Amp. [95% C1) |F|ep. Conc. | Fep. C
1 mutation 1 1.2 1.66 1.00E+00 1.2 1.66 1.00E +00| Calibra
2 mutation 2 1.4 1.65 9.04E-01 1.4 1.E5 9.04E-01
3 mutation 3 1.4 1.64 9.04E-01 1.4 1.64 9.04E-01
4 wild type 1 1.4 1.66 7.01E-M 14 1.66 7.0ME-01
5 wild type 2 1.8 1.66 7.38E-M 1.3 1.66 7.38E-01
B wildtype 3 1.4 1.66 7.01E-M 14 1.66 7.0ME-01
7 heterozygote 1 1.4 1.67 9.04E-01 1.4 167 9.04E-01
8 heterozpgote 2 1.5 1.66 8.53E-M 15 1.66 8.53E-01
9 | heterozpgote 3 1.3 1.67 9.51E-01 1.3 167 9.51E-01
< >

Resultados de quantificagdo comparativa. A eficiéncia da reagao é
mostrada na coluna “Amplification” com marcagdo de 2 (2=100% de
eficiéncia)

Nota: Se vocé suspeitar a presencga de dimeros primeiros ou produtos
ndo especificos, avalie a reacdo desenhando uma acdo derivativa
usando a opc¢ao “melt” da janela “Analysis”. Garanta que exista um
Unico pico, indicativo de um Unico produto. Se possivel, execute um gel
para verificar se existe um unico produto de amplificagdo. Se hoverem
mais de um produto, a reacdo deve ser repetida ou re-otimizada.

Manual de usudario do Rotor-Gene 237



Analise de fusdo de alta resolucdo

11.9 Andlise de dados HRM

Analise HRM habilita tanto chamado visual quanto automatico de
genotipos. Os resultados podem ser vistos tanto como uma agao
de fusao normalizada quanto uma ac¢ao diferenciada. Curvas
normalizadas fornecem a representacdao basica dos diferentes
genotipos baseados em desvios de curva (para homozigotos) e
mudanca em formato da curva (para heterozigotos)

Nota: A primeira analise de curva de fusao derivativa (como usado
pela opcdo padrdo “Melt” na janela “Analysis”) é considerada
inapropriada para analise HRM. Isto é porque qualquer derivacao
dos dados adiciona ruido adicional e torna a interpretacao dos
dados mais dificil.

As seguintes etapas descrevem a analise de resultados HRM
usando o software Rotor Gene Q.

1. Selecione a opc¢ao “HRM” da janela “Analysis”.

Analysis |
2 Std Curves [Rel) | Other... |
[uantitation hdelt

" HRM A HRM [Page 1]

Show | Hide |
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2. Janelas aparecem mostrando os dados brutos, o grafico
normalizado, e os resultados. A janela de dados brutos permite
ajustes das regioes de normalizagao.

A normalizagdao permite que todas as curvas sejam comparadas
com o mesmo nivel de sinal de fluorescéncia inicial e final para
assisténcia na interpretacdo e analise. Dois cursores por regido
sdao fornecidos, voltando ao lugar no finais das curvas. Os
pontos de dados dentro das regides sao usados para normalizar
a fluorescéncia (do eixo y apenas) para o inicio (Regido 1) e fim
(Regido 2) da acdo de fusdao. Dados fora das regides
determinadas sdao ignoradas. Ajuste as regides para rodear
dados base representativos para as fases de pré-fusdao e pos-
fusdo. Alargar as regides (clicando e arrastando) permite que o
software ajuste para a fenda da base. Para garantir que as
curvas normalizem efetivamente, evite alargar as regides de
normalizacdo na fase de fusao.

W=t oL 1) Sermives, Snitavars < high resolution mell demo
Fia Anslysis Pun Gain Wiew Window Help

AP HE D | @ I &

&
Frogress  Frofls T

Mernakaaier Seger 1

B
ook k5 sl B i

+ s

111
ﬁlﬂ [ -2 o [k o

Bdpest Sosle AuboeSome

B 191 hormalised Graph - Melt Al from B2)F

Weamigiced fagh | Difference Graph |

;Iﬂl
&

£ S

{f
J

wmted

g L= (] -] L]
o]

| Pctcs-Gene 0 Senes Soitware 1.7 [Dukd 348)

Nota: Recomendamos que os cursores s6 sejam movidos se vocé
desejar evitar areas de curva de fusao. Os movimentos dos
cursores na fase de transicdao de fusao podem afetar acdes de
subtracdo e porcentagens de confianga.
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3. A janela “Normalized Graph” mostras as curvas defusdo
normalizadas. Amostras também podem ser vistas como uma
acao diferenciada contra um dos controles.

Robor Gene [ Series Soltware - high recolotion mel dema - [HAM Sorenalised Graph HM‘PMHELFIEH]{F*].]]
L Fla dnelyss Run Gan Yew Wide b
ZEOA PN O [ & & § W B o=
e A B ST S L et Proges Profi  Tenp. Sl A Bepets feege
|Ehormets | . Mok A Fared _'rummmp.m|
[Homened Gragh ]| Difevence Geagh |
wm |
~—
a0
an
. ™
B @
2
i = BaklOn | EBakON
E Homed O | AlOn | ANOH
: et
&0 '“III '“l‘r“ !l“ —
Ladoa Ao
0 Shot - (424 j
End: [12D j
= T Himen
Shat - [ 2 ﬂ
10 : a . End: [m7 =
—  Confilnncn Prcentagn
ﬁ BIE 2]o a3e o B4S E-A] BEE E-] BEE BT ave |0 B2E =i gL L [t E’x
ey

Froto-Gaere @ Sevins Solwam 17 [Bukd 54]

4. Clique no botao “Genotypes...” para definir os gendtipos. Insira
cada nome de categoria de gendtipo e selecione uma amostra
representativa de cada amostra da lista.

72 HRM Genotypes ;IEIEI
Genotype Cantral =

rnukation 193 e
wild type 2
heterozygaote 197

Clear | (0] Cancel
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Its Select a Control X

Pleaze zelect the contral that iz reprezentative of thiz
genotype.

Currently Selected : 198

[3] neql
[4] 156
[5] 155
[E] neg2
[7]202

(] 201 -
ran nn
1 |

Select | Select None I Cancel |

5. Veja a acdo diferenciada, selecionando a etiqueta “Difference
Graph”. Entdo selecione o genotipo contra o qual vocé deseja
comparar todas as outras amostras usando o menu no topo da
janela. No exemplo mostrado, todas as amostras tem acdes
subtraidas de uma acdao média de todas as acdes rotulada

“Mutation 1”.

Reobor-Gene  Series Soltware - high resobution mek dema - [HRM Moamalised Graph - Felt Alirom B2} FamRed (Fage 11] T
T Wil Beakhse Run GEn Wew Wiedte Wl =181 x|
F #.-thllﬂ‘m-' : E:
R Ogot 3w | Soet Poe Ston | Hele |
[chamets . ik aparad . pak agprom i Favied |
Womaktad Grsgh  Difenence Gusgh |

fe
|
F
iF
.

e

£
§

i

-
O e A

15

10

Hoirrakted Firut mutston
-
i
=
5

e e T — T - ——

“‘-—'-;:..\_ Tt sn: 2t =]
.

ﬁ 0ns axn s B4 My -] ace =4 5 aro are e ;e o gaL

Froto-Gaere @ Sevins Solwam 17 [Bukd 54]
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6. Genotipos serao chamados automaticamente pelo software na
janela “Results”. Um valor de confianca é fornecido como uma
verificacgdo de integridade dos resultados chamados
automaticamente. O valor limiar, sobre o qual os chamados
automadticos sao feitos, podem ser editados. Amostras que
caiam para baixo do limiar ajustado serdao marcados como uma
variacdo para uma investigacdo mais profunda ou testar

novamente.
B HRM Results - Melt A{from 82).FarRed {(Page 1} |ol=l| leirn:ulis;tiun Regions —
- 23ding hange
Mo. | | Mame | Genotype | Corfidence % =
1 158 mutation 100.00 Start: |824
2 197 heterozygote  100.00 End: [828 j
4 P mtation 95,72
5 . 195 heterozygote | 97.58 Trailing Range
i . 202 heterozygote | 97,80 Start : [39.3 ﬁ
g | m wild type 100.00 =
a B 200 wild type 93.95 End: IBEI.? =
10 133 heterozygote | 98.91 -
12 0 190 heterozygole | 96.23 - Confidence PE'““_“:‘“ 7
13 187 wild tpe 99,23 Threzhald |30 — 4
15 189 wild type 9759
e BT - . . J———
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Esta pagina foi intencionalmente deixada em branco.
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Solucao de problemas

Arquivos de log

O software mantém arquivos ndao modificados de cada execugao,
junto com informag¢des de diagndstico, em seu arquivo de log
repositorio. Ao usar a Ajuda, opg¢ao Enviar e-mail de suporte, vocé
pode enviar um e-mail junto com todas as informacdes de
diagndstico necessarias para os Servicos Técnicos QIAGEN (veja a
secdo 7.12.1)

Configuragdes regionais no Windows 98

Em alguns computadores, as configuragdes originais sao
configuradas de maneira contraditéria que causa um conflito
dentro do sistema Rotor Gene Q. o problema ocorre quando
diferentes ajustes decimais sdao usados para moedas ou numeros.
Por exemplo, se numeros sao mostrados em um formato “123
456,789” mas moedas s3o mostradas como “S$ 299,192.20”, ent3o
existe um conflito pois o numero “20,123” é ambiguo. Em
maquinas com Windows 98, isso evita que o software Rotor Gene
Q interprete corretamente os numeros. Este problema ndo ocorre
com o Windows 2000.

Para corrigir esta configuracao, siga as seguintes etapas. Os nomes
destas opcoes podem ser diferentes na lingua de seu sistema.

1. Clique no menu Iniciar.

2. Cligue em Configuracdes.

3. Cligue no Painel de Controle.

4. Clique duas vezes em Configuracdes Regionais.
5. Clique duas vezes em Opg¢des Regionais.

6. Cligue na etiqueta “Numeros”.

7. Anote o que é usado como simbolo decimal, e o que é usado
como o simbolo de digito de agrupamento. Em um sistema
alemao, por exemplo, a virgula (,) € usada como um simbolo de
digito de agrupamento.
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8. Cligue na etiqueta “Currency”.

9. Mude o simbolo decimal e o simbolo de digito de agrupamento
para serem os mesmos da etiqueta “Numeros”.

10.Cliqgue em “Ok”.

11.Retorne ao software Rotor Gene Q.

12.3 Solugao de problemas do HRM

Comentarios e sugestoes

Incapaz de executar HRM
O modelo do Rotor Gene Q
nao esta equipado

Nenhum dado HRM obtido

Configuracao incorreta

Contate seu representante local QIAGEN.

Verifique as configurag¢des do filtro.

Verifique se o tipo de rotor esta correto.
Verifique se os reagentes corretos foram
usados.

Verifique se a reacao foi ajustada
corretamente.

Execute um experimento de controle positivo
(i.e., um exame que é conhecido que dé
resultados).

As parcelas parecem recortadas

Amplificacdo fraca ou
inexistente
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Verifique se os protocolos e reagentes
corretos foram usados. Recomendamos kits
QIAGEN para andlise HRM.

Verifique se a reacdo foi ajustada
corretamente.

Verifique as condig¢des de ciclo.

Verifique a qualidade e quantidade inicial do
modelo. Recomendamos kits QIAGEN para
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preparacdo de amostra.

Parcelas de amplificagcao ou fusao estao saturadas

Ajuste de ganho muito alto Use Otimizacao de alto ganho.

Porcentagens de confianga mudaram

Regides de normalizagao Somente mova as regides de normalizagao se
foram movidas ao clicar e for necessario para evitar partes de curva de
arrastar fusao.

Forasteiros presentes nos dados

Configuracao de reagao Verifique se os reagentes corretos foram
inconsistente usados.

Verifique se os tubos usados sdao uniformes.

Inibidores presentes na reagcdao Verifique se o mesmo master mix foi usado
para todas as amostras.

Modelos poucos ou Verifique a qualidade e quantidade inicial de
degradados modelos.

Manual de usudario do Rotor-Gene
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Esta pagina foi intencionalmente deixada em branco.
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13 Glossario
Termo Descrigao
Aquisicao Aquisicao é a coleta de dados fluorescentes. Cada

aquisicao (conjunto de dados fluorescentes) de um
canal é mostrado no software como dado nao
analisado em uma janela “Canal Bruto”. Estes dados
podem ser analisados usando as op¢des no menu
“Analysis”.

Silo Em uma andlise de fusao, silos sao destinados a
definir uma regiao onde um pico de fusao é
esperado ocorrer. Genotipos podem ser definidos
baseado na presenca de picos em certos silos ou
combinacdes de silos.

Canal Um canal consiste em um diodo emissor de luz (LED)
com um filtro de excitacdo emparelhado com um
filtro de emissao. O LED e o filtro de excitacao
excitam amostras a um determinado comprimento
de onda. A fluorescéncia emitida pelas amostras é
passada através do filtro de emissdo, antes de ser
detectada por uma fotomultiplicadora.

Ganho O Rotor Gene Q ustiliza uma fotomultiplicadora para
coletar fotons de fluorescéncia e converté-los em
sinais eletronicos. O ganho é um ajuste que
determina a sensitividade da fotomultiplicadora. Se
o ganho for ajustado para muito alto, o sinal ficard
muito saturado. Se o ganho for ajustado para muito
baixo, ndo é possivel diferenciar o sinal do ruido do
plano de fundo.

Ganhar Otimizagao Ganhar Otimizagado é um processo que ajusta
dinamicamente as configuracdes de ganho,
permitindo que uma configuracao apropriada seja
selecionada, o que resulta em 6tima deteccdo de
sinal.
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Bloco de carregamento | Blocos de carregamento sao blocos de aluminio
disponiveis em diferentes formatos que sdao usados
para segurar tubos ou discos de rotores durante um
ajuste de reacao. Blocos de carregamento de discos
de rotor também sdo usados com o Rotor Disc Heat
Sealer para selar o Rotor Disco com aquecimento.

Argola de travamento Argolas de travamento que cabem no rotor para
evitar que tubos e cdpsulas se soltem durante a
operacao do Rotor Gene Q. Capsulas e tubos soltos
podem causar dano ao instrumento.

Rotor O rotor de metal segura tubos e discos de rotor no
Rotor Gene Q. Permite que amostras rodem na
camara do instrumento e garante que amostras
estejam corretamente alinhadas com o sistema
Optico. O rotor é seguro com uma argola de
travamento.

Disco de rotor Discos de rotor sdo placas circulares de pocos de
reacdo verticalmente orientados. Formatos de discos
de rotor de 72 e 100 reac¢des estdo disponiveis.
Discos de rotor sao selados usando o filme de
selagem de aquecimento do Rotor Disc e o Rotor
Disco Heat Sealer.

Manual de usudario do Rotor-Gene 249



Apéndice A

Apéndice A

Dados técnicos

A QIAGEN se reserva o direito de mudar especificagdes a qualquer tempo.

Condi¢oes de ambiente

Condigoes de operacao

Energia

Fusivel

Dissipacdo de calor / Carga
térmica

Categoria de sobretensao
Temperatura do ar
Umidade relativa
Altitude

Lugar de operacao

Nivel de poluicao

Classe ambiental

Manual de usudario do Rotor-Gene

200-240V AC, 50-60 Hz, 560 VA (pico)
100-120 V AC, 50-60 Hz, 560 VA (pico)
( Configuracdes especificas do pais)
Consumo de energia 8 VA (aguardo)

Fultuagdes no fornecimento principal de
votagem nao devem exceder 10% do
fornecimento normal de voltagem.

F5A 250 V fusivel
Pico: 0.493kW ou 1700 BTU/hr

Média: 0.197kW ou 680 BTU/hr (depende de
perfil)

I

18-30°C (64-862°F)
10-75% (ndo condensado)
Até 2000 m (6500 pés)
Para uso interno apenas.
2

3K2 (IEC 60721-3-3)
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CondigOes de transporte

Temperatura do ar

Humidade relativa

Classe ambiental

—259C a 602C (—139F to 1409F) na embalagem
do fabricante.

Maximo de 75 %

2K2 (IEC 60721-3-2)

Condi¢oes de armazenamento

Temperatura do ar

Humidade relativa

Classe ambiental

159C to 30°C (599F to 862F) na embalagem do
fabricante.

Maximo de 75 %

1K2 (IEC 60721-3-1)

Dados mecanicos e caracteristicas de hardware

Dimensoes

Massa
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Largura: 37 cm (14.6 in.)
Altura: 27,5 cm (10.8 in.)
Profundidade (sem cabos): 42 cm (16.5 in.)
Profundidade (porta aberta): 56 cm (22 in.)

14 kg (31 Ib) configuracdo padrao
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Capacidade

Até 100 amostras por execugdo usando o Rotor

Disc 100

Software

O software Rotor Gene Q, fornecido no CD de

instalacao.

Especificacoes Térmicas

Descrigcao

Alcance da temperatura

Precisao de temperatura

Resolucao da temperatura
Uniformidade da temperatura
Tempo de equilibrio da temperatura

Taxa da rampa

Especificagoes opticas

Descrigao
Fontes de excitagao
Detector

Tempo de aquisi¢ao

Especificacao

De ambiente até 992 C
+/-252C

+/-0.02

+/-0.01

Os

>152 C de aguecimento

>202 C de esfriamento (pico da taxa de
rampa, ar)

Especificacao
Diodos de emissao de luz de alta energia
Fotomultiplicadora

4s

Residuos elétricos e de equipamentos
eletronicos (WEEE)
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Essa secdao fornece informacdao sobre eliminacao de residuos
elétricos e equipamentos eletrobnicos por usuarios na Unido
Européia.

A diretiva européia 2002/96/EC em WEEE requer eliminagdo
correta de equipamentos elétricos e eletronicos quando ele chega
ao fim de sua vida. O simbolo da lata de lixo com duas linhas
cruzadas (veja abaixo) indica que esse produto n3ao deve ser
eliminado com outros residuos; deve ser levado a um local de
tratamento aprovado ou para um ponto de colecdo designado
para reciclagem, de acordo com a legislacdo local. A separacdo de
coleta e reciclagem de residuos de equipamentos eletronicos ao
tempo de eliminagdo ajuda a conservar recursos naturais e
assegura que o produto sera reciclado de uma maneira que
proteja a saude humana e o ambiente.

A QIAGEN aceita sua responsabilidade de acordo com o
requisitadas especificacbes WEEE e, onde um produto substituto
estd sendo fornecido pela QIAGEN, fornece livre reciclagem de
seus equipamentos eletronicos marcados como WEEE na Europa.
Se um produto substituto ndao estiver sendo comprado da QIAGEN,
reciclagem pode ser fornecida por pedido a um custo adicional.
Para reciclar equipamento eletrénico, contate seu vendedor local
da QIAGEN para a forma de retorno requerida. Uma vez que a
forma foi submetida, vocé serd contactado pela QIAGEN para
requisitar informagdes de acompanhamento para agendar a
colecdo de residuos eletrénicos ou para fornecé-lo com uma quota
individual.
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Apéndice B
Este apéndice descreve as técnicas matematicas utilizadas em

mais detalhes.

Quantificacao

Concentragdes calculadas sdao obtidas de um modelos simples de
regressao linear, com os valores conhecidosde concentracdes de
log (x) e os valores experimentais dos valores Ct (y).

As concentracOes de log e os valores Ct dos padrdes sdo usados
para construir um modelo na forma:

Y=Mx+B
Intervalos de confianga para concentragdes calculadas

Ndés usamos o seguinte intervalo de confianca 100(1-a)% para uma
estimativa de uma nova observagao x0 da curva padrao.

Vo 4y S | (zp— 72
(14— =
3 I Sin

1
131 .
14ln-2,a/2

Este é o intervalo de confianga para a concentracdo de um Unico
desconhecido.

Agora suponha que temos mais observacdes k a x = x0 e nis

indicamos sua média por Yo . Entao,

. . -'TQ
}D "'., i j.|:| | .1.1.."|:|, I_—'l

E argumentos similares ao de cima nos dao

Yo — o S | (xg — )2 1
= == —"T_ | - | H-—.'T‘T"In 2.0/
n [ 2 '

A férmula determina como intervalos de confianca de
concentracdes de réplicas desconhecidas sdao determinadas.
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Para a estimativa de padrdes, um intervalo de confianga mais justo

pode ser obtido.
Yo — 73 S (g — )
0 0, 22, | Tp e

9 . ; itn-2.a/f2
M 1 i 'H:E:l"

A implicacao desta formula é que adicionando réplicas a uma
concentracao individual padrao reduz a largura do intervalo para
todas as estimativas, assim como n é aumentado. Adicionando um
numero grande de réplicas a um desconhecido a reducao é incerta
para aquele padrao unico. As réplicas extra reduzem a incerteza
devido ao desconhecido da parte que nao forma do modelo linear.

Intervalos de confianga para valores Ct

Noés aceitamos que erros em réplicas de valores Ct é distribuido
linearmente e normalmente.

Portanto, usamos o Uma amostra t Intervalo de confianga. Deixe
gue u seja o valor para os valores de réplica Ct.

70 Tn-1) Entdo, um intervalo de confianca 100(1-a)% para um
valor Ct u é:

255
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Acessorios do Rotor Gene Q

Produto

Conteudo

Cat. no.

Rotor Gene Q 2 plex

Ciclo PCR em tempo real com 2
canais (verde e amarelo),
computador laptop, software,
acessorios, 1 ano de garantia nas
pegas e servigos.

Examine

Rotor Gene Q 2 plex
HRM

Ciclo PCR em tempo real e analise de
fusdo de alta resolugao com 2 canais
(verde e amarelo), mais canal HRM,
computador laptop, software,
acessorios, 1 ano de garantia nas
pecas e servigos.

Examine

Rotor Gene Q 5 plex

Ciclo PCR em tempo real com 5
canais (verde e amarelo, laranja,
vermelho e rubro), mais canal HRM,
computador laptop, software,
acessorios, 1 ano de garantia nas
pecas e servicos.

Examine

Rotor Gene Q 5 plex
HRM

Ciclo PCR em tempo real e andlise de
fusdao de alta resolucao com 5 canais
(verde e amarelo, laranja, vermelho
e rubro), mais canal HRM,
computador laptop, software,
acessorios, 1 ano de garantia nas
pegas e servigos.

Examine

Rotor Gene Q 6 plex

Ciclo PCR em tempo real com canais
(verde, amarelo, laranja, vermelho,
rubro e azul), computador laptop,
software, acessorios, 1 ano de
garantia nas pegas e servigos.

Examine

Garantia Plus 1 Basica,
Rotor Gene Q

2 anos de garantia, todos os servigos,
viagem e pecas.

9241779
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Garantia Plus 2 Basica, 3 anos de garantia, todos os servigos, | 9241780
Rotor Gene Q viagem e pegas.
Kit inicial Rotor Disc 100 | O kit inclui: 2 Rotor disc de 100 Examine
pacotes, Rotor Disc Heat Sealer,
filme de selagem do Rotor Disc,
Rotor Disc 100 Rotor e argola de
travamento, Bloco de carregamento
do Rotor Disc 100, auxilio de
pipetagem do Rotor Disc.
Rotor Disc 100 (30) 30 discos embrulhados 981311
individualmente para 3000 reacgdes.
Rotor Disc 100 (300) 10x30 discos embrulhados 981313
individualmente para 3000 reagoes.
Rotor Disc 100 Rotor Para segurar 100 discos do Rotor 9018895
Disc no Rotor Gene Q; requer argolas
de travamento do Rotor Disc 100.
Argola de travamento do | Para travar um Rotor Disc 100 no 9018896
Rotor Disc 100 Rotor Rotor Disc 100 Rotor
Bloco de carregamento Bloco de aluminio para configuracdo | 9018909
do Rotor Disc 100 Rotor | de reacao manual ou automatica no
Rotor Disc de 100 discos.
Auxilio de pipetagem do | Ajuda a fazer pocgos na configuracao | 9018897
do Rotor Disc de reagcao manual no Bloco de
carregamento do Rotor Disc.
Rotor Disc Heat Sealer Selagem com aquecimento do 9018898
instrumento para uso com discos de
rotor. Reque Rotor Disc 72 ou Bloco
de carregamento 100
Filme de selagem de 60 filmes para selagem do Rotor Disc | 981601
aquecimento do Rotor de 100 ou 72 discos
Disc (60)
257
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Filme de selagem de 10x60 filmes para selagem do Rotor | 981604
aquecimento do Rotor Disc de 100 ou 72 discos
Disc (600)
Kit inicial Rotor Disc 72 O Kit inclui: 3 Rotor Disc de 72 Examinar
pacotes, Rotor Disc Heat Sealer,
filme de selagem do Rotor Disc,
Rotor Disc 72 Rotor e argola de
travamento, Bloco de carregamento
do Rotor Disc 72, auxilio de
pipetagem do Rotor Disc.
Rotor Disc 72 (24) 24 discos individualmente 981301
embrulhados para reagdes 17,280.
Rotor Disc 72 (240) 10x24 discos individualmente 981303
embrulhados para reagdes 17,280.
Rotor Disc 72 Rotor Para segurar os 72 discos do Rotor 9018899
Disc no Rotor Gene Q; requer argola
de travamento do Rotor Disc 72.
Argola de travamento do | Para travar um Rotor Disc 72 no 9018900
Rotor Disc 72 Rotor Disc 72 Rotor
Bloco de carregamento | Bloco de aluminio para configuracao | 9018910
do Rotor Disc 72 de reacao manual ou automatica no
Rotor Disc de 72 discos.
Tiras de tubos e capsulas | 250 tiras de 4 tubos e capsulas para | 981103
de 0.1ml (250) 1000 reacoes.
Tiras de tubos e cdpsulas | 10x250 tiras de 4 tubos e cdpsulas 981106
de 0.1ml (2500) para 1000 reacdes.
Rotor de 72 pogos Para segurar tiras de tubos e 9018903
capsulas, 0.1 ml; requer argola de
travamento do Rotor de 72 pogos.
Argola de travamento do | Para travar tiras de tubos e cdpsulas, | 9018904
Rotor de 72pocos 0.1 ml, no Rotor de 72 pocos.
Bloco de carregamento | Bloco de aluminio para configuracao | 9018901
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de tubos de 72x0.1 ml de reagao manual com uma pipeta
de um Unico canal em tubos de 72 x
0.1 ml.
Bloco de carregamento | Bloco de aluminio para configuracdao | 9018902
de tubos de 72x0.1 ml | de reacao com pipetas multicanais
multicanal em tubos de 72 x 0.1 ml.
Tubos PCR, 0.2 ml (1000) | 1000 tubos de paredes finas para 981005
1000 reagoes.
Tubos PCR, 0.2 ml| 10000 tubos de paredes finas para 981008
(10000) 10000 reacgdes.
Rotor de 36 pogos Para segurar os tubos PCR, 0.2 ml; 9018907
requer argola de travamento de
Rotor de 36 pogos.
Anel de travamento do | Para travar os tubos PCR, 0.2 ml no 9018906
Rotor de 36 pogos Rotor de 36 pocos.
Bloco de carregamento | Bloco de aluminio para configuracao | 9018905
de tubos de 96x0.2 ml de reagcao manual em um padrao
8x12 exame, usando tubos 96x0.2
ml.
Kit OTV Rotor Disc Kit para verificacdo de temperatura 981400
Optica dos sistemas Rotor Gene,
inclui um Rotor Gene pré-carregado
com cristais liquidos
termocromaticos, insergoes
fluorescentes, CD com arquivos de
calibragem; requer Rotor Disc 72
Rotor e argola de travamento ou o
kit inicial Rotor Disc 72.
Suporte do Rotor Suporte de metal levantado para 9018908
conjunto de tubos e discos de rotor
nos rotores.
259
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Kit EpiTech HRM PCR Disponivel em breve; para Examinar
identificacao de locais de metilacao
usando HRM.

Kit Type-it HRM PCR Disponivel em breve; para Examinar

identificacao de SNPs e mutacgdes
usando HRM.
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Clausula de responsabilidade

A QIAGEN pode ser liberada de todas as suas obrigacdes
sob suas garantias em caso de reparos e modificacdes
serem feitos por pessoas que ndo sejam seus proprios
funcionarios, exceto em casos em que a Companhia tenha
dado seu consentimento por escrito para realizar tais reparos
ou modificagdes.

Todos o0s materiais trocados sob essa garantia seréo
garantidos somente pela duracdo do periodo da garantia
original, e em nenhum caso além da data de expiracao
original da garantia original, a ndo ser que tenha sido
autorizado por escrito por um administrador da companhia.

Aparelhos de leitura, aparelhos de interacdo e softwares
associados serdo garantidos apenas pelo periodo oferecido
pelo fabricante original desses produtos.

Representacdes e garantias feitas por quaisquer pessoas,
incluindo representantes da QIAGEN, que sejam
inconsistentes ou estejam em conflito com as condi¢des
nessa garantia nao obrigardo a Companhia a nédo ser que
tenha sido produzida por escrito e aprovada por um
administrador da QIAGEN.
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Esta pagina foi intencionalmente deixada em branco.
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Achar limiar automaético, 118
Adequacéao, 175

Ajustar escala, 100

Alternador, 101

Amplificacdo exponencial,126
Andlise de concentragado, 156
Analise de curva de fusdo, 135
Andlise de grafico de dispersao, 144
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Aquisicédo, 81
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Armazenamento,246
Assisténcia técnica, 40
Assistente avancado, 73
Assistente de Inicio rapido, 67
Auditar trilhas, 190
Autoescala, 100

Avisos, 9

B

Barra de ferramenta, 99
Bloco de carregamento, 58

Cc

Calculo Ct, 116
Canais brutos, 99

Execucéo vazia, 74
Exportar

F

Fluoroféros detectado, 46
FRET extinto, 68

Funcéo TeeChart, 202, 204
Fuséo, 83

G

Ganhar otimizagéao, 77, 90
Genotipos

Gréfico de temperatura, 166
Grupos, 176

H

Hibridizacao, 83
HRM

icone chave de fenda, 203
icone chave inglesa, 203
Ignorar primeiro, 124, 145
Instalacdo, 47

Intended use, 41

Canais, 46, 163 J

Ciclo de desnaturalizacéo oOptica, 84

Ciclo, 80 Janela de adequacao de pagina de amostra,
Ciclos de cultura, 101 175

Janela de relatério, 107, 111, 138
Janela de resultados da curva de analise, 138
Janela de resultados de quantifica¢éo, 118

Coeficiente de correlagdo,113
Configuracdo da janela, 107
Configuracao de reagéo, 58
Configuracdes de ganho, 197

Correcao de declive de ruido, 123, 145 K

Cuidados, 9

Curva padrdo,111 Kit Rotor Disc OTV, 209
D L

Declive, 126 Layout do tubo, 165
Desempacotando, 48 LinReg

Disco de rotor

Disco de rotor 100, 56 M

Disco de rotor 72, 56

Discriminacéo aléica,142 Manutencéo, 207

Duas etapas, 68, 75 Medida de concentragéo de acido nucléico, 69

Medida de Concentracédo de Acido Nucléico,

E 156
Mensagens, 163
Editar janela de amostras, 73, 97, 168 Menu
Editar janela de perfil, 71, 78 Método de duas curvas padréo, 128

Eficiéncia, 112, 126 Modelos
Eliminagdo de residuos 15 Modo virtual, 52, 108
Escala padrédo, 100

Escala, 199 N

Especificacbes

Espera, 79 Normalizagdo de tubo dinamico, 123, 145
Estatistica automatica, 121 Normalizagdo, 100

Execucéo Numero serial, 52
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