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1  Introduccién

Gracias por elegir el -Gene instrumento Rotor Q MDx. Confiamos en que se convierta en una parte

integral de su laboratorio.

Antes de usar el instrumento Rotor-Gene Q MDx, es fundamental que lea defenidamente este
manual del usuario y que preste especial atencién a la informacién sobre seguridad. Se deben
seguir las instrucciones y tener en cuenta la informacién de seguridad del manual del usuario para

garantizar el funcionamiento seguro del instrumento y para mantener su seguridad.

Recuerde que el instrumento Rotor-Gene Q MDx estd disponible en multiples configuraciones. Para
obtener mds informacién al respecto, incluida la informacién sobre pedidos, consulte el

apartado 16.
1.1 Acerca de este manual del usuario

En este manual del usuario se proporciona informacién sobre el instrumento Rotor-Gene Q MDx en

los apartados siguientes:

® Infroduccién

® Informacién de seguridad

e Descripcién general

® Procedimientos de instalacién
® Procedimientos operativos

e Tareas de mantenimiento

® Resolucién de problemas

e Especificaciones técnicas

e Apéndices

Los apéndices contienen la siguiente informacién:

e Apéndice A: Términos legales

e Apéndice B: Métodosmatemdticos
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1.2 Informacién general
1.2.1 Asistencia técnica

En QIAGEN®, nos enorgullecemos de la calidad y la disponibilidad de nuestro servicio técnico.
Nuestros departamentos de servicio técnico cuentan con cientificos expertos con amplia experiencia
en los aspectos prdcticos y tedricos de la biologia molecular y en el uso de los productos de QIAGEN.
Si tiene dudas o experimenta dificultades con el instrumento Rotor-Gene Q MDx o con los productos
de QIAGEN en general, no dude en ponerse en contacto con nosotros.

Los clientes de QIAGEN son una importante fuente de informacién sobre los usos avanzados o
especializados de nuestros productos. Esta informacién es de utilidad para ofros cientificos y para
los investigadores de QIAGEN. Por este motivo, lo animamos a ponerse en contacto con nosotros
si tiene cualquier sugerencia sobre el rendimiento de nuestros productos o sobre nuevas

aplicaciones y técnicas.
Para recibir asistencia técnica, péngase en contacto con el servicio técnico de QIAGEN.

Si desea obtener informacién actualizada acerca del instrumento Rotor-Gene Q MDx, visite

https:/ /www.qiagen.com/products/instruments-and-automation/per-instruments/ rotor-gene-g-mdx/ .
Sitio web: support.giagen.com

Cuando se ponga en contacto con el servicio técnico de QIAGEN para notificar un error, tenga a

mano la informacién siguiente:

e Nomero de serie, tipo y versién del instrumento Rotor-Gene Q MDx

e Cddigo de error (si procede)

® Fecha y hora de la primera aparicién del error

® Frecuencia de aparicién del error (es decir, error intermitente o persistente)

e Copia de los archivos de registro
1.2.2 Declaracién sobre la politica de la empresa

la politica de QIAGEN es mejorar sus productos conforme aparecen nuevas técnicas y
componentes. QIAGEN se reserva el derecho de cambiar estas especificaciones en cualquier
momento. Con el fin de elaborar una documentacién dtil y adecuada le agradecemos cualquier
comentario sobre este manual del usuario. Péngase en contacto con el servicio técnico de

QIAGEN.
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1.2.3 Gestién de versiones

Este documento es el manual del usuario de Rotor-Gene Q MDx, revisién R1, para instrumentos
Rotor-Gene Q MDx que utilizan la versién del software Rotor-Gene Q 2.3.x (donde x es >0).

1.3 Uso previsto del instrumento Rotor-Gene Q MDx

El instrumento Rotor-Gene Q MDx se ha disefiado para llevar a cabo el termociclado, la deteccién
o la cuantificacién en tiempo real mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase
Chain Reaction,PCR) en aplicaciones clinicas.

El instrumento Rotor-Gene Q MDx se ha concebido para utilizarlo Gnicamente en combinacién con
los kits de QIAGEN indicados para el uso con instrumentos Rotor-Gene Q para las aplicaciones
descritas en los manuales de uso correspondientes de los kits de QIAGEN.

Si el instrumento Rotor-Gene Q MDx se utiliza con kits de ofros fabricantes, es responsabilidad del
usuario validar el rendimiento de dichas combinaciones de productos para cualquier aplicacién
especifica.

El instrumento Rotor-Gene Q MDx estd indicado para el diagnéstico in vitro.

El instrumento Rotor-Gene Q MDx se ha disefiado exclusivamente para usuarios profesionales,
como técnicos y médicos con formacién en técnicas de biologia molecular y en el funcionamiento
del instrumento Rotor-Gene Q MDx.

1.3.1 Requisitos del instrumento Rotor-Gene Q MDx

En la tabla siguiente se indica el nivel general de competencia y experiencia necesario para el
transporte, la instalacién, el uso, el mantenimiento y el servicio técnico del instrumento
Rotor-Gene Q MDx.

Tarea Personal Formacién y experiencia

Entrega

Instalacién

Uso sistemdtico
(ejecucidn de protocolos)

Mantenimiento
sistemdtico

Servicio técnico y
mantenimiento anual

No hay requisitos especiales
Técnicos de laboratorio o

equivalente

Técnicos de laboratorio o
equivalente

Técnicos de laboratorio o
equivalente

Solamente técnicos de campo
especializados de QIAGEN

No hay requisitos especiales

Personal debidamente formado y experimentado,
familiarizado con el uso de los ordenadores y la
automatizacién en general

Usuarios profesionales, como técnicos o médicos, que
hayan recibido formacién en técnicas de biologia
molecular

Usuarios profesionales, como técnicos o médicos, que
hayan recibido formacién en técnicas de biologia
molecular

Con formacién habitual, certificacién y autorizacién
de QIAGEN
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1.4  Materiales necesarios
Nota: Utilice Gnicamente accesorios suministrados por QIAGEN.

® Rotor-Gene Q MDx 5Plex (n.° de cat. 9002020)

® Rotor-Gene Q MDx 5Plex HRM (n.° de referencia 9002030)
® Rotor-Gene Q MDx 6Plex (n.° de cat. 9002040)

e Laptop (n.° de referencia 9026760)

e 72-Well Rotor (n.° de cat. 9018903)

® locking Ring 72-Well Rotor (n.° de cat. 9018904

® loading Block 72 x 0.1 ml Tubes (n.° de cat. 2018901)

® Rofor Holder (n.° de cat. 2018908

e Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (250) (n.° de cat. 981103)

® Rotor Gene Q SW (n.° de cat. 9023241)

1.5 Materiales necesarios pero no suministrados

Gafas de seguridad

Guantes

Bata de laboratorio

Para utilizar el instrumento Rotor-Gene Q MDx, se necesita un kit de PCR, pero debe adquirirse

por separado. Si desea descubrir la gama de kits disponibles, consulte QIAGEN.com.
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2 Informacién de seguridad

Antes de usar el instrumento Rotor-Gene Q MDx, es fundamental que lea detenidamente este
manual del usuario y que preste especial atencién a la informacién sobre seguridad. Se deben

seguir las instrucciones y tener en cuenta la informacién de seguridad del manual del usuario para

garantizar el funcionamiento seguro del instrumento y para mantener su seguridad.

En el manual del usuario de Rotor-Gene Q MDx aparecen los tipos de informacién de seguridad

que se indican a continuacién.

ADVERTENCIA

A

El término ADVERTENCIA se utiliza para informar de situaciones que

podrian provocar daiios personales a usted u ofras personas.

Los detalles de estas circunstancias se proporcionan en un cuadro

idéntico a este.

PRECAUCION

A

El término PRECAUCION se utiliza para informarle acerca de situaciones

que podrian provocar dafios en un instrumento o en ofros equipos.

Los detalles de estas circunstancias se proporcionan en un cuadro idéntico

a este.

Las directrices proporcionadas en este manual tienen como finalidad complementar los requisitos

de seguridad habituales vigentes en el pais de los usuarios, pero nunca sustituirlos.

Tenga en cuenta que puede ser necesario que tenga que consultar las normativas locales para
conocer los requisitos de notificacién, en relacién con los sucesos graves que hayan ocurrido en

relacién con el dispositivo; al fabricante y/o su representante autorizado y a la autoridad sanitaria

del pais en el que resida el usuario y/o el paciente.
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2.1 Uso adecuado

ADVERTENCIA

A

Riesgo de lesiones personales y dafios materiales
El uso incorrecto de Rotor-Gene Q MDx puede provocar lesiones

personales o dafios en el instrumento.

El instrumento Rotor-Gene Q MDx solo debe utilizarlo personal cualificado

que haya recibido una formacién adecuada.

Unicamente deben redlizar el servicio técnico del instrumento

Rotor-Gene Q MDx técnicos de campo especializados de QIAGEN.

Realice el mantenimiento como se describe en el apartado 8. QIAGEN le facturard las

reparaciones necesarias causadas por un mantenimiento incorrecto.

ADVERTENCIA

A

Riesgo de lesiones personales y dafios materiales
El instrumento Rotor-Gene Q MDx pesa demasiado para que lo levante una
sola persona. Para evitar lesiones personales o que se dafie el instrumento,

no lo levante usted solo.

Péngase en contacto con el servicio técnico de QIAGEN en caso de que

desee cambiar el instrumento de ubicacién.

ADVERTENCIA

A

Riesgo de lesiones personales y dafios materiales
No intente mover el instrumento Rotor-Gene Q MDx mientras esté en

funcionamiento.

PRECAUCION

A

Daiios en el instrumento
Evite el derramamiento de agua o productos quimicos sobre el instrumento
Rotor-Gene Q MDx. Los dafos causados por el derramamiento de agua o

productos quimicos anularén la garantia.

Manual del usuario de Rotor-Gene Q MDx CE  02/2022



Nota: En caso de emergencia, apague Rotor-Gene Q MDx por medio del interruptor de
alimentacién situado en la parte posterior del instrumento y desenchufe el cable de alimentacién

de la toma de corriente.

PRECAUCION | Riesgo de lesiones personales y daios materiales

No infente abrir la tapa durante un experimento o mientras el rotor del
& instrumento Rotor-Gene Q MDx esté girando. De lo contrario, si anula el
bloqueo de la tapa y accede al interior del instrumento, existe riesgo de que
enfre en contacto con piezas que estén calientes, eléctricamente activas o
moviéndose a altas velocidades, lo cual puede provocarle lesiones a usted y

dafar el instrumento.

PRECAUCION | Riesgo de lesiones personales y daios materiales
Si necesita detener un experimento rdpidamente, apague el instrumento y, a
A continuacién, abra la tapa. Deje que se enfrie la cémara antes de acceder

al interior. De lo contrario, existe riesgo de lesién al tocar piezas calientes.

PRECAUCION | Riesgo de lesiones personales y daios materiales
f Si el equipo no se utiliza del modo especificado por el fabricante, la

proteccién proporcionada por el equipo podria verse mermada.

PRECAUCION | Riesgo de lesiones personales y daios materiales

interfiere en el enfriamiento del instrumento. Se recomienda mantener

f La presencia de papeles sueltos debajo del instrumento Rotor-Gene Q MDx

ordenada el érea situada debajo del instrumento.
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PRECAUCION

A

Daiios en el instrumento
Utilice siempre un anillo de bloqueo en el rotor. Esto evitard que se
desprendan las tapas de los tubos durante un experimento. Si se

desprenden las tapas durante un experimento, podrian dafiar la cdmara.

PRECAUCION

A

Riesgo de dafios materiales
Inspeccione visualmente el rotor y asegirese de que no estd dafado ni

deformado antes de cada serie.

Si toca el instrumento Rotor-Gene Q MDx durante un experimento y usted estd4 cargado con
electricidad estdtica, el instrumento Rotor-Gene Q MDx podria reiniciarse si la carga estdtica es

infensa. No obstante, el software reiniciard el instrumento Rotor-Gene Q MDx y continuard el

experimento.

2.2 Seguridad eléctrica

Desconecte el cable de alimentacién eléctrica de la toma de corriente antes de realizar el

mantenimiento.

ADVERTENCIA

A

Riesgo eléctrico
Cualquier interrupcién del conductor de tierra (cable de puesta a tierra)
dentro o fuera del instrumento o la desconexién del borne del conductor de

tierra puede hacer que el uso del instrumento resulte peligroso.

Se prohibe la interrupcién intencionada.

Tensiones letales en el interior del instrumento

Cuando el instrumento estd conectado a la red de alimentacién eléctrica,
los bornes pueden estar bajo tensién, y la apertura de las cubiertas o la
extraccién de componentes probablemente deje expuestos componentes

que estdn bajo tensién.
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Para garantizar el funcionamiento satisfactorio y seguro del instrumento Rotor-Gene Q MDx, siga

los consejos que se mencionan a continuacién:

® El cable de alimentacién eléctrica debe conectarse a una toma de corriente que disponga de

un conductor de proteccién (puesta a tierra).
® No ajuste ni sustituya los componentes internos del instrumento.
® No haga funcionar el instrumento si hay alguna cubierta o algin componente retirado.
® Si se ha derramado algin liquido en el interior del instrumento, apaguelo, desenchifelo de la

toma de corriente y pdngase en contacto con el servicio técnico de QIAGEN.

Si el instrumento supone algin riesgo eléctrico, impida que lo utilicen los usuarios y pdngase en

contacto con el servicio técnico de QIAGEN.
Es posible que el instrumento no sea seguro desde el punto de vista eléctrico si:

e Elinstrumento o el cable de alimentacién de red parecen estar dafiados.
e Elinstrumento se ha almacenado en condiciones desfavorables durante un periodo prolongado.

e Elinstrumento ha estado sometido a cargas y tensiones intensas durante su transporte.

ADVERTENCIA | Riesgo eléctrico
El instrumento tiene una etiqueta de conformidad eléctrica que indica la
A tensién y la frecuencia del suministro eléctrico, asi como los valores
nominales de los fusibles. El equipo Onicamente debe utilizarse en estas

condiciones.

2.3 Seguridad biolégica

Las muestras y los reactivos que contengan materiales de origen biolégico deben tratarse como
materiales potencialmente infecciosos. Utilice procedimientos de laboratorio seguros tales como
los descritos en publicaciones como Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories
(Seguridad  biolégica  en  laboratorios  microbiolégicos y  biomédicos),  HHS
(https:/ /www.cdc.gov/labs/BMBL.html).
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Muestras

Las muestras pueden contener agentes infecciosos. Debe tener en cuenta el riesgo para la salud
que suponen estos agentes y utilizar, conservar y desechar estas muestras conforme a la normativa

pertinente en materia de seguridad.

ADVERTENCIA | Muestras que contienen agentes infecciosos

iif Algunas muestras utilizadas con este instrumento pueden contener agentes
infecciosos. Manipule dichas muestras con la mdxima precaucién y

conforme a la normativa pertinente en materia de seguridad.

Lleve siempre gafas protectoras, dos pares de guantes y una bata de

laboratorio.

La autoridad responsable (p. ej., el jefe de laboratorio) debe tomar las
medidas precautorias necesarias para garantizar que el entorno del puesto
de trabajo sea seguro y que los operadores del instrumento reciban una
formacién adecuada y no estén expuestos a niveles peligrosos de agentes
infecciosos segin se define en las hojas de datos sobre seguridad (SDS,
safety data sheets) o en los documentos de la OSHA*, la ACGIHT o la
COSHH? pertinentes.

La ventilacién de gases y la eliminacién de residuos deben realizarse de
acuerdo con todas las normativas y leyes nacionales, estatales y locales en

materia de salud y seguridad.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (Administracién de Seguridad y Salud Ocupacional; Estados Unidos).

t ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (Conferencia de higienistas industriales oficiales de
Estados Unidos).

# COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (Control de sustancias peligrosas para la salud; Reino Unido).
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2.4 Seguridad quimica

ADVERTENCIA | Productos quimicos peligrosos
Algunos productos quimicos empleados con este instrumento pueden ser
A peligrosos o llegar a ser peligrosos tras la finalizacién de la serie del
protocolo. Lleve siempre gafas protectoras, guantes y una bata de
laboratorio. La autoridad responsable (p. ej., el director del laboratorio)
debe tomar las medidas preventivas necesarias para garantizar que el
entorno del puesto de trabajo sea seguro y que los operadores del
instrumento no estén expuestos a niveles peligrosos de sustancias téxicas
(quimicas o biolégicas) segin se describe en las hojas de datos sobre
seguridad (Safety Data Sheet, SDS) correspondientes o en los documentos
de la OSHA*, la ACGIH! o la COSHH?* pertinentes.

La ventilacién de gases y la eliminacién de residuos deben realizarse de
acuerdo con todas las normativas y leyes nacionales, estatales y locales en

materia de salud y seguridad.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (Administracién de Seguridad y Salud Ocupacional; Estados Unidos).

t ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (Conferencia de higienistas industriales oficiales de
Estados Unidos).

# COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (Control de sustancias peligrosas para la salud; Reino Unido).

Gases toxicos

Si trabaja con sustancias téxicas o disolventes voldtiles, debe disponer de un sistema de ventilacién

del laboratorio eficiente para eliminar los vapores que puedan producirse.
2.5  Eliminacién de residuos

El material de laboratorio usado puede contener productos quimicos peligrosos. Estos residuos
deben recogerse y desecharse adecuadamente conforme a la normativa local en materia de

seguridad.

Para obtener mds informacién sobre cémo desechar el instrumento Rotor-Gene Q MDx, consulte el

apartado “Residuos de aparatos eléctricos y electrénicos (RAEE)”, en la pdgina 212.
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2.6 Riesgos mecdnicos

La tapa del instrumento Rotor-Gene Q MDx debe permanecer cerrada durante el funcionamiento

del instrumento.

ADVERTENCIA

A

Piezas méviles
Para evitar el contacto con las piezas méviles durante el funcionamiento
del instrumento Rotor-Gene Q MDx, este debe utilizarse con la tapa

cerrada.

ADVERTENCIA

A

Riesgo de lesiones personales y dafios materiales
Abra y cierre con cuidado la tapa del instrumento Rotor-Gene Q MDx para

evitar pillarse los dedos o la ropa.

ADVERTENCIA

A

Daiios en el instrumento

Asegurese de que el rotor y el anillo de bloqueo estan instalados
correctamente. Si el rotor o el anillo de bloqueo muestran signos de dafios
mecdnicos o corrosién, no utilice el instrumento Rotor-Gene Q MDx;

péngase en confacto con el servicio técnico de QIAGEN.

ADVERTENCIA

A

Daiios en el instrumento
Si se inicia el instrumento Rotor-Gene Q MDx justo después de su entrega

en climas frios, las piezas mecdnicas pueden bloquearse.

Deje que el instrumento se aclimate a temperatura ambiente durante al

menos una hora antes de encenderlo.
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ADVERTENCIA

A

Daiios en el instrumento
En caso de fallo por un corte del suministro eléctrico, desenchufe el cable
de alimentacién y espere 10 min anfes de infentar abrir manualmente la

tapa.

ADVERTENCIA

A

Riesgo de sobrecalentamiento
Para garantizar una ventilacién correcta, mantenga un espacio minimo de

10 cm a los lados y detrds del instrumento Rotor-Gene Q MDx.

No cubra las ranuras ni las aberturas que sirven para ventilar el instrumento

Rotor-Gene Q MDx.

Riesgo por calor

ADVERTENCIA

A

Superficie caliente
la cdmara del instrumento RotorGene Q MDx puede alcanzar

temperaturas superiores a 120 °C. No lo toque cuando esté caliente.

ADVERTENCIA

A

Superficie caliente
Cuando se pone en pausa una serie, el instrumento Rotor-Gene Q MDx no
se enfria completamente hasta la temperatura ambiente. Tenga cuidado

antes de manipular el rotor o los tubos presentes en el instrumento.
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2.7 Seguridad relativa al mantenimiento

Realice el mantenimiento como se describe en el apartado 8. QIAGEN le facturard las

reparaciones necesarias causadas por un mantenimiento incorrecto.

ADVERTENCIA/
PRECAUCION

A

Riesgo de lesiones personales y dafios materiales
Realice Unicamente las tareas de mantenimiento descritas especificamente

en este manual del usuario.

ADVERTENCIA

A

Riesgo de incendio
Cuando limpie el instrumento Rotor-Gene Q MDx con un desinfectante que
contenga alcohol, deje abierta la puerta del instrumento para permitir que

los vapores inflamables se dispersen.

ADVERTENCIA/
PRECAUCION

A

Riesgo de descarga eléctrica

No desmonte el instrumento Rotor-Gene Q MDx.

PRECAUCION

A

Daiios en la carcasa del instrumento
Nunca limpie la carcasa del instrumento con alcohol o con soluciones que
contengan alcohol. El alcohol dafaré la carcasa. Para limpiar la carcasa,

use Unicamente agua destilada.
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2.8  Simbolos del instrumento Rotor-Gene Q MDx

En el manual del usuario o en el embalaje y en el etiquetado, pueden aparecer los siguientes

simbolos:

Simbolo

Ubicacién

Descripcion

Cerca de la cdmara de
muestras; visible cuando la
tapa estd abierta

Riesgo por calor: la cdmara puede alcanzar temperaturas
superiores a los 120 °C

Parte posterior del
instrumento

Consultar las instrucciones de uso

A=

Placa de identificacién en la
parte posterior del
instrumento

Marcado CE de conformidad europea

IVD

Placa de identificacién en la
parte posterior del
instrumento

Producto sanitario para diagnéstico in vitro

Placa de identificacién en la
parte posterior del
instrumento

Marca CSA para Canadd y Estados Unidos

Placa de identificacién del
panel lateral derecho

Fabricante legal.

Placa de identificacién del
panel lateral derecho

Simbolo sobre la eliminacién de residuos de aparatos
eléctricos y electrénicos (RAEE) en Europa y el resto del
mundo.

Placa de identificacién del
panel lateral derecho

Marca FCC de la Federal Communications Commission
(Comisién federal de comunicaciones) de Estados Unidos

Placa de identificacién del
panel lateral derecho

Marca RCM (antiguamente marca C-Tick) para Australia
(identificacién del proveedor N17965)

N
2J

®P 8 1< kA

Placa de identificacién del
panel lateral derecho

Marca RoHS para China (la restriccion del uso de
determinadas sustancias peligrosas en equipos eléctricos
y electrénicos)
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3  Descripcién general

El instrumento Rotor-Gene Q MDx es un equipo innovador que permite realizar realtime PCR de
gran precisién y resulta muy apropiado para aplicaciones de diagnéstico in vitro en combinacién
con los kits que disponen de marcado IVD de QIAGEN.

El software, potente y fécil de usar, proporciona sencillez a los principiantes, asi como una

plataforma experimental abierta para los usuarios avanzados.
3.1  Principio del instrumento Rotor-Gene Q MDx
3.1.1 Rendimiento térmico

El instrumento Rotor-Gene Q MDx utiliza un sofisticado disefio de calentamiento y refrigeracién
que permite alcanzar las condiciones éptimas para la reaccién. El exclusivo formato rotatorio
garantiza una éptima uniformidad térmica y éptica entre las muestras, lo que resulta fundamental

para la realizacién de andlisis precisos y fiables.

Durante una serie, las muestras giran constantemente a 400 rpm. El centrifugado evita la
condensacién y elimina las burbujas de aire, pero no sedimenta el ADN. Ademds, no es necesario

centrifugar las muestras antes de una serie.

Las muestras se calientan y se enfrian en un horno de baja masa de aire. El calentamiento se logra
mediante un elemento de niquelcromo en la tapa. La cédmara se enfria ventilando el aire hacia fuera

por la parte superior de la cdmara, al tiempo que se insufla aire ambiente a través de la base.

Calentamiento

Ventilador centrifugo Elementos de
que impulsa el aire  calentamiento
por la cdmara encendidos

Juntas de ventilacién
de la cdmara para
contener el aire
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Refrigeracién

Ventilador centrifugo  Elementos de
L — que impulsa el aire  calentamiento
por la cémara apagados

Orificios de ventilacién de la
cdmara que expulsan el aire’
caliente

Ventilador centrifugo
que impulsa el aire
hacia el interior de la
cdmara

Aire frio que entra

llustracién del sistema de calentamiento y refrigeracion.

3.1.2  Sistema éptico

Gracias a la posibilidad de seleccionar un médximo de seis fuentes de excitacién y seis filiros de
deteccién, combinada con una trayectoria éptica corta y fija, el Rotor-Gene Q MDx se puede
utilizar para reacciones multiplexadas, ya que asegura una variabilidad de fluorescencia minima

entre las muestras y elimina la necesidad de calibracién o de compensacion.

Las muestras se excitan desde el fondo de la cdmara mediante un diodo emisor de luz. La energia
se transmite por las finas paredes de la base del tubo. La fluorescencia emitida pasa a través de
los filtros de emisién situados en el lateral de la cdmara y, a continuacién, es recogida por un
fotomultiplicador. La trayectoria éptica fija garantiza una excitacién sistemdtica para todas las

muestras, lo que significa que no es necesario utilizar un colorante de referencia interno pasivo

como ROX™,
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Cdamara de reaccién

Filtros de
defeccién

Conjunto del
detector de PMT

Tubos en giro Conjunto de

de rotor fuera la fuente de
de la parte luz LED
Sptica
llustracién del sistema éptico.
3.1.3 Canales disponibles
Canal Excitacién (nm)  Deteccién (nm)  Ejemplos de fluoréforos detectados
Blue 365 + 20 460 + 20 Marina Blue®, Edans Bothell Blue, Alexa Fluor® 350,
AMCAX, ATTO 390
Green 470 = 10 510+ 5 FAM®, SYBR® Green |, Fluorescein, EvaGreen®, Alexa
Fluor 488
Yellow 5305 557 +£5 JOE™, VIC®, HEX™, TET™, CAL Fluor® Gold 540,
Yakima Yellow®
Orange 585+5 610+ 5 ROX, CAL Fluor Red 610, Cy®3.5, Texas Red®, Alexa
Fluor 568
Red 625+ 10 660 + 10 Cy5, Quasar® 670, LightCycler® Red640, Alexa Fluor
633
Crimson 680+ 5 712 paso alto Quasar 705, LightCycler Red705, Alexa Fluor 680
Disociacién de alta 460 = 20 510+ 5 SYBR Green |, SYTO®9, LC Green®, LC Green Plus+,
resolucién (HRM) EvaGreen

Nota: Los kits de QIAGEN indicados para el uso con instrumentos Rotor-Gene Q MDx estdn
optimizados con respecto a determinadas combinaciones de colorantes. Para obtener mas

informacién, consulte los manuales de uso de los kits correspondientes.
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3.2 Caracteristicas externas del instrumento Rotor-Gene Q MDx

1 Orificios de ventilacién de la 3 Cémara del rotor
tapa
2 Asade la tapa 4 Luces de estado del
instrumento

3.2.1 Orificios de ventilacién de la tapa

El instrumento Rotor-Gene Q cuenta con unos orificios de ventilacién en la parte posterior de la
tapa. Dichos orificios permiten que el instrumento ventile el calor de la cdmara durante el
funcionamiento. La obstruccién de los orificios de ventilacién o la falta de espacio a su alrededor

puede afectar al rendimiento del instrumento.
3.2.2 Asa de la tapa

El asa de la tapa se utiliza para deslizar la tapa del instrumento hacia atrds. No se trata de un asa

disefiada para soportar el peso del instrumento y no debe utilizarse para levantarlo.
3.2.3 Cdémara del rotor

La cdmara del rotor es el lugar donde se cargan los rotores y se someten a los pasos programados

de calentamiento y ciclado.
3.2.4 Luces de estado del instrumento
Hay dos luces de estado en el instrumento Rotor-Gene Q. La luz “Standby” (En espera) indica que

el instrumento no estd en uso. La luz “Running” (En ejecucién) parpadea cuando se utiliza el

instrumento Rotor-Gene Q.
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3.3  Caracteristicas internas del instrumento Rotor-Gene Q MDx

Vista interna de la camara del instrumento Rotor-Gene Q

1 Cubo del rotor 2 lente ptica
3.3.1  Cubo del rotor
El cubo del rotor sujeta al rotor en el instrumento.
3.3.2 Llente éptica

Lente éptica donde se concentra la luz del diodo de excitacién en los tubos.
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4  Procedimientos de instalacién

4.1 Entrega e instalacién del sistema

Se recomienda que durante la instalacién esté presente una persona familiarizada con su

laboratorio y con su equipo informdtico.
Se suministran los elementos siguientes:

® |Instrumento Rotor-Gene Q MDx
® Manual del usuario de Rotor-Gene Q MDx
e Estacién de trabajo

e Software Rotor-Gene Q MDx (lo instalard un técnico de campo especializado de QIAGEN

durante la configuracién inicial)
4.1.1 Desembalaje del instrumento Rotor-Gene Q MDx

El instrumento Rotor-Gene Q MDx se suministra con todos los componentes necesarios para su

funcionamiento. La caja también contiene una lista de todos los componentes suministrados.
Nota: Compruebe que se han suministrado todos los componentes de esta lista.

Nota: Antes de la instalacién, compruebe que ni el instrumento ni los accesorios suministrados

presentan dafios derivados del transporte.

La caja de accesorios estd colocada encima del embalaje de espuma. La caja de accesorios

contiene:

e Guia de instalacién (en inglés; traducciones disponibles en el soporte extraible de los manuales)
® Soporte extraible (software)

® Soporte extraible (manuales)

e loading Block 96 x 0.2 ml Tubes

e loading Block 72 x 0.1 ml Tubes

® Rotor Holder ([desmontado para un transporte seguro)

® 36-Well Rotor (este rotor es de color rojo)

e 36-Well Rotor Locking Ring
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En los laterales del embalaje de espuma se encuentran los siguientes elementos:

e Cable USB y cable serie RS-232

e Conjunto de cables de alimentacién internacional
® PCR Tubes, 0.2 ml (1000)

e Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (1000)

Una vez que haya extraido todos estos componentes de la caja, retire el embalaje de espuma de
la parte superior del instrumento Rotor-Gene Q MDx. Extraiga con cuidado el instrumento Rotor-
Gene Q MDx de la caja y quitele la cubierta de pldstico. Abra la tapa deslizandola hacia atras

para acceder a la cdmara de reaccién.
Los siguientes elementos ya vienen instalados en el interior del instrumento Rotor-Gene Q MDx:

e 72-Well Rotor (este rotor es de color azul)
e 72-Well Rotor Locking Ring

En funcién de los detalles del pedido, puede que el embalaije incluya un ordenador portdtil.
4.1.2 Instalacién del hardware

Una vez que haya desembalado el instrumento Rotor-Gene Q MDx, proceda a su instalacién tal

como se describe a continuacién.

PRECAUCION | Daiios en el instrumento
Si se inicia el instrumento Rotor-Gene Q MDx justo después de su entrega
A en climas frios, las piezas mecdnicas pueden bloquearse. Deje que el
instrumento se aclimate a temperatura ambiente durante al menos una hora

antes de encenderlo.

Haga lo siguiente:

1. Coloque el instrumento Rotor-Gene Q MDx en una superficie plana.

2. Aseglrese de que haya espacio suficiente detrds del instrumento para abrir la tapa por

completo.

3. AseguUrese de que el inferruptor situado en la parte posterior del instrumento sea fécilmente

accesible.
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No obstruya la parte posterior del instrumento. Asegirese de que, en caso necesario, el cable
de alimentacién se pueda extraer fécilmente para desconectar el instrumento de la

alimentacién.

. Conecte el cable USB o el cable serie RS-232 suministrado a un USB o a un puerto de

comunicaciones en la parte posterior del ordenador.

. Conecte el cable USB o el cable serie R$-232 a la parte posterior del instrumento Rotor-Gene

Q MDx.

A continuacién, conecte el instrumento Rotor-Gene Q MDx a la red eléctrica. Conecte un
extremo del cable de red de CA a la base de enchufe que se encuentra en la parte posterior

del Rotor-Gene Q MDx y el otro extremo a la toma de corriente de CA.

i iinmn. —

Interruptor de
encendido/
apagado

Toma de
corriente

Placa de
identificacién con Ventilador de Puerto  Puerfo USB
némero de serie refrigeracién serie

Nota: Conecte el Rotor-Gene Q MDx al ordenador Gnicamente con los cables USB y serie

suministrados con el instrumento. No utilice ningin otro cable.

4.1.3 Instalacién del software

1.

Para instalar el software Rotor-Gene Q, descargue el software de QIAGEN.com vy transfiéralo
a un ordenador mediante un soporte extraible sin virus o bien inserte en el ordenador el soporte

extraible que incluye el software y que se ha suministrado con el instrumento.

. Si la instalacién del software se inicia automdticamente, seleccione Install Operating Software

(Instalar software operativo) en la ventana que aparece o navegue hasta la carpeta del software
RGQ del soporte extraible.
Nota: Consulte la “Guia de instalacién de Rotor-Gene Q" suministrada con el instrumento que

le facilitard la instalacién y le guiard en los siguientes pasos de la instalacién del software.
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Rotor-Gene Q — Pure Detection

¥ Install Operating Software

B Exit

Una vez que se haya instalado el software, se creard automdticamente un icono en el escritorio.

4. Encienda el instrumento Rotor-Gene Q MDx moviendo el inferruptor, situado en la parte
posterior izquierda del instrumento, a la posicién “I” (Encendido). La luz azul “Standby”
(En espera) situada en la parte frontal de Rotor-Gene Q MDx indica que el instrumento estd

listo para el uso.

Nota: Cuando el instrumento Rotor-Gene Q MDx se inicia conectado a un ordenador por
primera vez, el sistema operativo del ordenador reconoce el equipo y aparecen una serie de
mensajes. Consulte la Guia de instalacién de Rotor-Gene Q suministrada con el instrumento (en

soporte extraible y edicidén impresa) si necesita ayuda.
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5. Haga doble clic en el icono del software Rotor-Gene Q situado en el escritorio para iniciar el

software.

6. Al iniciar por primera vez el software aparecerd la ventana Welcome (Bienvenidal), lo cual no

sucederd en posteriores actualizaciones del software.

& |ntroductory Screen and Initial Setup

Welcome!

Wwielcome, Before you begin, the analysis
zoftware needs to know a couple of things
about the type of system you are using.

M achine Serial Mumnber :

Fort:

COM1 - Auto-Detect

™ Bur in %irtual Mode [For Demanstration)

Begin | Exit Pragram |

Machine Serial Number
(Ndmero de serie del aparato):

Port (Puerto):

Auto-Detect

(Deteccién automdtical)

Run in  Viruadl Mode (for

demonstration) (Ejecutar en modo
virtual [para demostracién]):

Begin (Empezar):

Escriba el nomero de serie (7 digitos), que se encuentra en la parte posterior
del instrumento Rotor-Gene Q MDx.

Elija un puerto USB o de cable serie. Seleccione el puerto de comunicaciones
correspondiente o haga clic en el botén Auto-Detect (Deteccién automdtica).

Cuando se utiliza esta opcién, el puerto USB o serie correspondiente se detecta
automdticamente y se muestra en la lista desplegable Port (Puerto).

Al marcar esta casilla, se permite la instalacién del software Rotor-Gene Q en
un ordenador que no estd conectado con un Rotor-Gene Q MDx. El software
es totalmente funcional y puede simular series.

Nota: Si se marca esta casilla y se conecta un Rotor-Gene Q MDx a un
ordenador, aparece el siguiente mensaje antes de que se inicie la serie: You
are about to run in Virtual mode (Esté a punto de ejecutar en modo virtual). Para
llevar a cabo una serie real, es necesario cambiar la configuracién en la
ventana Setup (Configuracién) (consulte el apartado 6.5.4).

Cuando se haya introducido toda la informacién, haga clic en Begin (Empezar).
Espere hasta que finalice la inicializacién, que puede durar unos segundos. Si
se ha elegido el modo virtual, aparece el siguiente mensaie:

Rotor-Gene (] Series Software il

This software will perform basic simulation of a machine for kraining and demonstration purposes, You can disable this
setting via the Setup screen, accessible from the File menu,

Exit Program (Salir del programa):

Si la casilla Run in Virtual Mode (Ejecutar en modo virtual) estd desmarcada, el
software se inicia y se abre automdticamente.

Al hacer clic en este botén, se sale del programa.
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4.1.4 Versién del software

Para conocer el nimero de versién, haga clic en Help (Ayuda) y, a continuacién, en About This

Software... (Acerca de este software...).

Rotor-Gene Q — Pure Detection

Software Version : 2.3.4 \
Machine Serial No : 123456

Model : 5-Plex HRM /\_//*

Updates and additional information available
at http:/iwww .giagen.com

‘Warning: This computer program is
protected by copyright law and internatienal
treaties. Unautherized reproduction of this
program, or any portion of it, may result in
severe civil and criminal penalties, and will
be prosecuted to the maximum extent
possible under the law. Portions of Info-Zip
(c) 1980-1999 Info-ZIP Pty Ltd

Esta ventana muestra informacién general sobre el software, incluida su versién, asi como el

ndmero de serie y modelo del instrumento.

El software puede copiarse libremente para utilizarlo dentro de una organizacién que posea un
instrumento Rotor-Gene Q MDx. El software no puede copiarse ni distribuirse a terceros que no

formen parte de la organizacién.

4.1.5 Software adicional en los ordenadores conectados a los instrumentos
Rotor-Gene Q MDx

El software Rotor-Gene Q gestiona procesos en los que el tiempo es un factor critico durante la
serie de PCR y el proceso de adquisicidén de datos. Por este motivo, es importante asegurarse de
que ningun ofro proceso utilice demasiados recursos del sistema y, en consecuencia, ralentice el
software Rotor-Gene Q. Es muy importante prestar atencién a los puntos que se detallan a

continuacién.

Los administradores del sistema deben tener en cuenta cualquier impacto que una modificacién en

el sistema podria tener sobre los recursos antes de implementarla.
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Software antivirus

QIAGEN tiene en cuenta la amenaza que los virus informdticos pueden suponer en cualquier
ordenador que intercambie datos con otros ordenadores. Se espera que el software Rotor-Gene
AssayManager, versién 1.0 0 2.1, se instale principalmente en entornos que cuenten con politicas
locales vigentes para minimizar esta amenaza. Sin embargo, QIAGEN recomienda siempre el uso

de un software antivirus.

La eleccién e instalacién de la herramienta de deteccidn de virus adecuada es responsabilidad del
cliente. Sin embargo, QIAGEN ha validado el software Rotor-Gene Q con el portdtil QIAGEN

junto con el siguiente software antivirus compatible:

® Microsoft Defender, versién del cliente 4.18.2005.5

Consulte la pégina de producto en QIAGEN.com para conocer las Gltimas versiones del software
antivirus que se han validado junto con el software Rotor-Gene Q y el software Rotor-Gene

AssayManager, versién 1.0 0 2.1.

Si se selecciona un software antivirus, asegirese de que se puede configurar de modo que la ruta de
la carpeta de la base de datos pueda excluirse de la exploracién. De lo contrario, existe el riesgo de
errores de conexién de la base de datos. Dado que el software Rotor-Gene AssayManager, versiones
1.0y 2.1, crea dindmicamente nuevos ficheros de base de datos, es necesario excluir la ruta de la
carpeta a los archivos y no los archivos individuales. No recomendamos el uso de software antivirus
con los que se pueden excluir Gnicamente archivos individuales, p. ej., McAfee Antivirus Plus V16.0.5.
Si el ordenador se utiliza en un entorno sin acceso a la red, asegurese también de que el software

antivirus admita actualizaciones sin conexién.

Por lo tanto, para obtener resultados coherentes después de la instalacién de un software antivirus,

los administradores del sistema deben garantizar lo siguiente:

e Como se ha explicado anteriormente, la ruta de la carpeta de la base de datos del software
Rotor-Gene  AssayManager 1.0 'y 2.1  (C:\Program  Files\Microsoft ~ SQL
Server \MSSQL10_50.RGAMINSTANCE\MSSQL\DATA) tiene que excluirse de las

exploraciones de archivos, de la siguiente manera:

e Las actualizaciones de la base de datos de virus no se llevan a cabo cuando el software Rotor-

Gene AssayManager 1.0 0 2.1 estd en uso.

® Asegirese de que las exploraciones totales o parciales del disco duro estén deshabilitadas
durante la adquisicién de datos de realtime PCR. De lo contrario, existe el riesgo de impactos

adversos en el rendimiento del instrumento.

Lea el manual del software antivirus seleccionado para conocer la informacién de configuracién.
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Firewall y redes

El software Rotor-Gene Q puede funcionar en ordenadores sin acceso a la red o en un entorno de
red, si se utiliza un servidor de base de datos remoto. Para el funcionamiento en red, el firewall
del ordenador portdtil proporcionado por QIAGEN estd configurado de forma que el tréfico
entrante se bloquee para todos los puertos, excepto para los necesarios para establecer una

conexién de red.

Tenga en cuenta que el bloqueo de las conexiones entrantes no afecta a las respuestas a las
solicitudes activadas por el usuario. Se permiten las conexiones salientes, ya que pueden ser

necesarias para recuperar actualizaciones.
Si su configuracién es diferente, QIAGEN recomienda configurar el firewall de la manera descrita
con anterioridad. Con este propésito, un administrador del sistema debe iniciar sesién y realizar

los siguientes pasos:

1. Abra Control Panel (Panel de control) y seleccione Windows Firewall (Firewall de Windows).

[E=SE =
&SE) >[5 » ControlPancl » Al ControlPandltems » By P
Adjust your computer's settings Viewby: Smallicons
¥ Action Center Administrative Tools 3 AutoPlay W Backup and Restore
B Color Management. [ Credential Manager D Date and Time @ Default Programs
& Desktop Gadgets & Device Manager & Devices and Printers B8 Disploy
N @ Esse of Access Center  Folder Optons B Forts & Getting Stated
& HomeGroup & Indexing Options Intel(R) HD Graphics @ Intel® Rapid Storage Technology
@) Internet Options & Keyboard Location and Other Sensors 7 Mouse
£ Network and Sharing Center Notification Area lcons. & Parental Controls B Performance Information and Tools
| = pesomaiiotion (5] Phone and Modem $ Power Options B Programs and Features
& Recovery ® Region and Language % RemoteApp and Desktop Connections & Sound
& Speech Recognition @® Sync Center 1 System [ Taskbar and Start Menu
& Troubleshosting 88 User Accounts &, Windows Anytime Upgrade 3 Windows Cardspace f
| 1 Windows Defender [ Windows Mobility Center & Windows Update (]
YR Wieless Configuration Uty
|
protecty
and malicious softuare.
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2. Seleccione Use recommended settings (Usar ajustes recomendados).

G O)~[@ » Corvairan + 8 contpanitams + VindoweFrmat

Control Pane! Hog Help protect your computer with Windows Firewall

Allow a program or feature

Windows Firewall can help prevent hackers or malicious software from gaining access to your computer
through Windows Firewall 4R gaining ¥e P

through the Interet or a network,

) Change notification settings How does a firewall help protect my computer?
@ TumWindows Fiewallon o What are network locations?
o
& Restore defaults Update your Firewall settings
N @ Advanced settings Windows Firewall s not using the recommended
9 S settings to protect your computer. G < ded setting
Troubleshoot my network
What rethe recommended setings?
I % Home or vork (rivate) networks Not Connected (v)
l 9 Public networks Connected ()
I
Networks in public places such as airports or coffee shops N
| Windows Firewall state: Off il
Incoming connections: lock ll connections o programs thatae not on the
list o allowed programs I
Active publc networks Nene
Netifcaton stte Notiy me when Windows Firewsl blocks a new
program

Secalso
Action Center
Network and Sharing Center

3. Compruebe que los ajustes siguientes estén activos:

G O)~[@ » Corvairan + 8 contpanitams + VindoweFrmat

Control Pane! Hog Help protect your computer with Windows Firewall

Allow a program or feature

Windows Firewall can help prevent hackers or malicious software from gaining access to your computer
through Windows Firewall 4R gaining ¥e P

through the Interet or a network,

) Change notification settings How does a firewall help protect my computer?
@ TumWindows Fiewallon o What are network locations?
i .
@ ; )
P B @ Home or vork private) networks Not Connected (&
& Advanced settings Networks at home or work where you know and trust the people and devices on the network
Troubleshoot my network:
Windows Frenal sate on
Incoming connections Block ll connection o programs hatar ot onthe
Jist of allowed programs N
I Actvehome orwork private) neworts: None
Notifcotion st Notiy me when Windows Fiewal blocks a new
N program I
| l @ public networks Connected () f
Networks n publc ploces sch o aiports rcefee shops |
Windows Frenal sate on
Incoming connections Block ll connection o programs hatar ot onthe
Tt of sllowed programs
Actve pubiic networs: None
s Notifcotionstte Notiy me when Windows Fiewal blocks a new
sels program

Action Center
Network and Sharing Center

Por motivos de seguridad y fiabilidad, se utilizaré el acceso a la red por cable en lugar del Wi-Fi.
El portétil proporcionado por parte de QIAGEN dispone de un adaptador de Wi-Fi deshabilitado.
Si su configuracién es diferente, un administrador del sistema debe deshabilitar el adaptador de

Wi-Fi de forma manual siguiendo estos pasos:
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1. Abra Control Panel (Panel de control) y seleccione Network and Sharing Center (Centro de redes

y recursos compartidos).

= [ [

~ ] 4] search con.. 2]

@)~ » Convtrue » M Convipnms +

Adjust your computer's settings Viewby: Smallicons ~

¥ Action Center Administrstive Tools 53 Autoplay W Backup and Restore I
B Color Management Credential Manager 9 Date and Time @ Defautt Programs
@ Desktop Gadgets &8 Device Manager & Devices and Printers. & Display

| © Ease of Access Center Folder Options JA Fonts. & Getting Started

|| #& HomeGroup £ Indeing Options Intel(R) HD Graphics @ Intel® Rapid Storage Technology
@) Interet Options. & Keyboard Location and Other Sensors 7 Mouse
& Network and Sharmgntzr & Notification Area Icons & parental Controls M Performance Information and Tools.

[ & personalization ‘Network and Sharing Center B @ Power Options Programs and Features

& Specch Recognition | forsharing files and printers. 184 system L Taskbar and Start Menu I
[ Troubleshooting 8, User Accounts & Windows Anytime Upgrade 5 Windows Cardspace

| 2 vinsousoctensr P Windows Firewall G Windows Mobilty Center ] Windows Update i
YR Wireless Configuration Utity |

2. Seleccione Change adapter settings (Cambiar configuracién del adaptador).
lelE g
~ [ 4] search Con.. 2]

0|

@'U‘.\:.: » Control Panel » All Control Panel terns » Network and Sharing Center

Control Panel Home . . . . .
View your basic network information and set up connections
(s e ne A % @ See full map
Change adapter sefings
‘B_H%_l QIAGEN-PC Internet f
h .
settings
View your active networks Connectto 2 network
You are currently not connected to any networls.
I Change your networking settings
I ik Set up anew connection or network.
=" setup a wireless, broadband, dial-up, ad hoc, or VPN connection; or et up a router or access poit.
A Comnecttoa network
I Connect orreconnec to 3 wires, wire, dil-up,or VPN network comnction,
[ Choose homegroup and sharing options
%Auexxﬂ\exand ters located on other or settings. 0
I [ Troubleshoot problems I
Diagnose and repai network problems, or gettroubleshooting information. I
Seealso
HomeGroup
Intemet Options
Windows Firewall

3. Sitée el cursor sobre Wireless Network Connection (Conexién de red inalémbrica), pulse el

botén derecho del ratén y seleccione Disable (Deshabilitar) en el mend contextual.
S g

<[4 ][ search et.. o]

@U"ﬁ" » Control Panel » Network and Internet » Network Connections »

Otganize v ConnectTo  Disablethi device D . R . Change settings of ti - 0 @

] Connection
2 Notconl @ Diso
et Bricar @ 02

3¢ Brodeon = e Diconnct I

Status

| Local Area Connection
¥ Network cable unplugged

X F okl Ethernet Connection D17V

Sz
® 5ridge Connections

Creste Shortcut
Delete
® Rename

| & Properties
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4. Compruebe que la conexién de red inaldmbrica esté deshabilitada.

j= [ & v Contral Panel » Network ond Internet b Nebwork Connections & ~[4 ][ = . P

l’ Wircless Nebwork Connection
i
3 @ Inic(®) Etheme Connection L17- all grosceom schesssn

Herramientas del sistema

Varias herramientas del sistema pueden usar demasiados recursos del sistema, inclusive sin

ninguna interaccién del usuario. Algunos ejemplos comunes de tales herramientas incluyen:

® Indexacién de archivos, que muchas aplicaciones de oficina actuales ejecutan como una tarea
en segundo plano

e Desfragmentacién de disco, que a menudo también utiliza una tarea en segundo plano

e Cualquier programa que busca actualizaciones en Internet

® Herramientas de gestién y supervisién remota

Tenga en cuenta que, debido a la naturaleza dindmica del mundo de la informdtica, es posible
que esta lista no esté completa y que surjan herramientas que no se conocen en el momento de la
redaccién de este documento. Es importante que los administradores del sistema controlen que

tales herramientas no estén activas durante las series de PCR.
Actualizaciones del sistema operativo

Los ordenadores portdtiles suministrados por QIAGEN estdn configurados de forma que las
actualizaciones automdticas del sistema operativo estédn deshabilitadas. Si su configuracién es
diferente, un administrador del sistema debe deshabilitar los procesos de actualizacién automdticos

del sistema operativo mediante los siguientes pasos:
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1. Abra Control Panel (Panel de control) y seleccione
Windows).

Windows Update (Actualizacién de

= [ [

Q) [+ ComotPans » Aot Panirs »

~ [49][ search Con... £]

Adjust your computer's settings

¥ Action Center Administrative Tools 3 AutoPlay
B Color Management Credential Menager (9 Date and Time
@ Desktop Gadgets &8 Device Manager & Devices and Printers.
@ Easeof Access Center Folder Options A Fonts
l o HomeGroup & Indeing Options Intel(®) HD Graphics
Intemet Options & Keyboard Location and Other Sensors
52 Network and Sharing Center 5 Notification Area Icons 5 Parental Controls
[ B personalization [ Phone and Modem @ Power Options.
& Recovery 8 Region and Language 5 RemoteApp and Desktop Connections
& speechRecognition @ Sync Center 18 system

Troubleshooting 8, User Accounts. &, Windows Anytime Upgrade
i Windows Defender P Windows Firewall & Windows Mobility Center
R Wireless Configuration Utility

Viewby: Smallicons ~

1 Backup and Restore
@ Defautt Programs

1 Display

&l Getting Started

@ Intel® Rapid Storage Technology
P Mouse

W performance Information and Tools
Programs and Features

4 sound

L Taskbar and Start Menu

B Windows CardSpace

&

Windows Update

Windows Update
Check for software and driver

updates, choose automatic updating
settings, or view installed updates,

2. Seleccione Change settings (Cambiar configuracién).

= [ [

)~ » Control Panel » All Control Panel ltems » Windows Update
©x® P

~ [49][ search Con.. £]

Control Panel Home.

Windows Update
Checkfor updates

Change settings
V\ewupdatﬁsmry

Check for updates for your computer

P

Restore hidden updates: performance.

Most recent check for updates: 8/8/2017 at 1:22 PM
Updates were installed: 8/8/2017 at 2:23 PM. View updlate history
You receive updates: For Windows only.

Get updates for other Microsoft products. Find out more

c—
Installed Updates
& Windows Anytime Upgrade

Updates: frequently asked
questions Shoskle e

o

3. Seleccione Never check for updates (No buscar nunca actualizaciones).

= [ [

[E]S)

» Control Panel » Al Control Panel Iterns » Windows Update » Change setfings.

~ [49][ search Con.. £]

Choose how Windows can install updates

computer.
How does automatic updating help me?

Important updates

When your computer i online, Windows can automatically check for important updates and instal them
using these settings. When new updates are available, you can also instal them before shurting down the

Recomr

Who can install updates

Allow all users to install updates on this computer

Note
privacy statement online,

W @ Install updates automatically (recommended)
Install updates automatically (recommended)
Download updates but let me choose whether to install them
Check for updates but et me choose whether to download and installthem
mended)

checking for other updates. Read our
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4. Compruebe que la opcién Never check for updates (No buscar nunca actualizaciones) de

Important updates (Actualizaciones importantes) esté activada.

()= > Cortt Pt » A Corrt Pt e » Virdows Updi » Crarge e

Choose how Windows can install updates

When your computer i online, Windows can automatically check for important updates and instal them
using these settings. When new updates are available, you can also install them before shutting down the
computer

How does automatic updating help me?

Important updates

Y rrrmmr— - |

ates: | Every day at [300AM
Recommended updates

[7]Giveme

Who can install updates

(7] Allow al users to instal updiates on this computer

Note: Wind checking for other updates. Read our
‘privacy statement online,

En caso de que se necesiten actualizaciones debido a vulnerabilidades de seguridad no cubiertas,
QIAGEN proporciona mecanismos para instalar un conjunto definido de parches de seguridad
validados de Windows, ya sea en linea (si el portdtil de QIAGEN cuenta con conexién a Internet)

o como paquete fuera de linea, preparados en un equipo independiente con conexién a Internet.
Para obtener mds informacién, visite la pagina del producto en QIAGEN.com.
4.2 Requisitos del emplazamiento

Los instrumentos Rotor-Gene Q MDx deben instalarse protegidos de la luz solar directa y lejos de
fuentes de calor, vibraciones e interferencias eléctricas. En el apéndice A se presentan las
condiciones de funcionamiento (temperatura y humedad). El lugar de instalacién no debe estar
sometido a corrientes de aire, humedad y polvo excesivos ni a variaciones intensas de la

temperatura.

En el apéndice A se presenta la informacién sobre el peso y las dimensiones de los instrumentos
Rotor-Gene Q MDx. Asegurese de que el banco de trabajo esté seco, limpio y disponga de espacio
adicional para accesorios. Si desea obtener informacién acerca de las especificaciones necesarias

del banco de trabajo, péngase en contacto con el servicio técnico de QIAGEN.

Nota: Es muy importante que el instrumento Rotor-Gene Q MDx esté colocado sobre una superficie

estable, nivelada y sin vibraciones. Consulte las condiciones de funcionamiento en el apéndice A.

El instrumento Rotor-Gene Q MDx debe colocarse a una distancia aproximada de 1,5 m de una

toma de corriente alterna correctamente conectada a tierra.
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ADVERTENCIA | Atmésfera explosiva
f El instrumento Rotor-Gene Q MDx no estd disefiado para utilizarse en una

atmésfera explosiva.

ADVERTENCIA | Riesgo de sobrecalentamiento
Para garantizar una ventilacién correcta, mantenga un espacio minimo de
A 10 cm detrds del instrumento Rotor-Gene Q MDx.

No cubra las ranuras y las aberturas que aseguran la ventilacién del

instrumento Rotor-Gene Q MDx.

4.3  Conexidn eléctrica de CA
4.3.1 Requisitos de alimentacién

El instrumento Rotor-Gene Q MDx funciona a:

® 100-240V de CA a 50/60 Hz, 520 VA (pico)

Asegirese de que la tensién nominal del instrumento Rotor-Gene Q MDx sea compatible con la
tensién de CA disponible en el lugar de instalacién. Las fluctuaciones de la tensién de red no deben

superar el 10 % de las tensiones de alimentacién nominales.
4.3.2 Requisitos de conexién a tierra

Con el objetivo de proteger al personal encargado del manejo del instrumento, QIAGEN
recomienda que el instrumento Rotor-Gene Q MDx esté correctamente puesto a tierra. El
instrumento dispone de un cable de alimentacién de CA de 3 conductores que, una vez conectado
a una toma de CA adecuada, sirve como toma de tierra del instrumento. Para conservar esta

proteccién, no conecte el instrumento a una toma de CA que no disponga de toma de tierra.
4.3.3 Conexién del cable de alimentacién de CA

Conecte un extremo del cable de red de CA a la base de enchufe que se encuentra en la parte

posterior del instrumento Rotor-Gene Q MDx y el ofro exiremo a la toma de corriente de CA.
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4.4  Configuracién de seguridad de Windows

Los ordenadores portdtiles que proporciona QIAGEN para usar con el instrumento Rotor-Gene Q MDx
pueden venir con Microsoft Windows 7 o Windows 10 preinstalado y estén configurados con una cuenta
de usuario de Windows estandar (no administrativa) y con una cuenta de administrador. En el uso habitual
del sistema, se deberd usar la cuenta esténdar, ya que el software Rotor-Gene Q y el software Rotor-Gene
AssayManager, version 1.0 o 2.1, estdn disefiados para ejecutarse sin derechos de administrador.
La cuenta del administrador (la que tiene el fondo de escritorio rojo) solo se deberd usar para
instalar el software Rotor-Gene Q o el software Rotor-Gene AssayManager, versién 1.0 0 2.1, y
un  Software adicional en los ordenadores conectados a los instrumentos
Rotor-Gene Q MDx (consulte el apartado Software antivirus). El uso de la cuenta de administrador
se indica con un fondo de escritorio rojo. Asegirese de que siempre inicia sesién como usuario
estdndar para el uso habitual.

La contrasefia predeterminada para la cuenta de administrador es Q1a#g3nlA6. Cambie la
contrasefia del administrador después de iniciar la sesién por primera vez. Asegirese de que la

contrasefia sea segura y de que no se pierda. La cuenta de operador no tiene contrasefia.

Si se pierde la contrasefia de administrador del portdtil, le aconsejamos que se ponga en contacto

con Microsoft para obtener ayuda.

Si su configuracién es distinta y no contiene ninguna cuenta no administrativa, los administradores
del sistema deberdn configurar una cuenta de usuario de Windows estédndar adicional para evitar
el acceso a dreas criticas del sistema, como Program Files (Archivos de programa), directorio
Windows (p. ej., acceso a la funcién de instalacién o desinstalacién, lo que incluye aplicaciones,
componentes del sistema operativo, ajustes de fecha/hora, actualizaciones de Windows, firewall,
derechos y funciones de usuario, activacién de antivirus) o ajustes correspondientes al rendimiento,

como ahorro de energia.

Para crear una cuenta de usuario estdndar en Windows 7, siga estos pasos que se describen en

el apartado Crear una nueva cuenta de usuario:

Abra Windows Control Panel (Panel de control de Windows) mediante el meni Start (Inicio) y

seleccione User Accounts (Cuentas de usuario) > Manage Accounts (Administrar cuentas).
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1. Seleccione Create a new account (Crear una cuenta nueva).

G@_‘.‘%ﬂ Uhar hcogunts & Mlansge Arcosnty -]I,H [ —— ol

Choose the acoount you would like to change

Adrin Guest
Aderureifr Uit booeust o ol
|
|

What = b vde Bt

kit gl thangn 1o can da [
W Setop Parertsl Conmenls
(i T tha musin Lhar Acoounts page |

2. Asigne un nombre a la cuenta y seleccione Standard User (Usuario estandar) como el tipo de

=

q@“! B3, = Manage hcoounts b Creste New Account = | 43 W idrarch Contral Pawnel i1
S -

cuenta.

| Mame the account and choose an acoount type
| This narme will apgear on e Wilcoene sceeen and o the S menu.

_
andard aCC0URE USENs Can Ube rrast softeane sed change cystem settings that do not afect othey users of
The deCuy o Dot Corrpatel,

71 Bdrncirso
Admnigtratees hive Soeplete scaii 1o Bhe computer and can make sny dedined changes. Baded on
maptificaion peitings, sdmnifnebors may be sshed to peovide B paaswornd or confirmasion befomn
eriing changet that sffect other users.

e eecommend that you peotect every Bcount with b iong pidswoed

Wity i b sindand Bocoust recommended?

Lreste Account I Cancel

3. Haga clic en Create Account (Crear cuenta).
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4.5 Requisitos de la estacién de trabajo

El PC portétil que opcionalmente se suministra con Rotor-Gene Q MDx cumple los requisitos del

software Rotor-Gene Q que se detallan en la tabla siguiente.

Requisitos del sistema de la estacién de trabajo

Descripcién

Requisito minimo

Sistema operativo

Procesador

Memoria principal
Espacio de disco duro
Gréficos

Puertos

Dispositivo sefialador
Bluetooth

Visor de documentos PDF o
programa similar

Opciones de energia

Microsoft® Windows® 10 Professional Edition (64 bits); Microsoft Windows 7
Professional Edition (32 bits o 64 bits)* (Service Pack 1)

Intel® Core™ 2 Duo 1.66 GHz o superior

1 GB de RAM como minimo

10 GB de HDD como minimo

Adaptador y pantalla de al menos 1200 x 800 pixeles

Puerto serie RS-232 o puerto USB

Se requiere un panel tctil (fouchpad), un ratén o un dispositivo equivalente
Debe estar desactivado

Debe estar instalado, no forma parte de los paquetes de instalacién del software

Los discos duros no deben apagarse, entrar en hibernacién ni pasar al modo de
suspension

Se requiere Microsoft Windows 10 o Windows 7 Professional Edition para ejecutar el software Rotor-Gene Q con funciones

de seguridad (consulte el apartado 6.9). Las funciones de seguridad no estén disponibles si se utiliza la edicién Home de

Windows 10 o Windows 7.

t Cuando se utiliza el software Rotor-Gene AssayManager®, versién 1.0 o 2.1, los siguientes requisitos minimos del PC son
diferentes: se requiere un procesador Intel Core i3-380M, 4 GB de RAM de memoria principal, 250 GB de espacio de

disco duro y puerto USB.

4.6 Desembalaje e instalacién del instrumento Rotor-Gene Q MDx

El instrumento Rotor-Gene Q MDx se suministra con todos los componentes necesarios para su

funcionamiento. La caja también contiene una lista de todos los componentes suministrados.

Nota: Compruebe que se han suministrado todos los componentes de esta lista.

Nota: Antes de la instalacién, compruebe que ni el instrumento ni los accesorios suministrados

presentan dafios derivados del transporte.
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La caja de accesorios estd colocada encima del embalaje de espuma. La caja de accesorios

contiene:

e Guia de instalacién (en inglés; traducciones disponibles en el soporte extraible de los manuales)
® Soporte extraible (software)

® Soporte extraible (manuales)

Loading Block 96 x 0.2 ml Tubes

Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes

Rotor Holder (desmontado para un transporte seguro)

36-Well Rotor (este rotor es de color rojo)

36-Well Rotor Locking Ring

En los laterales del embalaje de espuma se encuentran los siguientes elementos:

Cable USB y cable serie RS-232

Conjunto de cables de alimentacién internacional
PCR Tubes, 0.2 ml (1000)
Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (1000)

Una vez que haya extraido todos estos componentes de la caja, retire el embalaje de espuma de
la parte superior del instrumento Rotor-Gene Q MDx. Extraiga con cuidado el instrumento
Rotor-Gene Q MDx de la caja y quitele la cubierta de pldstico. Abra la tapa deslizandola hacia

atrés para acceder a la cdmara de reaccién.
Los siguientes elementos ya vienen instalados en el interior del instrumento Rotor-Gene Q MDx:

e 72-Well Rotor (este rotor es de color azul)
® 72-Well Rotor Locking Ring

En funcién de los detalles del pedido, puede que el embalaje incluya un ordenador portatil.
4.6.1 Actualizacién de software

las actualizaciones del software estdn disponibles en el sitio web de QIAGEN, en
https://www.qiagen.com/products/instruments-and-automation/pcr-instruments/ rotor-gene-qg-
mdx/, al que también se puede acceder desde el ment Help (Ayuda) del software. Para descargar

el software, es necesario registrarse en linea.
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4.7  Accesorios

Los discos Rotor-Disc y los accesorios se pueden solicitar por separado para su uso con el

instrumento Rotor-Gene Q MDx. Para obtener mds informacién, consulte el apartado 16.
4.8 Nuevo embalaje y envio del instrumento Rotor-Gene Q MDx

Al volver a embalar el instrumento Rotor-Gene Q MDx para su envio, deben usarse los materiales
de embalaje originales. Si no es posible utilizar los materiales de embalaje originales, péngase en
contacto con el servicio técnico de QIAGEN. Asegirese de que el instrumento esté correctamente
preparado (consulte Tareas de mantenimiento) antes de embalarlo y que no presente ningin riesgo

biolégico ni quimico.

4.9 Iniciacién

4.9.1 Encendido del instrumento Rotor-Gene Q MDx y de la estacién de trabajo
Asegurese de que el instrumento Rotor-Gene Q esté conectado al ordenador portdtil a través de un

USB o un RS-232 y de que tanto el portdtil como el instrumento Rotor-Gene Q estén conectados y

encendidos.
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5  Procedimientos operativos

Antes de continuar, le recomendamos que se familiarice con las caracteristicas del instrumento

consultando el apartado 3.

. Daiios en el instrumento
PRECAUCION | iilice gnicamente celdas de flujo y consumibles de QIAGEN con el
f instrumento Rotor-Gene Q MDx. Los dafios causados por el uso de otros

tipos de celdas de flujo o consumibles anularén la garantia.

Riesgo de dafios materiales
PRECAUCION Trate de no mover la mesa de trabajo ni causar vibraciones en el
f instrumento Rotor-Gene Q MDx mientras est& en funcionamiento a fin de

evitar alterar las sensibles mediciones épticas.

5.1  Uso del software Rotor-Gene Q MDx

Las series nuevas se pueden configurar mediante el asistente Quick Start (Inicio répido) o el
asistente Advanced (Avanzado), que aparecen cuando se inicia el software. El asistente Quick
Start (Inicio rdpido) estd disefiado para permitir al usuario que inicie la serie lo mds rapidamente
posible. El asistente Advanced (Avanzado) presenta mds opciones, como la configuracién de la
optimizacién de la ganancia y los ajustes de volumen. Para una mayor comodidad, los asistentes
cuentan con una serie de plantillas con condiciones de ciclado y canales de adquisicién
predeterminados. Si desea cambiar el tipo de asistente, seleccione la pestafia que corresponda en

la parte superior de la ventana New Run (Nueva serie).
5.1.1 Asistente de inicio rapido

El asistente Quick Start (Inicio rdpido) permite al usuario que inicie la serie lo mds rdpidamente
posible. El usuario puede seleccionar de entre un conjunto de plantillas de uso habitual e introducir
el minimo de pardmetros para empezar. El asistente Quick Start (Inicio rdpido) presupone que el
volumen de reaccién es de 25 pl. Para ofros voldmenes de reaccién, utilice el asistente Advanced

(Avanzado) (consulte el apartado 5.1.2).
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En primer lugar, seleccione la plantilla que desee aplicar a la serie haciendo doble clic en ella en

la lista de la ventana New Run (Nueva serie).

i x|

Guick Start I Advanced |

Imports the cyding
and acquisition and
- sample definitions

"% Three Step with Melt from the last run open
in the software.

form Last Run

(1]

'S Two Step

*% Quenched FRET

(1]

*% Mudleic Add Concentration Measurement

e
T"-.L.’-J HRM™

T"xl__xf

’?_J Open A Template In Another Folder...

Other Runs

Cahcel

I

Help

¥ Show This Screen When Software Opens

Perform Last Run (Ejecutar la Perform Last Run (Ejecutar la Gltima serie) utiliza las definiciones de ciclado,
Oltima serie): adquisicién y muestra de la Gltima serie abierta en el software.

Three Step with Melt (Tres pasos  Se trata de un perfil de ciclado en tres pasos y una curva de disociacién con
con disociacién): adquisicién de datos en el canal verde.

Two Step (Dos pasos): Se trata de un perfil de ciclado en dos pasos con datos adquiridos en los
canales verde, amarillo, naranja y rojo.

Quenched FRET (FRET suprimido): ~ Se trata de un perfil de ciclado en tres pasos y una curva de disociacién. A
diferencia del perfil de los tres pasos con disociacién, la adquisicién se
produce al final del paso de hibridacién.

Nucleic Acid Concentration Se trata de una plantilla predeterminada para medir la concentracién de dcido
Measurement (Medicién de la nucleico mediante colorantes intercalados.

concentracién de écido

nucleico):

HRM: Esta carpeta contiene perfiles de disociacién de alta resolucién.

Other Runs (Otras series): Esta carpeta contiene perfiles adicionales.

Los perfiles de ciclado y adquisicién de todas las plantillas pueden modificarse mediante el

asistente.
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Nota: Para afiadir plantillas definidas por el usuario a la lista de plantillas del asistente Quick Start
(Inicio rdpido), copie o guarde los archivos *.ret en C:\Program Files\Rotor-Gene Q
Software\Templates\Quick Start Templates. Una vez que haya copiado un archivo en esta ruta, la
plantilla aparecerd en la lista a modo de icono. Si quiere personalizar los iconos de sus plantillas,

cree una imagen *.ico con el mismo nombre de archivo que la plantilla.

Se pueden crear subcarpetas para plantillas de un mismo grupo. Esto permite organizar las

plantillas, lo que puede resultar Gtil si, por ejemplo, diversos usuarios utilizan el mismo instrumento.
Seleccién del rotor
En la siguiente ventana, seleccione el tipo de rotor de la lista.

Marque la casilla de verificacién Locking Ring Attached (Anillo de bloqueo acoplado) vy, a

continuacién, haga clic en Next (Siguiente).

[* Quick Start

1. Rotar Selection ] 2 Confirm Profile1

Rotor Type -

36-Well Rotor

Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100

¥ Locking Ring Attached

coce_|

Confirmar perfil

Se importan las condiciones de ciclado y los canales de adquisicién de la plantilla seleccionada.

Pueden modificarse en la ventana Edit Profile (Editar perfil) (consulte el apartado “Editar perfil”).

Para iniciar una serie, haga clic en el botén Start Run (Iniciar serie). También puede guardar la

plantilla antes de iniciar la serie haciendo clic en Save Template (Guardar plantilla).
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J» Quick Start
1. Rotor Selection 2 Canfir Prafie |

no, 8 W @
New Open Saveds | Help

The run wil tske approximately 77 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed

Click on & cyele bekon to modfy it
Inseit after
e Iser before..
Remove
Hold Temperature: 85 | deg
Hold Time: 2 |mins 0 [secs

< Back Save Template Start Run

Cancel

Guardar serie

Después de hacer clic en el botén Start Run (Iniciar serie), aparece la ventana Save As (Guardar

como). La serie se puede guardar en la ubicacién que desee el usuario. La serie recibe un nombre

compuesto por la plantilla utilizada y la fecha de la serie. El nombre del archivo también incluye

un nimero de serie (1, 2, efc.) para permitir la denominacién automdtica de las diferentes series

que utilizan la misma plantilla un mismo dia.

sovens 2ix
& [ of B3~
File name IThree Step with Melt 2008-12-04 {1} j Save I
Saveastpe:  |Run File ("rex) =l Cancel
A
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Configuracién de muestras

Una vez que se ha iniciado la serie, la ventana Edit Samples (Editar muestras) permite definir y

describir las muestras.

Dy catsomples ol
File Edit Format Security
Standard | Rotor Style I
Setftings :
lrﬁiven Conc. Farmat : |123,45? j (WITI8R - opies/ reactiory More Options |
—Samples :
I | Edt | ResetDetat| Gradent | REIEIEEE B
C |ID |Mame | Type | Groups | Given Cone, |Selected | 2|
Al R 1000 Standard 1.000 Yes J
W:: riooo Standard 1,000 es
W rio Standard 100 “es
MW R Standard 100 “es
W ruo Standard 0 Vs
W R0 Standard 0 Vs
B r Standard 1 Vs
| EBEGE Standard 1 Vs
Bl RNTC NTC Tes
B2 RNTC NTC Tes
Wc: 1000 Standard 1,000 es
Mlc: 1000 Stardard 1.000 Yes hd|
Page :
’7Name' IPageW % | b | Mew | Deletel [ Synchronize pages
Undo I OK I Cancel I Help I

La ventana Edit Samples (Editar muestras) aparece después de que se haya iniciado la serie, de
forma que el usuario puede utilizar este momento para introducir los nombres de las muestras. Si
se infroducen los nombres de las muestras répidamente durante una serie (por ejemplo, a través
de un escdner de cédigo de barras), podria ocurrir que algunas letras del nombre cambien de
lugar. Por lo tanto, le recomendamos que no utilice escéneres de cédigos de barras y que, si
procede, infroduzca los nombres de las muestras una vez finalizada la serie. Para obtener
informacién sobre la configuraciéon de las definiciones de las muestras en la ventana Edit Samples

(Editar muestras), consulte el apartado 6.8.4.
5.1.2 Asistente avanzado

El asistente Advanced (Avanzado) presenta opciones que no estdn disponibles en el asistente Quick

Start (Inicio répido), como la configuracién de la optimizacién de la ganancia.

Para utilizar el asistente Advanced (Avanzado), haga doble clic en el nombre de la plantilla que
desee seleccionar de la lista que se muestra en la pestafia Advanced (Avanzado) de la ventana

New Run (Nueva serie).
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x

Quick Statt  Advanced I

1]
L

rform Last Run
13 Empty Run from the last run open
2 Three Step with Melt
H

s Two Step

o HRM™

@ Instrument Maintenance

l_ | Other Runs
ﬁTJ Cpen & Template In Another Folder. ..

Imports the cyding
and acguisition and
sample definitions

in the software,

Cancel

i

Help

¥ Show This Screen ‘When Software Opens

Las opciones de plantilla que se ofrecen en esta ventana son similares a las que aparecen cuando

se utiliza el asistente Quick Start (Inicio répido) (apartado 5.1.1).

Perform Last Run (Ejecutar la
Oltima serie):

Empty Run (Serie vacia):

Three Step with Melt (Tres pasos
con disociacién):

HRM:

Other Runs (Ofras series):

Instrument Maintenance
(Mantenimiento del instrumento):

Nota: Para afadir plantillas definidas por el usuario a la lista de plantillas, copie o guarde los

archivos *.ret en C:\Program Files\Rotor-Gene Q Software\Templates\. Una vez que haya copiado

Perform Last Run (Ejecutar la dltima serie) importa las definiciones de ciclado,
adquisicién y muestra de la Gltima serie abierta en el software.

Se trata de una serie vacia que permite al usuario definir todos los parédmetros
del perfil.

Se trata de un perfil de ciclado en dos pasos con adquisicién de datos solo en
el canal verde para agilizar la serie.

Esta carpeta contiene dos perfiles de disociacién de alta resolucién.

Esta carpefa contiene perfiles adicionales.

Contiene la plantilla utilizada durante la verificacién éptica de la temperatura
(OTV). Si desea obtener mds informacién, consulte el apartado 9. Esta plantilla

se encuentra bloqueada para garantizar que el perfil funcione siempre
correctamente.

un archivo en esta ruta, la plantilla aparecerd en la lista a modo de icono.
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Ventana 1 del asistente para series nuevas
En la siguiente ventana, seleccione el tipo de rotor de la lista.

Marque la casilla de verificacién Locking Ring Attached (Anillo de bloqueo acoplado) y haga clic

en Next (Siguiente) para continuar.

New Run Wizard

Welcome to the Advanced Bun Wizard!

-Rator Type

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

[ Locking Ring Attached

CSkipWizad ) o0 Back Mext »>

Ventana 2 del asistente para series nuevas

En la siguiente ventana pueden introducirse el nombre del usuario y notas sobre la serie. También

es necesario introducir el volumen de reaccién.

Si en la ventana 1 se selecciona 72-Well Rotor, en el meni desplegable aparecen tres opciones
de Sample Layout (Disposicién de muestras). La opcién predeterminada es “1, 2, 3...”. La mayoria

"

de los usuarios selecciona esta opcién. Se debe seleccionar “1A, 1B, 1C..." cuando las muestras
se cargaron en tubos en tira de 0,1 ml adyacentes utilizando una pipeta multicanal con 8 canales.

Si corresponde, puede seleccionarse la disposicion “Al, A2, A3...".
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New Run Wizard

This screen dizplays mizcellansous options for the mwn. Complete the fields, This box displays
clicking Mexst when you are ready to move to the nest page. help on elemerits in
the wizard. For help
Dperator : on an item, hover
’ ] wour maouse aver the

itern for help. ‘r'ou
can also click on a
combo box to digplay
help about itz
available zettings.

Motes

Reaction ] i
Yolume [plL]: =

Sample Lapout : ]'I, 2 _:_J

Skipwizard | << Back Net>> |

Ventana 3 del asistente para series nuevas

En esta ventana, se pueden modificar los ajustes de Temperature Profile (Perfil de temperatura) y
Channel Setup (Configuracién de canales). Si se hace clic en el botén Edit Profile... (Editar perfil...),
aparece la ventana Edit Profile (Editar perfil), que permite alterar las condiciones de ciclado y

seleccionar los canales de adquisicién (apartado Editar perfil).

Tras configurar el perfil, haga clic en el botén Gain Optimisation... (Optimizacién de ganancia...)

para abrir la ventana Gain Optimisation (Optimizacién de ganancia) (consulte la pagina 64).
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New Run Wizard

Thizs box displays
help on elements in

the wizard. For help
on anitem, hover
wour mouse over the
itern for help. ‘r'ou

can also click on a
combo box to digplay
help about itz

available settings.
Edit Praofile ...

Channel Setup :

Temperature Profile ©

Detector Create New...

E . n_ 5100m i =

el 7 Edit...

Orange  585nm  E10nm 7 Edit Gair...

Red E28nm  BBOnm 7

Crimzon  620nm 710hp 7 Bemove

HRM 470nm  510nm 7 Reset Defaults
Gain Optimization...

Skipwizard | << Back Net>> |

Source

Editar perfil

La ventana Edit Profile (Editar perfil) permite especificar las condiciones de ciclado y los canales
de adquisicién. El perfil inicial que se muestra estd basado en la plantilla seleccionada al
configurar la serie (consulte la pdgina 47). El perfil se muestra en un grdfico. La lista de los
segmentos del perfil aparece debajo de la visualizacién gréfica. Esta lista puede incluir “Hold”
(Mantener) (pdgina 55), “Cycling” (Ciclado) (pagina 57), “Melt” (Disociar) (pdgina 57) o HRM si
el instrumento dispone de un canal HRM (pdgina 60).

Las distintas etapas del perfil se pueden editar haciendo clic en el drea correspondiente de la

visualizacién grdfica o en el nombre de la lista y cambiando los ajustes que aparezcan.

Insert after... (Insertar Permite afadir un nuevo ciclo posterior al ciclo seleccionado.
después...):

Insert before... (Insertar antes...):  Permite afiadir un nuevo ciclo anterior al ciclo seleccionado.
Remove (Eliminar): Elimina el ciclo seleccionado del perfil.

La opcién Hold (Mantener) le indica al instrumento Rotor-Gene Q MDx que permanezca a la
temperatura sefialada durante un tiempo determinado. Para cambiar la temperatura, haga clic en
el botén Hold Temperature (Mantener temperatura) y escriba la temperatura que desee o utilice la
barra deslizante para seleccionarla. Para cambiar la duracién de la opcién Hold (Mantener), haga

clic en los botones de mins (minutos) y secs (segundos) de la opcién Hold Time (Tiempo de

retencién).
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E
. B H | e

Mew Open  Sawve As Help

The run will take spproximately 83 minute(s) to complete. The araph below represents the run ta be performed

Click on a cycle below to modify it

e after
Insert before
Remove

Cycling

Hold Temperature 5 | deg

Hald Time 3 |mins O |secs

Si realiza un ciclado de desnaturalizacién éptica, puede utilizar la opcién Hold (Mantener) como
paso de calibracién. En este caso, antes del periodo de Hold (Mantener), se lleva a cabo una
disociacién de calibracién. De forma predeterminada, estd configurada para el primer periodo de

Hold (Mantener) de la serie, pero puede cambiarse si fuera necesario.

Click on a cycle below to modify it ;

Ins:

Cycling

Inze

R

Haold Temperature ; 95 ||:Ieg.
Hold Time : 3 |min$ 1] |secs

Calibration Step: W

Calibration Settings
Acquining to an

tube 1. Ramp from 20 ta 35
and hold for 3 ming 0 secs.

Offget : 0 deq.

Edit |

Para obtener mds informacién sobre el ciclado de desnaturalizacién éptica, consulte la pégina 60.
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La opcién Cycling (Ciclado) permite repetir los pasos de temperatura definida por el usuario y
tiempo un nimero de veces determinado. El nimero de repeticiones se establece mediante el botén
This cycle repeats X time(s) (Este ciclo se repite X vez/veces).

El grdfico representa un solo ciclo (tal como se muestra en la captura de pantalla que aparece a
continuacién). Los pasos del ciclo pueden modificarse. Para cambiar la temperatura, arrastre la
linea de temperatura del gréfico hacia arriba o hacia abajo. Para cambiar la duracién del paso,
arrastre el limite de la temperatura del gréfico hacia la izquierda o hacia la derecha. Si lo prefiere,

haga clic en el paso y utilice los botones de temperatura y tiempo situados a la izquierda del
gréfico.

Si desea afadir o eliminar pasos del ciclo, utilice los botones “-” and “+" situados en la parte
superior derecha del gréfico.

Edit Profile E|
B H a
Mew Open  Save As Help:

The run will take approximately 83 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click an a oycle below to modify it

Hald Insert after...
Insert before...
Remove
This cycle repeats 45 | timels).
Click on one of the steps below to modify it. or press + o - to add and remove steps for this cycle.
Timed Step j _'I ;I
95 deg. 95 deq. for 20 secs

20 seconds
Mot Acquinng
72 deg. for 20 secs

[~ Long Range
[~ Touchdown B0 deq. for 20 secs

ok
Long Range (Largo alcance): Al marcar esta casilla, el tiempo de retencién del paso seleccionado se
incrementa 1 s con cada nuevo ciclo.
Touchdown (Temperatura Al marcar esta casilla, la temperatura desciende un nimero determinado de
decreciente): grados para un nimero especifico de ciclos iniciales. Posteriormente se

muestra en la visualizacién.

Pueden adquirirse datos en cualquier canal y paso de ciclado. Para configurar un canal de
adquisicién de datos, haga clic en el botén Not Acquiring (Sin adquisicién) (si en este paso ya se

han configurado canales de adquisicién, se incluirdn aqui).
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lTimeu:I Step 'l

95 deg.

10 zeconds

Mat Acguinng

[~ Long Range
[T Touchdown

Al hacer clic en el botén Not Acquiring (Sin adquisicidn), aparece la ventana Acquisition

(Adquisicion).

Same az Previous ; I[New Acquizition) j
—&cquizition Configuration :
Awailable Channels : Acguiing Channels :

Mame | LI Mame |
Crimgon Green
HFiM Ll
QOrange
Red «
ellow

To acquire from a channel, select it from the list in the left and click ». To stop acquinng from a
channel, zelect it in the right-hand list and click <. To remove all acguisitions, click <<

Dwe Chart »> | CTTTOETTTY Don't Acquie Help

Dye Channel 5election Chart

470nm | 510nm | FaMS, SYBR Green 14, Fluorescein, EvaGreen, Alewa Fluor 4585

Yelow  |530nm [B85nm  [JOEW, WICY, HEX, TETY, CAL Fluor Gold 5409, akima Y ellow
Orange | 585nm [E10nm  [RO%E, CAL Fluor Red B10Y, Cy3 59, Texas Redd, Alexa Fluor 568+
B28nm | EEOnm | CyEY, Quasar 6704, Alewa Fluor 5334
680nm | 710hp Quasar7054, Alewa Fluor 530
360nm | 510nm | 5YTO 34, EvaGiresn®

Para configurar un canal de adquisicién, seleccione un canal y pdselo de la lista “Available
Channels” (Canales disponibles) a la lista “Acquiring Channels” (Canales de adquisicién) mediante
el botén 2. Para eliminar un canal seleccionado de la lista “Acquiring Channels” (Canales de
adquisicién), utilice el botén <1 Bl boten ¢ permite eliminar todos los canales de la lista
“Acquiring Channels” (Canales de adquisicién). Si se hace clic en el botén Don't Acquire (No

adquirir), se eliminan todas las adquisiciones del paso.
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Si se incluye mds de una secuencia de ciclado en el perfil, los datos adquiridos se pueden adjuntar
a los datos adquiridos del ciclado anterior. Utilice el mend desplegable Same as Previous (Igual

que el anterior) para seleccionar el paso de ciclado al que deben adjuntarse los datos.

La Dye Channel Selection Chart (Tabla de seleccién del canal de colorantes) ayuda al usuario a
decidir qué canal es el adecuado para el colorante que va a utilizar. Los colorantes que aparecen

en la tabla son los que se utilizan habitualmente, pero no indican los limites del instrumento.

Las opciones de adquisicién descritas anteriormente también se aplican a los pasos de “Melt”
(Disociacién), salvo que no es posible adjuntar datos de adquisicién utilizando el mend Same as

Previous (Igual que el anterior).

Una disociacién es una rampa entre 2 temperaturas, de una tfemperatura mds baja a una més alta.

El rango de temperatura permitido es de 35 °C a 99 °C.

Para configurar una disociacién, especifique la temperatura de inicio, la temperatura final, los
incrementos de temperatura, la duracién del tiempo de refencién de la primera temperatura de
adquisicién antes del inicio de la rampa, el tiempo durante el que debe mantenerse cada

incremento y los canales de adquisicién.

Se generard una rampa entre las dos temperaturas. Si la temperatura de inicio es superior a la
temperatura final, el nombre del paso cambiaré a Hybridisation (Hibridacién). La opcién Acquire
To (Adquirir en), configurada en “Melt A” (Disociacién A) en la captura de pantalla que se muestra
a continuacién, puede modificarse haciendo clic en el botén. Aparecerd la ventana Acquisition

(Adquisicién) y se podrdan seleccionar los canales.

Ramp from IEIU_ﬂ degrees to Iaﬂ_ﬂ degrees,

Rizing by I'l_j degree(z] each step,

W aik fior IE‘U— zeconds of pre-melt conditioning on firzt step,
W aik fior 4] j geconds for each step aftenwards.

Acquire bo P et & | on Green

Cuando se ejecuta una disociacién esténdar, la temperatura aumenta en incrementos de 1 °Cy se
espera 5 segundos antes de cada adquisicién. El instrumento Rotor-Gene Q MDx puede
configurarse para realizar disociaciones en incrementos de 0,02 °C. El tiempo minimo de retencién

entre pasos de temperatura varia en funcién del nimero de grados entre los pasos.
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El andlisis de disociacién de alta resolucién (High Resolution Melt, HRM) caracteriza las muestras
de ADN bicatenario a partir de su comportamiento de fusién (disociacién). Es similar al andlisis
clésico de curva de disociacién, pero proporciona mucha mds informacién para una gama més
amplia de aplicaciones. Las muestras se pueden discriminar en funcién de la secuencia, la longitud,
el contenido de GC o la complementariedad de la cadena, e incluso segin los cambios de un solo

par de bases.

El andlisis de HRM solo se puede llevar a cabo en instrumentos que tengan instalado hardware y
software de HRM. Los datos se adquieren utilizando fuentes y detectores de HRM especializados.
Los andlisis de HRM también incluyen la opcién de efectuar una optimizacién de ganancia justo
antes de que se inicie la disociacién. Una vez que se ha realizado la HRM, los datos pueden

analizarse con el software de andlisis de HRM (apartado 10).

El ciclado de desnaturalizacién éptica es una técnica de excitacién, disponible en el instrumento
Rotor-Gene Q MDx, que realiza andlisis de disociacién en tiempo real para determinar el pico de
disociacién de una muestra de referencia. De este modo, la desnaturalizacién del producto de la
PCR se indica con mayor precisién que configurando una temperatura de desnaturalizacién
deferminada para un tiempo de refencién. Para llevar a cabo esta técnica, basta con colocar un
tubo de referencia de producto de la PCR en la posicién del tubo 1 del rotor. El tubo de referencia
también debe incluir una sustancia quimica de deteccién que permita detectar la disociacién de la

cadena.

Cuando se calienta a la temperatura de desnaturalizacién inicial, en el canal verde se realiza una
disociacién de 80 °C a 95 °C de forma predeterminada. El usuario puede ajustar los pardmetros
de esta disociacién inicial. A partir de estos datos, se genera una curva de disociacién que se

analiza autométicamente.

0 . . . . :

75 &0 83 a0 a5 100
2 ,,C
El pico de disociacién toma como referencia los datos sin procesar para obtener un umbral de
desnaturalizacién. A continuacién, en cada paso del ciclado de desnaturalizacién éptica, el

instrumento se calienta lo mds répidamente posible y los datos se adquieren de forma continua.
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Cuando el tubo de referencia ha alcanzado el nivel de fluorescencia del umbral de
desnaturalizacién, el instrumento se enfria de inmediato y procede con el siguiente paso
programado del ciclo. Los picos no se calculan durante el ciclado. Por el contrario, el nivel de
fluorescencia toma como referencia el pico de disociacién, que es lo que designa el umbral de

desnaturalizacién.

En el siguiente grdfico, las lecturas de fluorescencia sin procesar y la primera derivada se han
superpuesto. Esto muestra la correspondencia entre el umbral de desnaturalizacién y el pico de

disociacién obtenido durante la calibracién.

1,5
\\_\ Pico de _
1,25- disociacién f
1
20,75
s |
T Umbral de
el
desnaturalizacién 7
0,51 !
i
/
0,25 — -
0 Y

ﬂ 75 a0 85 50
c

Para realizar un ciclado de desnaturalizacién éptica, se necesita:

e Un producto de la PCR preamplificado para colocarlo en la posicién 1 del rotor. Esta muestra
debe contener el mismo producto de la PCR que las muestras de interés y una sustancia quimica

de deteccidn para la monitorizacién de la disociacién del producto de la PCR.

e Un perfil desnaturalizacién éptica. Se puede crear un nuevo perfil o se puede editar un perfil

existente (consulte los detalles a continuacién).

Los ciclos de desnaturalizacién éptica parecen casi idénticos al resto de ciclos. Las principales
diferencias radican en el paso de disociacién que se inserta automdticamente al comienzo del
perfil y en el perfil abrupto del paso de desnaturalizacién durante el ciclado. El ciclo de
desnaturalizacién éptica no necesita tiempo de retencién definidos, ya que la disociacién del

producto se monitoriza en cada ciclo.
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Para llevar a cabo esta técnica, es necesario disponer de la siguiente informacién acerca de la

serie:

® la temperatura de desnaturalizacién inicial. Se trata de la misma temperatura que la del paso

de desnaturalizacién de un perfil de ciclado estédndar.

® la posicién del tubo de la muestra de PCR que producird una curva de disociacién en el canal

verde.
® Debe definirse un perfil de ciclado de desnaturalizacién éptica.

Cree un nuevo ciclo de desnaturalizacién éptica tal como se indica a continuacién.

1. Abra la ventana Edit Profile (Editar perfil). A continuacién, haga clic en New (Nuevo). En la
ventana que aparece, haga clic en el botén Insert after (Insertar después) y seleccione New
Cycling (Nuevo ciclado) en el mend. Seleccione uno de los pasos de temperatura haciendo clic
en el gréfico. En el meni desplegable, cambie Timed Step (Paso temporizado) por Optical
Denature (Desnaturalizacién éptica). Se mostrard un perfil predeterminado que contiene un

paso de desnaturalizacién y un paso de ciclo de desnaturalizacién éptica.

La regién en rampa al comienzo de la serie representa el proceso de calibracién. Los puntos
verdes representan las adquisiciones tomadas en cada ciclo durante el calentamiento. Los
puntos azules representan la adquisicién al final del paso de hibridacién a 60 °C. Tenga en
cuenta que, aunque el perfil muestra cada paso con la misma temperatura de
desnaturalizacién, puede que esta informacién no sea cierta. Si la muestra necesita algo mds
de tiempo para disociarse hacia el final de la serie, el proceso de desnaturalizacién éptica
espera la disociacién de acuerdo a los datos de fluorescencia, no a los de tiempo. Por este

motivo, el registro de la temperatura puede variar en cada ciclo.

2. Haga clic en la primera mitad del gréfico con el simbolo de desnaturalizacién éptica [l en
el lado izquierdo de la pantalla, aparece la informacién Calibration Settings (Ajustes de

calibracién).

This cycle repeats 45 | timefs].

Click on ne of the steps below to madify it o press + or - b add and remeve steps for this cyele

Optical Denature j = D LI
Calibration Settings [ =]
{cquiing to RealTime on {

tube 1. Ramp from 80 to 95
land hold for 3 mins O secs

Offset : 0 deg.

Edit

by B0 deg. for 40 secs
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3. La informacién de Calibration Settings (Ajustes de calibracién) suele ser correcta. Para
modificarla, si es necesario, haga clic en Edit (Editar). Aparece la ventana Calibration Settings

(Ajustes de calibracién).

x

— Settings ;

The Optical Denature Calibration setings determine how
ta perfarm the initial melk up to the denaturation
temperature, to determing the fluorescence level at
which the reference sample haz denatured.

Tube Position : >

Famp from IEU jl to |55 ill deq. c.
Hald far 3 I rhirE ] | sECE
Cenature Offset ID ﬂ deg. c.

k. Cancel

4. Redlice las siguientes comprobaciones:

o Eltubo que se indica en Tube Position (Posicién del tubo) contiene un producto de la PCR
que mostrard un pico de disociacién en el canal verde.

o latemperatura de la rampa final no quemard la muestra, pero seré lo suficientemente alta
como para disociarla.

o Eltiempo de refencién es suficiente para desnaturalizar la muestra.

o la desviacién de desnaturalizacién se ha configurado correctamente. El valor
predeterminado de 0°C es adecuado para la mayoria de las disociaciones. Las
disociaciones con transiciones abruptas pueden requerir una desviacién de
desnaturalizacién de 0,5 °C a -2 °C, segin determine el usuario, para garantizar la
deteccién de la transicién de disociacién.

También puede definir un paso de desnaturalizacién introduciendo un nuevo paso de Hold
(Mantener). Haga clic en Insert before (Insertar antes) y seleccione New Hold at Temperature (Nueva

fase de temperatura) en el mend. Aparecerdn los ajustes de calibracién.
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Hold Temperature : g5 |deg.
Hold Tirme : 3 |min3 1] |SEES

Calibration Step: W

Calibration Settings
Acquiing to RealTime on
tube 1. Ramp from 80 to 95
and hold for 3 ming 0 zecs.

Offzet ;0 deqg.

E dit I

Los ajustes de calibracién estén sincronizados con los ajustes de desnaturalizacién, de forma que,
al cambiar el tiempo de retencién del paso de desnaturalizacién, el tiempo de refencién de la
calibracién se actualizard automdticamente. Esto ocurre porque el proceso de calibracién y la

desnaturalizacién son equivalentes en el ciclado de desnaturalizacién ptica.

Cambio de un paso existente para utilizar el ciclado de desnaturalizacién éptica
Para cambiar un paso de desnaturalizacién existente en una secuencia de ciclado, seleccione el
ciclo en la lista de la ventana Edit Profile (Editar perfil]. A continuacién, seleccione el paso de

desnaturalizacién haciendo clic en él en la visualizacién.

Timed Step j J j

95 deq. for 20 secs

Optical Denature
SECONGE |

Mat Acquiring |

[~ Long Range

[~ Touchd El deg. for 40 secs
ouchndown

oK
Haga clic en el ment desplegable y seleccione Optical Denature (Desnaturalizacién éptica). Se

eliminan la temperatura y el tiempo de refencién y aparece el icono (Optical Denature
[Desnaturalizacién éptica]).

Cuando se configura una nueva serie, es 0til utilizar la funcién Gain Optimisation (Optimizacién
de ganancia). Esta funcién permite optimizar la ganancia a un ajuste que proporcionard el rango
deseado de fluorescencia de inicio a una temperatura definida (normalmente la temperatura a la
que se produce la adquisicién de datos) en cada uno de los canales que se adquieren. El objetivo
de la optimizacién de ganancia es garantizar que todos los datos se recogen dentro del rango
dindmico del detector. Si la ganancia es demasiado baija, la sefial se perderd en el ruido de fondo.

Si es demasiado alta, toda sefal se perderd fuera de la escala (saturada).
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El rango de ganancia de cada canal es de =10 a 10, donde —10 es el menos sensible y 10 el mds

sensible.

Cuando se ejecutan reacciones por primera vez, se recomienda preparar una muestra de prueba
que confenga todos los componentes de la reaccién. Coloque la muestra en el instrumento
Rotor-Gene Q MDx vy utilice la optimizacién de ganancia para determinar cuél es el mejor ajuste
de ganancia. Si la ganancia elegida por la optimizacién de ganancia da lugar a una sefal débil,
deberd incrementar el valor de Target Sample Range (Intervalo deseado de las muestras). Si da
lugar a una sefal saturada, deberd disminuir el valor de Target Sample Range (Intervalo deseado

de las muestras).

Para realizar una optimizacién de ganancia, haga clic en el botén Gain Optimisation...
(Optimizacién de ganancia...) en la ventana 3 de New Run Wizard (Asistente para series nuevas)

(consulte Ventana 3 del asistente para series nuevas).

New Run Wizard E|
Temperature Profile : This baw displays
help on elements in
the wizard. Far help

ok anitern, hover
pour mouse over the
itern far help. You

can also click on a
combo bow to display
help abaut its

available settings.
Edit Profile ...

Channel Setup

Mame | Source | Detector | Gain Create New...
470nm  510nm i E dit
Yellow  530nm  B55nm 7 =
Orange  585nm  B10nm 7 Edit Gain...
Red E25nm  B60nm 7
7
7

Crimzon ~ E80nm  710hp Bemave
HFiM 470nm  510nm Reset Defauits
Gain Qptimis ation...

Skipwizard | <<Back | Newt»» |

Aparece la ventana Auto-Gain Optimisation Setup (Configuracién de la optimizacién de ganancia
automdtica). Esta ventana permite la optimizacién ajustando autométicamente la configuracién de
la ganancia hasta que las lecturas de todos los canales seleccionados estén dentro o por debajo

de un umbral determinado.
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Auto-G ain Opltimization 5 etup

— Optimization :
. Y Auto-Gain O ptimization will read the fluoresence on the inserted sample at
™ different gain lewvels until it findz one at which the fluorezcence levels are
% acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemigty you are performing.

Set temperature to ISD ::II degrees.

Optimize All I Optimise Acquining |

¥ Perform Optimisation Before 13t Acquisition

[~ Perform Optimisation At 60 Degress At Beginning Of Fun

—Charnel Settings :

=l add. |

MHame I Tube Position I Iin Reading I ax Reading I tin G ain I tax Gain Edit... I

Green 1 5F1

10FI -10 10 [ |
Remaove &l |

Gtark I FErLal I

Cloze | Help

Set temperature to (Establecer
temperatura en):

Optimise All/Optimise Acquiring
(Optimizar todos/Optimizar
adquisicién):

Perform Optimisation Before First
Acquisition (Realizar
optimizacién antes de la primera
adquisicién):

Perform Optimisation At [x]

Degrees At Beginning of Run
(Realizar optimizacién a [x]
grados al inicio de la serie):

Channel Settings (Configuracién
de canales):

Antes de la lectura, el instrumento Rotor-Gene Q MDx se calentard o se enfriard
para coincidir con la temperatura especificada. De forma predeterminada, se
configura como la temperatura de adquisicién.

Optimise All (Optimizar todos) optimizard todos los canales que el software
conoce. Optimise Acquiring (Optimizar adquisicién) solo optimizard los
canales que se utilizan en el perfil térmico definido en la serie (ciclado y
disociacién).

Marque esta casilla para llevar a cabo una optimizacién de ganancia en el
primer ciclo en el que se produzca la adquisicién de datos. Se recomienda
utilizar esta opcién para la optimizacién de la ganancia automdtica.

Marque esta casilla para llevar a cabo una optimizacién de ganancia justo
antes de iniciar la serie. El instrumento Rotor-Gene Q MDx se calienta hasta la
temperatura especificada, se realiza la optimizacién de ganancia vy,
posteriormente, se inicia el ciclado en el primer paso, que suele ser un paso
de desnaturalizacién. Esta opcidn puede elegirse si una optimizacién de
ganancia durante la serie pudiera derivar en un exceso de tiempo invertido en
el paso inicial. Por lo general, es preferible utilizar la opcién Perform
Optimisation Before 1st Acquisition (Realizar optimizacién antes de la 1.°
adquisicién), ya que la optimizacién de ganancia se efectia lo més cerca
posible a las condiciones de la serie.

Este men0 desplegable permite afiadir canales. Elija el canal que desee y haga
clic en Add (Afadir).
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Edit (Editar):

Auto-Gain Optimisation Channel Settings x|

Channel Settings :
Channel: Green Tube Position : I'l :II

Target Sample Range : |5 ill Fl up to I'l 0 ﬂ FI.

Acceptable Gain Rangs: |10 ill b |1D ﬁ

Este botén abre una ventana en la que se pueden configurar los valores de
Target Sample Range (Intervalo deseado de las muestras). La opcién Target
Sample Range (Intervalo deseado de las muestras) permite definir el intervalo
de fluorescencia inicial que debe establecerse para la muestra del tubo
especificado. la optimizacién de ganancia automdtica lee cada canal
utilizando ajustes de ganancia en el intervalo que se especifica en Acceptable
Gain Range (Intervalo aceptable de ganancia). Selecciona el primer ajuste de
ganancia que da lugar a una lectura de fluorescencia dentro del Target Sample
Range (Intervalo deseado de las muestras). En el ejemplo mostrado, la
optimizacién de ganancia automdtica busca un ajuste de ganancia entre =10
y 10 que ofrezca una lectura de entre 5y 10 Fl en el tubo 1. En general, para
el intercalado de colorantes, resulta apropiado un valor de Target Sample
Range (Intervalo deseado de las muestras) de 1 a 3 Fl, mientras que para las
sustancias quimicas de sonda es mds adecuado un intervalo de 5 a 10 Fl.

(] I Cancel I Help I

Remove/Remove All
(Eliminar/Eliminar todos):

Start (Iniciar):

Manual:

Changing Gain During a Run
(Cambio de ganancia durante
una serie):

Nota: La optimizacién de la ganancia puede elegir un ajuste que no se encuentre dentro del rango
especificado. Esto puede deberse a cambios en la fluorescencia posteriores al primer paso de Hold

(Mantener). Sin embargo, el resultado de la optimizacién de ganancia proporciona un buen

Remove (Eliminar) elimina el canal resaltado. Remove All (Eliminar todos)
elimina todos los canales.

Start (Iniciar) pone en marcha la optimizacién de ganancia. Se selecciona una
ganancia que da lugar a niveles de sefial de fluorescencia dentro del intervalo
especificado. Si la fluorescencia no estd dentro del intervalo especificado, la
ganancia se ajusta para ofrecer la mayor coincidencia posible.

Este botén abre la ventana Manual Gain Adjustment (Ajuste de ganancia
manual).

Si la ganancia establecida al principio de la serie era demasiado alta o baja,
se puede cambiar durante los diez primeros ciclos. Se muestra una linea
vertical donde se ha cambiado la ganancia. Los ciclos anteriores al cambio se
excluyen del andlisis.

indicador del nivel de fluorescencia con el que se iniciard la serie.

Ajuste de ganancia manual

Para realizar un “ajuste de ganancia manual”, haga clic en Manual... en la ventana Auto-Gain
Optimisation Setup (Configuracién de la optimizacién de ganancia automética). Aparece la
ventana Manual Gain Adjustment (Ajuste de ganancia manual). Esta ventana muestra las lecturas
de fluorescencia a cualquier temperatura en tiempo real. Se utiliza cuando no se conoce el fondo

de una muestra y, por lo tanto, es necesario determinar la ganancia para asegurarse de que la

sefal de la muestra sea suficiente para la deteccién.
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B Manual Gain Adjustment x|
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De forma predeterminada, todas las muestras aparecen en la visualizacién. Las muestras se pueden
eliminar o afadir a la visualizacién mediante el conmutador situado a la derecha. El conmutador
estd compuesto por celdas de colores, cada una de las cuales se corresponde con una de las
muestras de la visualizacién. Las muestras con una celda de color brillante son las que aparecen
en la visualizacién, mientras que las muestras con una celda atenuada no aparecen. Las muestras
pueden activarse o desactivarse haciendo clic en la celda correspondiente o arrastrando el puntero

del ratén por varias celdas a la vez.
Se recomienda realizar un ajuste de ganancia manual tal como se indica a continuacién.

1. Ajuste la temperatura en la ventana Manual Gain Adjustment (Ajuste de ganancia manual) a la

temperatura de adquisicién que requiera la serie.

Nota: La temperatura no se ajustaré con el instrumento Rotor-Gene Q MDx en funcionamiento.
Reinicie el instrumento Rotor-Gene Q MDx para aplicar los cambios realizados en la

temperatura.

2. Haga clic en Start (Iniciar). Se inicia la serie. La temperatura del instrumento Rotor-Gene Q MDx
se ajusta a la temperatura especificada en la ventana. Los grdficos de la ventana comienzan a
mostrar datos.

Espere hasta que se estabilice la temperatura.

4. Anote la lectura de fluorescencia (Fl) del punto final.

Si la lectura de Fl no se encuentra en el nivel requerido, haga clic en Edit Gains... (Editar
ganancias...) y edite los valores que corresponda. Es posible que el proceso no surta efecto de

inmediato, ya que el instrumento Rotor-Gene Q MDx tarda unos 4 s en adquirir cada uno de

los puntos de cada canal y, durante este tiempo, la interfaz de usuario se desactiva.
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6. Repita el proceso hasta que la Fl se encuentre en el nivel deseado.

7. Haga clic en Stop (Detener). Si la serie sigue adquiriendo datos al hacer clic en el botén Stop
(Detener), el instrumento Rotor-Gene Q MDx primero concluye la adquisicién y luego se detiene.

Este proceso puede tardar hasta 5 s para cada canal de adquisicién.
Ventana 4 del asistente para series nuevas

En esta ventana se resume la informacién de la serie. Compruebe los pardmetros v, si son correctos,
haga clic en Start Run (Iniciar serie). Se le solicitard que indique un nombre para el archivo.
También puede guardar la configuracién de la serie como una plantilla para series posteriores

mediante el botén Save Template (Guardar plantilla).

New Run Wizard E|
Summary :
Setting | Walug
Green Gain 5
Ratar 36 el Rotar
Sample Layout 1.2.3. ..
ReactionWaolume (in microliters] 25

Start Run

Once you've confirmed that your run settings are comect, click Start Rurn to Save Template
begin the run. Click Save Template to save settings for future wns.

Skipwizard | << Back

Ventana 5 del asistente para series nuevas

Introduzca los tipos de muestra y las descripciones en esta ventana mientras se ejecuta la serie. La
funcionalidad de esta ventana es idéntica a la de la ventana Edit Samples (Editar muestras)
(pdgina 135). La informacién de las muestras también se puede introducir una vez finalizada la

serie.

El botén Finish and Lock Samples (Finalizar y bloquear muestras) cierra la pantalla y evita que se
modifiquen los nombres de las muestras. Si desea obtener més informacién acerca de esta y otras

funciones de seguridad, consulte “Proteccién de acceso al software Rotor-Gene Q" (pagina 142).
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New Run Wizard fg

Settings :

Given Conc. Format : | ﬂ Unit : |Copies ﬂ tare Options

Samples :

B | Edit | ResstDefault | Gradient | FEEIEIRER

C[ID |Name |T_l,l|:e |Groups |Given Cane. |SeA
1JOEE-34 Uriknown e
2 JOEE-3B Unknown e

I :.o0EEaC Unknown e

I  #J0EE3NTC Unknown e
] Unknown e

- 3 Urknown e

- 7 Unknown e
g Unknown e
3 kg e T

4 3

Page :

Mame: |Page1 MNew [ Synchronize pages

Skipwizad | <<Back | Finish | Finish and Lock Samples |

5.2 Uso del hardware de Rotor-Gene Q MDx
5.2.1 Tipos de rotor

En primer lugar, seleccione qué tipo de tubo y rotor va a utilizar. Existen 4 rotores disponibles para

alojar los distintos tipos de tubos.

Nota: Los rotores 36-Well Rotor y 72-Well Rotor se suministran con el instrumento. Los rotores

Rotor-Disc® son accesorios.

Importante: Utilice tubos idénticos en una serie. No mezcle diferentes tipos de tubos o tubos de
distintos fabricantes, ya que la uniformidad éptica se veria afectada. Se recomienda utilizar tubos de
QIAGEN, que estan especialmente disefiados para el uso con el instrumento Rotor-Gene Q MDx
(consulte Informacién para pedidos). Los tubos de otros fabricantes pueden ser autofluorescentes,
lo que podria afectar a la fiabilidad de los resultados. Asimismo, los tubos de otros fabricantes
pueden presentar diversas longitudes y grosores, lo que provocaria una alineacién incorrecta de
la trayectoria 6ptica del instrumento Rotor-Gene Q MDx y la correspondiente reaccién en el tubo.
QIAGEN se reserva el derecho de negarse a prestar asistencia técnica en caso de problemas
inducidos por materiales pldsticos sin certificacion de QIAGEN en el instrumento
Rotor-Gene Q MDx.

Importante: Cualquier uso de materiales pldsticos sin certificacién de QIAGEN en el instrumento

Rotor-Gene Q MDx puede anular la garantia del equipo.

Manual del usuario de Rotor-Gene Q MDx CE  02/2022

70



PRECAUCION | Dafios en el instrumento

/\ Inspeccione visualmente el rotor y asegirese de que no estd dafiado ni

deformado antes de cada serie.

36-Well Rotor

El rotor 36-Well Rotor es de color rojo. El rotor 36-Well Rotor y el anillo de bloqueo 36-Well Rotor
Locking Ring permiten el uso de tubos de 0,2 ml. No es necesario que los tubos tengan tapones
transparentes, ya que el instrumento Rotor-Gene Q MDx lee la fluorescencia desde la parte inferior

del tubo, no desde la parte superior. También es posible utilizar tubos con tapones convexos.

72-Well Rotor

El rotor 72-Well Rotor es de color azul. El rotor 72-Well Rotor y el anillo de bloqueo 72-Well Rotor
Locking Ring se utilizan con tubos de tiras y tapones de 0,1 ml (Strip Tubes and Caps, 0.1 ml), que
pueden utilizarse hasta con volimenes minimos de 20 pl. Los tapones proporcionan un sellado

seguro y fiable.
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Rotor-Disc 72 Rotor

El rotor Rotor-Disc 72 Rotor es de color gris oscuro. El rotor Rotor-Disc 72 Rotor y el anillo de bloqueo
Rotor-Disc 72 Locking Ring permiten el uso del disco Rotor-Disc 72. El disco Rotor-Disc 72 es un disco
con 72 pocillos para un uso de alto rendimiento. Para sellar el disco Rotor-Disc 72, se aplica una pelicula
de polimero transparente en la parte superior y se sella con calor. La pelicula se aplica répidamente y
evita la contaminacién gracias a un sellado fuerte, duradero y a prueba de manipulaciones. Para

obtener mds informacién sobre el disco Rotor-Disc 72, consulte el apartado 5.2.3.

Rotor-Disc 100 Rotor

El rotor Rotor-Disc 100 Rotor es de color dorado. El rotor Rotor-Disc 100 Rotor y el anillo de bloqueo
Rotor-Disc 100 Locking Ring permiten el uso del disco Rotor-Disc 100. El disco Rotor-Disc 100 es un
disco con 100 pocillos para un uso de alto rendimiento. El disco Rotor-Disc 100 es el equivalente
rotatorio de una placa de 96 pocillos con 4 pocillos més de referencia. Permite la integracién del
instrumento Rotor-Gene Q MDx con flujos de trabajo de laboratorio de 96 pocillos. Los pocillos
adicionales se pueden utilizar cémodamente para mdés muestras, para reacciones de control
adicionales o para reacciones de orientacién, sin ocupar ninguna de las posiciones estandar de los
96 pocillos. Para una éptima compatibilidad con el flujo de trabajo de 96 pocillos, los pocillos del
disco Rotor-Disc 100 siguen las convenciones de efiquetado de la placa de 96 pocillos, es decir,
desde A1-A12 hasta H1-H12. Los 4 pocillos de referencia adicionales estén etiquetados como R1-

R4. Para obtener més informacién sobre el disco Rotor-Disc 100, consulte el apartado 5.2.3.
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Especificaciones de los rotores

Tipo de rotor Capacidad de los N.°de Tipo de tubo Volumen de la reaccién
pocillos (pl) muestras recomendado (pl)
36-Well Rotor 200 36 PCR Tubes, 0.2 ml 20-50
72-Well Rotor 100 72 Strip Tubes and Caps, 0.1 ml 20-50
Rotor-Disc 72 Rotor 100 72 Rotor-Disc, 72 2025
Rotor-Disc 100 Rotor 30 100 Rotor Disc, 100 1520

Nota: Los rotores 36-Well Rotor y 72-Well Rotor del instrumento Rotor-Gene Q MDx no deben
utilizarse en instrumentos Rotor-Gene 3000 a causa de las incompatibilidades de alineacién

dptica. Siga utilizando los antiguos rotores de 36 y 72 posiciones con los instrumentos Rotor-Gene

3000.
5.2.2 Preparacién de las reacciones

Importante: Para garantizar la obtencién de resultados fiables, en cada serie deben utilizarse los

controles adecuados.

Las reacciones pueden prepararse utilizando los bloques de carga Loading Block 96 x 0.2 ml
Tubes (para tubos PCR Tubes, 0.2 ml), Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes (para tubos de tiras y
tapones Strip Tubes and Caps, 0.1 ml preparados con una pipeta de un solo canal), Loading Block
72 x 0.1 ml Multi-channel (para tubos de tiras y tapones Strip Tubes and Caps, 0.1 ml preparados
con una pipeta multicanal), Rotor-Disc 72 Loading Block (para el disco Rotor-Disc 72) o Rotor-Disc
100 Loading Block (para el disco Rotor-Disc 100). Todos los bloques estén hechos de aluminio y

se pueden prerrefrigerar.

El bloque de carga Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes (en la imagen) tiene capacidad para 18 tubos
en tiras, ademds de hasta 8 tubos de 0,5 ml, que pueden utilizarse para preparar mezcla maestra,
y hasta 16 tubos de 0,2 ml, que pueden utilizarse para configurar curvas esténdar. El siguiente
procedimiento describe la preparacién de la reaccién utilizando el rotor 72-Well Rotor. Puede
utilizarse el mismo procedimiento para la preparacién de la reaccién utilizando el rotor

36-Well Rotor y los accesorios adecuados.
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1. Coloque los tubos en tiras en el bloque de carga y realice alicuotas de los componentes de la

reaccién.

2. Coloque bien los tapones en los tubos en tiras y examinelos visualmente para confirmar que

estdn bien sellados.

3. Inserte los tubos en tiras en el rotor 72-Well Rotor, asegurdndose de que cada tubo esté bien

asentado en la orientacién correcta.

Las muestras no se alineardn de forma &ptima sobre el sistema de defeccién si no estdn
colocadas correctamente en el rotor. Esto podria causar una reduccién de la sefal de
fluorescencia adquirida y de la sensibilidad de deteccién. Con el instrumento, se suministra un

soporte Rotor Holder que facilita la carga de los tubos.
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Importante: Para conseguir la méxima uniformidad de la temperatura, cada posicién del rotor
debe contener un tubo. La ocupacién de todas las posiciones del rotor garantiza un flujo de
aire uniforme sobre cada tubo. Tenga disponible un juego de tubos tapados vacios que pueda

usar para ocupar las posiciones no utilizadas.

4. Inserte el anillo de bloqueo 72-Well Rotor Locking Ring en el rotor 72-Well Rotor introduciendo

las 3 patillas de fijacién a través de los orificios exteriores del rotor.

El anillo de bloqueo garantiza que las tapas permanezcan colocadas en los tubos durante una

serie.
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5. Inserte el conjunto ensamblado en la cdmara del instrumento Rotor-Gene Q MDx fijéndolo
(debe escuchar un clic) con la patilla de sujecién del cubo del rotor. Para extraerlo, basta con

presionar el cubo del rotor hacia abajo para liberarlo y luego tirar de él hacia fuera.

6. Cierre la tapa y configure el perfil de la serie analitica mediante el software Rotor-Gene Q.
5.2.3 Configuracién del disco Rotor-Disc

Los discos Rotor-Disc 72 y RotorDisc 100 constan de 72 y 100 pocillos, respectivamente, distribuidos
en un disco de una sola pieza disefiado para obtener un alto rendimiento. En los discos Rotor-Disc 72
y Rotor-Disc 100 no se usan tapones. En su lugar, se aplica una pelicula Rotor-Disc Heat Sealing Film
en la parte superior que se sella con calor mediante una termoselladora Rotor-Disc Heat Sealer. La
pelicula evita la contaminacién gracias a un sellado fuerte, duradero y a prueba de
manipulaciones. El sellado con calor del disco Rotor-Disc se realiza tal como se describe a

continuacién.

Importante: lea la hoja de informacién del producto suministrada con la termoselladora

Rotor-Disc Heat Sealer antes de iniciar el procedimiento.

1. Encienda la termoselladora Rotor-Disc Heat Sealer utilizando el interruptor situado en la parte
posterior, en el lateral izquierdo.
Se enciende la luz roja de “Power” (Encendido/Apagado). La termoselladora Rotor-Disc Heat
Sealer tarda aproximadamente 10 min en alcanzar la temperatura de funcionamiento,
momento en el que se enciende la luz verde de “Ready” (Listo).

2. Elija un sello permanente o extraible.

Nota: Una vez que la termoselladora Rotor-Disc Heat Sealer estd lista, es seguro dejarla

funcionando constantemente.
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. Inserte el disco Rotor-Disc en el bloque de carga Rotor-Disc Loading Block utilizando la lengieta
de la posicién uno del disco Rotor-Disc y los orificios guia de los tubos del bloque de carga

Rotor-Disc Loading Block.

. Prepare las reacciones en el disco Rotor-Disc pipeteando manualmente o utilizando un sistema

automdtico de manipulacién de liquidos.

. Retire la parte central de una hoja de pelicula Rotor-Disc Heat Sealing Film dobldndola
ligeramente por la mitad, pellizcando la pieza central y tirando de ella con cuidado.

. Coloque la pelicula sobre el disco Rotor-Disc con la orientacién adecuada, tal como indica la
etiqueta “SIDE UP” (ESTE LADO HACIA ARRIBA). Asegirese de que la etiqueta “SIDE UP” (ESTE
LADO HACIA ARRIBA) estd colocada en la parte inferior del bloque de carga Rotor-Disc
Loading Block.

El orificio central de la pelicula debe deslizarse facilmente sobre el cilindro del bloque de carga

Rotor-Disc Loading Block y sobre la parte superior del disco Rotor-Disc.
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7. Deslice el conjunto ensamblado en la termoselladora Rotor-Disc Heat Sealer utilizando los railes
guia situados en el lateral del bloque de carga Rotor-Disc Loading Block. Asegirese de

infroducir el bloque de carga Rotor-Disc Loading Block por completo.

8. Para activar el mecanismo de sellado, primero presione hacia abajo la barra anodizada en
azul situada en la parte superior de la termoselladora y, después, empuje hacia atrds el fiador

negro.

9. Cuando el mecanismo de sellado ha descendido, se enciende la luz naranja de “Sealing”
(Sellando). Si el bloque de carga Rotor-Disc Loading Block no se encuentra en la posicién
correcta, se oye un pitido de advertencia.

10.Cuando finaliza el sellado, se oye un pitido continuo y la luz naranja de “Sealing” (Sellando)

comienza a parpadear. Presione hacia abajo la barra anodizada en azul para elevar y llevar

el mecanismo de sellado a su posicién original.
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Importante: No continte sellando después del pitido o el disco Rotor-Disc podria deformarse.
Nota: A modo de aviso en caso de que por error no libere el mecanismo de bloqueo, la luz
naranja parpadeante de “Sealing” (Sellando) se iluminard permanentemente y el pitido
continuado pasard a ser un sonido intermitente.

11.Deslice el bloque de carga Rotor-Disc Loading Block hacia fuera hasta extraerlo de la
termoselladora Rotor-Disc Heat Sealer. Deje que la pelicula se enfrie durante aproximadamente
10 s. Retire el exceso de pelicula de sellado empujandola hacia abajo para despegarla.
No tire del exceso de pelicula hacia arriba.

12.Extraiga el disco Rotor-Disc del bloque de carga Rotor-Disc Loading Block.

13.Cargue el disco Rotor-Disc en el rotor utilizando la lengieta de la posicién uno como guia para

la orientacién correcta.
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6 Interfaz de andlisis del usuario

6.1  Espacio de trabajo

El espacio de trabajo es el trasfondo de la ventana principal. En esta drea, se pueden abrir los
grdficos de los datos sin procesar y los resultados de los andlisis. Si se abren varias ventanas
simultdneamente, se pueden organizar haciendo clic en el botén Arrange (Organizar) de la barra
de herramientas. Hay varias opciones de organizacién de ventanas disponibles que se pueden

seleccionar haciendo clic en la flecha hacia abajo situada junto al botén Arrange (Organizar).

i

Reports  Arrange

-

Smart Tiling
Tile Harizonkally

Tile Yertically

Cascade

6.2  Barra de herramientas

Estos botones son accesos directos a operaciones que se usan con frecuencia. También se puede

acceder a estas operaciones desde los menUs desplegables.

7 EH

Mew Open Save

PN

Start: Pause: Stay

Wigw f:? Gj .ﬂ‘/

Settings Progress Profle  Temp, Samples Analysis Reports  Arrange

)

Help

JChanneIs " Cyding A.Green 0 Cycling A ¥ellow 7 Cyeling A,.Orange . Cyeling 4.Red ‘

6.3 Visualizacién de canales sin procesar

Haga clic en estos botones para ver los datos sin procesar (no analizados) de canales especificos

de la serie.

=

“ Charnels " Cycling &.Green 0 Cycling & Yellow 07 Cycling &.Crange 0 Cyeling A, Red ‘

Al visualizar estos datos, hay diversas opciones disponibles para cambiar la presentacién de los
datos. Los datos sin procesar también se pueden transformar para facilitar los diferentes tipos de

andlisis.
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Adjust Scale (Ajustar escala):

Autoscale (Escala automdtical):

Default Scale (Escala
predeterminada):

Icono de llave inglesa:

ﬂ' s 10

Para seleccionar Adjust Scale (Ajustar escala), haga clic con el botén derecho
del ratén en la ventana correspondiente. El botén Adjust Scale (Ajustar escala)
abre una ventana que permite especificar una escala.

Adjust Scale B4
b i ; |1 1a ﬂ
M irirnum ; IU ﬂ

a| ok |

La funcién Autoscale (Escala automdtica) ajusta la escala a las lecturas
mdximas y minimas de los datos.

La funcién Default Scale (Escala predeterminada) reajusta la escala para
mostrar de 0 a 100 unidades de fluorescencia.

Consulte el apartado 7.5 si desea obtener mds informacién.

15 il = 30 35 40 a5
Cycle

Adust Scale.. | Auto-Scale) Defaul Scale| Drjimsl Fage 1 L 7

Options (Opciones):

Normalise fo... (Normalizar
respecto de...):

Crop start cycles (Borrar ciclos de
inicio):

Crop end cycles (Borrar ciclos
finales):

Page 1 (Pégina 1):

Normaksa to Cyclng A, Yellow
Normalise to Cyclng A, Crange
Normakse: to Cycing A Red
Crop start cycles
Crop end cycles

Muestra el ment desplegable que aparece arriba y que ofrece opciones para
la transformacién de los datos sin procesar.

Permite la normalizacién de los datos de amplificacién respecto de datos de
un colorante de referencia pasiva, como ROX, adquirido en otro canal.

Permite crear un nuevo conjunto de datos del canal en el que se han eliminado
algunos ciclos de inicio. Esto resulta 0til si se observan grandes saltos en los
ciclos iniciales, que pueden producirse al utilizar ciertas sustancias quimicas.

Permite crear un nuevo conjunto de datos del canal en el que se han eliminado
algunos ciclos finales.

Indica la pdgina que estd seleccionada en ese momento para visualizar los
gréficos de los datos sin procesar. La ventana Edit Sample (Editar muestra)
permite crear miltiples definiciones de las muestras. Por ejemplo, los datos
pueden visualizarse con varios grosores de linea, definiciones de muestra y
ofras opciones de visualizacién. Esto resulta especialmente dtil si la
cuantificacién relativa se realiza en un solo canal, ya que el usuario puede
cambiar fécilmente la vista entre las muestras del gen de interés y las muestras
constitutivas a partir de la definicién de 2 paginas de muestras.

6.4  Alternancia de muestras

En la parte derecha de la ventana principal hay un conmutador que incluye una leyenda de las
muestras. Esté compuesto por celdas de colores, cada una de las cuales se corresponde con una
de las muestras de la visualizacién. El conmutador se utiliza para controlar qué muestras se pueden
ver en la visualizacién. Las muestras con una celda de color brillante son las que aparecen en la
visualizacién, mientras que las muestras con una celda atenuada no aparecen. Las muestras

pueden activarse o desactivarse haciendo clic en la celda correspondiente o arrastrando el puntero
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del ratén por varias celdas a la vez. Los botones Bank On (Grupo activado) y Bank Off (Grupo
desactivado) permiten ocultar o mostrar, respectivamente, todas las muestras que en ese momento
se ven en la lista. La barra de desplazamiento se puede utilizar para visualizar el siguiente grupo
de muestras.

Nota: El ndmero de muestras mostradas es dindmico y depende del espacio disponible en la

ventana.

Al hacer clic en Named On (Con nombre) se muestran solo las muestras a las que se les ha puesto
nombre. Es una forma rdpida de mostrar Gnicamente las muestras relevantes. Al hacer clic en Al
On (Todas activadas) o All Off (Todas desactivadas) se muestran todas las muestras del rotor o
ninguna, respectivamente. Si se pulsa el botén Edit Samples... (Editar muestras...), se abre la
ventana Edit Samples (Editar muestras), en la que pueden editarse los nombres, los tipos y las

concentraciones estdndar de las muestras (consulte el apartado 6.8.4).

El conmutador se muestra a continuacién. El resto de opciones que se ven aparecen al hacer clic

con el botén derecho del ratén encima del conmutador.

Page: Page 1
Al
A2 Fam
A3
Ad
AR
AR
AT
1]

Edit: Samples...
Select Non-Empty Samples
Toggle Sample ID Display

Selech Groups

BA
BR
BY | A
B3 Fam
4« | »
Bank On | Bank OF
Mamed On | AllOn | Al O
Edit Samples...

Page (P&gina): Esta etiqueta en la parte superior del conmutador indica la pagina de muestra que
se visualiza. Las pdginas permiten realizar diversos andlisis independientes a partir
de un conjunto de datos de canal. Por ejemplo, puede ejecutar dos curvas estdndar
en el canal verde y generar informes independientes. En el aparfado 6.8.4,
encontrard més informacién sobre la configuracién de las paginas de muestras.
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Toggle Sample ID Display Si se utiliza un rotor 72-Well Rotor, las muestras aparecen indicadas con el formato

(Conmutar visualizacién de ID de Al a A8, de B1 a B8, etc. La opcién Toggle Sample ID Display (Conmutar

de muestra): visualizacién de ID de muestra) permite al usuario cambiar el formato de las
muestras a un orden numérico (de 1 a 72).

Select Non-Empty Samples Esta opcién permite desactivar cualquier muestra con un campo Type (Tipo) en el que se
(Seleccionar muestras no especifique None (Ninguno) en la ventana Edit Samples (Editar muestras). De este modo,
vacias): se garantiza que solo aparezcan las muestras que sean relevantes para el andlisis.

Select Groups (Seleccionar Si ha definido grupos, esta funcién le permitird alternar (activar/desactivar) la
grupos): visualizacién de las muestras en los grupos. Los grupos son recopilaciones arbitrarias de

muesfras que permiten la creacién de informes avanzados de resultados estadisticos. Por
ejemplo, pueden definirse grupos de muestras de pacientes tratados y sin tratar. Los
grupos pueden configurarse en la ventana Edit Samp|es (Editar muestras).

6.5 Meni de opciones de archivo

6.5.1 Nuevo

Cuando se selecciona File {Archivo) y, a continuacién, New (Nuevo), aparece la ventana New Run
(Nueva serie). Esta ventana proporciona plantillas de uso habitual organizadas en las pestaiias Quick
Start (Inicio rdpido) y Advanced (Avanzado). Una vez que se ha seleccionado la plantilla, el asistente le

guia por la configuracién de la serie y permite la modificacién de los ajustes y los perfiles.

x
Guick Start I Ldvanced I

Imparts the cyding
and acquisition and
sample definitions

% Three Step with Melt from the last run open
in the software.

44
2 Two Step

(1]

% Quenched FRET

L 1]
'% Mudleic Add Concentration Measurement

g
T"-.Lf-J HRM™

1

ﬁkj Open A Template In Another Folder. ..

Other Runs

Cahcel

Help

I

¥ Show This Screen When Software Opens

Para obtener informacién sobre las plantillas proporcionadas, consulte el apartado 5.1.1 y el

apartado 5.1.2.
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Nueva serie

New (Nueva):

Cancel (Cancelar):

Help (Ayuda):

Show This Screen When Software

Opens (Mostrar esta pantalla al
abrir el software):

6.5.2  Abrir y guardar
Open... (Abrir...):
Open Recent... (Abrir

recientes...):

Save (Guardar):

Permite iniciar la configuracién de la serie utilizando la plantilla seleccionada.
Cierra la ventana.
Abre la ayuda en linea.

Si se marca esta casilla, se muestra la ventana New Run (Nueva serie) cuando
se inicia el software.

Abre un archivo de serie de Rotor-Gene Q (*.rex) o un fichero de serie de
Rotor-Gene Q (archivo *.rea) previamente guardado.

Muestra los 4 dltimos archivos que se han abierto o guardado.

Guarda todos los cambios que se han aplicado en un archivo de serie.

File Analysis Run Gain View Security Window Help

Mew... ke

S . View

Creniecent i Stop Settinc

Save |

s = Run File. ..

Innpoerk Daba From Preyiows B, . Template...

Reparts... Run Archive...

Preferences... Excel Analysis Sheet. ..
Excel Data Sheet...

i LIMS Export...

Exit LinR.eg Export Format...

Matlab Export...
RDML Export...

Save As... (Guardar como...):

Run File... (Archivo de serie...):

Template... (Plantilla...):

Run Archive... (Fichero de serie):

LIMS Export (Exportacién de

LIMS):

Excel Data Sheet... (Hoja de

datos de Excel...):

Excel Analysis Sheet... (Hoja de
andlisis de Excel...):

Utilice esta funcién para guardar el archivo de serie o los datos en diversos
formatos. A continuacién se indican las opciones disponibles.

Guarda una copia del archivo. El usuario puede cambiar el nombre y la
ubicacién de guardado. Es el formato predeterminado.

Guarda la configuracién del perfil y los ajustes asociados, pero no los datos
de la serie. La plantilla puede utilizarse para iniciar series futuras.

Guarda en un formato de archivo més compacto. Guarde los archivos en este
formato antes de enviarlos por correo electrénico. De esta forma, se reduce el
tiempo necesario para enviar el archivo y se garantiza que los clientes de
correo electrénico no corrompen los archivos.

Guarda los andlisis en formatos compatibles con el LIMS de acuerdo con los
requisitos del usuario. Péngase en contacto con el servicio técnico de QIAGEN

si desea obtener mds informacién.

Exporta todos los canales sin procesar a una hoja de Excel®. Solo se exportan
las muestras seleccionadas.

Exporta todos los andlisis de la serie actual a una dnica hoja de Excel.
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LinReg Export Format... (Formato  Exporta todos los datos de canal sin procesar a un formato legible por LinReg
de exportacién de LinReg...): (una herramienta de andlisis de la eficiencia). Consulte “Exportacién a LinReg”

més abajo para obtener informacién detallada.

Matlab Export... (Exportacién de  Exporta los datos a un formato legible por el paquete cientifico Matlab (o su
Matlab...): equivalente de cédigo abierto, Octave). Esto puede resultar 0fil para la

investigacién de métodos.

RDML Export (Exportacién de Permite exportar un archivo compatible con RDML v1.1. El archivo de
RDML): exportacién de RDML creado es un archivo de formato XML comprimido en

ZIP, con una extensién de archivo *.rdml y compatible con el documento de
esquema RDML (https://rdml.org/rdml_v_1_1.html) que se facilita en el sitio
web: https://rdml.org/rdml_v_1_1 html.

Exportacion a LinReg

Li

nReg es una herramienta desarrollada por C. Ramakers y sus colaboradores. * Puede obtener la

herramienta LinReg en: https://medischebiologie.nl/files/.

E
P

3.
4.

| software Rotor-Gene Q permite al usuario exportar datos sin procesar en un formato que luego

veda importar la herramienta LinReg para su andlisis.

Abra el archivo de serie de Rotor-Gene Q que contiene los datos sin procesar.

Exporte los datos al formato de exportacién de LinReg seleccionando Save As... (Guardar

como...) y, a continuacién, LinReg Export Format... (Formato de exportacién de LinReg...).
Microsoft Excel muestra automdticamente los datos sin procesar exportados.

Inicie la herramienta LinReg.

La herramienta le solicita que seleccione el intervalo de celdas en el que estdn ubicados los datos

si

d

*

n procesar. La herramienta solo puede analizar cada vez un canal sin procesar, de modo que

eberd seleccionar una parte adecuada de la hoja Excel.

Ruijter, J.M., Ramakers, C., Hoogaars, W.M., Karlen, Y., Bakker, O., van den Hoff, M.J., and Moorman, A.F. (2009)
Amplification efficiency: linking baseline and bias in the analysis of quantitative PCR data. Nucleic Acids Res. 37, e45.
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6.5.3 Informes

Al seleccionar Reports (Informes), aparece la ventana Report Browser (Explorador de informes). Si
ya se han analizado los datos, el informe de ese andlisis puede visualizarse en la ventana Report
Browser (Explorador de informes). Se ofrecen varios tipos de informes con diferentes grados de
detalle.

EB Report Browser -3l x]
—Report Categaries : — Templates

- Melt A Green [page 1] ;I

uantitation

- Cycling A.Green [page 1]

- Delta Delta CT Relative Quantitation

- delta delta

- Relative Quant. Analysis

omparative Huantitation

. Cycling &.Green [page 1)

- 2 Standard Curves Relative Quantitation
i 2 standrard curve
i Relative Quant. Analysis

Quantitation {Concise)

.
2 Quantitation {Full Repart)

0.
% Quantitstion (Standard Report)
&

Shaw I Cancel

6.5.4 Configuracién

La configuracién inicial del instrumento Rotor-Gene Q MDx debe realizarse durante la instalacién.
No obstante, esta opcién le permite cambiar la configuracién de la conexién del instrumento

Rotor-Gene Q MDx después de la instalacion.

setup x|

General I

— Mizzellaneous Optionz :

The software can simulate basic operation of the
machine faor testing and training purpozes. Ticking
thiz box will enable a *"irtual M achine zimulation.

[ Wirtual Mode

Untick thiz box to prevent further access to this
zetup screen.

W Zllow access o this setup screeh

Part I COm1 - I Auto-Detect |

Cancel | Help
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Virtual Mode (Modo virtual):

Allow access fo this setup screen
(Permitir el acceso a esta
pantalla de configuracién):

Port (Puerto):

Auto-Detect (Deteccién
automdtica):

Seleccione esta opcién si el software se va a utilizar sin un instrumento Rotor-Gene Q
MDx conectado. El software conserva todas las funciones. Este modo resulta dtil para
fines demostrativos, andlisis de datos y configuracién de plantillas.

Si no se marca esta opcién durante la configuracién, ya no se podrd acceder a esta
ventana. Esta medida de seguridad evita que los usuarios puedan modificar la
configuracién. Para restablecer el acceso, péngase en contacto con su distribuidor.

Seleccione el puerto de comunicacién correcto para habilitar las comunicaciones entre
el ordenador y el instrumento Rotor-Gene Q MDx.

Si no estd seguro de qué puerto debe seleccionar, haga clic en Auto-Detect (Deteccién
automdtica) para buscar todos los puertos disponibles.

6.6 MenU de andlisis

6.6.1 Andlisis

Después de hacer clic en Analysis {Andlisis), se abre la ventana de Andlysis (Andlisis). Esta ventana

permite crear nuevos andlisis y visualizar andlisis existentes. El método de andlisis se selecciona

mediante las pestafias. Se muestra una lista de los canales que se pueden analizar a partir del

método seleccionado. Se pueden analizar varios ensayos ejecutados en el mismo canal de forma

independiente, siempre que se hayan configurado como pdginas individuales en la ventana Edit

Samples (Editar muestras). Las pdginas que ya se han analizado presentan una marca de

verificacién verde junto a ellas. Esto significa que los ajustes relativos al umbral y a la

normalizacién se han guardado para este andlisis. Para ver un canal o analizarlo, haga doble clic

en él. Aparece la ventana de andlisis especifica.

Analysis E

25td Curves [Rel] | Other.. |

Melt Delta Delta CT Relative Quantitation
allelic Discrimination
Cycling & Green Comparative Quantitation
Lycling & Urange Scatter Graph Analysis
Lycling 4 Fed EndPoint Analwsis
Cycling 4. ellow Concentration Analysis
High Resolution Melt Analysis
Show All Analysis Options. ..
Show | Hide |
[T Auto-shrink window

Auto-shrink window (Reducir
ventana automdticamente):

Al seleccionar Auto-shrink window (Reducir ventana automdticamente), la ventana se
reduce cuando no se utiliza. Al mover el cursor sobre la ventana, se vuelve a ampliar.
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Organizacién del espacio de trabajo

Cada vez que se inicia un nuevo andlisis, las ventanas se distribuyen ajustdndose a las que ya
estdn en pantalla. Si se muestran muchas ventanas, esto puede acabar siendo molesto. Cierre las
ventanas que no necesite y, a continuacién, haga clic en Arrange (Organizar) en la barra de
herramientas. Las ventanas se organizan automdticamente segin el método Smart Tiling (Mosaico
inteligente). Si lo prefiere, puede seleccionar otro método de organizacién haciendo clic en la
flecha junto al botén Arrange (Organizar). Al hacer clic con el botén derecho del ratén en el

nombre de un andlisis también se ofrecen opciones adicionales.

Cycling & Green |
Cyzling A Orange Show
Cyzling A Fed Hide

Cycling A eliow Remove Analysis...
Show (Mostrar): Muestra el andlisis seleccionado.
Hide (Ocultar): Oculta el andlisis seleccionado.
Remove Analysis... (Eliminar Elimina totalmente el andlisis seleccionado. Esto significa que se perderdn
andlisis...): todos los ajustes de normalizacién o bins de disociacién configurados en el
andlisis.

6.6.2 Cuantificacién

Seleccione la pestafia Quantitation (Cuantificacién) en la ventana Analysis (Andlisis) y, a
continuacién, haga doble clic en el nombre del canal que desee o bien selecciénelo y pulse el
botén Show (Mostrar) para abrirlo. Aparecen tres ventanas: pantalla principal, la curva esténdar

y los resultados.

Informes

Reports (Informes): Reports (Informes) abre la ventana Report Browser (Explorador de informes), en
la que se puede generar un informe del andlisis actual. Hay 3 opciones:
informe esténdar, informe completo e informe conciso. Haga doble clic en la
opcién que desee para abrir el informe en la ventana Preview (Vista previa).

Una vez que se ha generado el informe, los botones de la parte superior de la
ventana Preview (Vista previa) pueden utilizarse para imprimir, guardar o
enviar por correo electrénico el informe, o bien para exportarlo a Word.

@ n E_ﬂ W] Cloze
Frint | Save Az| Email | To'word
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Curva estandar

Std. Curve (Curva est.):

k¥ standard Curve - Cycling 10| =l

Este botén abre la ventana Standard Curve (Curva estdndar). De forma
predeterminada, esta ventana se abre cuando se abre un andlisis. Si cierra la
ventana, puede volver a abrirla mediante este comando.

40

ast-t-

a0 4-

—
L]
24

20t

15 4
L
1C

------------------------------ R"2=0.99939

_____ P R e

v Show Skats

Cycling A.Green (Page 13
R=0.99969

E M=-3.292
' B=35.949
Efficiency=1.01

Export Graph...
Standard Errar Mean
Crverlay 4

Zoafi ek
Return be Default Fosition 004 1005 1006 1007

Concentration

Efficiency (Eficiencia):

RA2 value (correlation
coefficient) (Valor de RA2
[coeficiente de correlacién]):

R value (square root of
correlation coefficient) (Valor de
R [raiz cuadrada del coeficiente
de correlacién]):

Los valores de la curva estandar se recalculan dindmicamente a medida que
varia el nivel del umbral cuando se hace clic en la linea del umbral de la
ventana principal y se arrastra.

Los puntos azules de la curva representan las muestras que se han definido
como esténdar y los puntos rojos representan los puntos de datos de las
muestras desconocidas.

Nota: Si se redefinen los esténdares para recalcular la curva esténdar,
desactivar la visibilidad de la muestra esténdar mediante el conmutador
situado a la derecha de la pantalla la eliminaré del célculo de la curva
estandar. La eliminacién de estdndares del gréfico para incrementar el valor
de R*2 no es cientificamente vdlido. Un esténdar erréneo indica que las
muestras también pueden haber sido erréneas, y asi es como debe mostrarse
en los resultados.

Se trata de la eficiencia de la reaccién de la serie. Este valor se analizard con
més detalle en la pdgina 98.

El valor de R*2 o valor de R2 es el porcentaje de los datos que es coherente
con la hipétesis de que los estdndares forman una curva esténdar. Si el valor
de R2 es bajo, los esténdares no se ajustan facilmente a una linea de ajuste
éptimo.  Esto significa que puede que los resultados (es decir, las
concentraciones calculadas) no sean fiables. Un buen valor de R2 es
aproximadamente 0,999.

Nota: Se puede obtener un valor de R*2 elevado con una curva esténdar
deficiente si se ha ejecutado un nimero de estandares insuficiente. El valor de
RA2 mejora a medida que disminuye el nimero de estdndares. Para obtener
un indicador més preciso de la fiabilidad de los resultados, utilice los intervalos
de confianza de las concentraciones calculadas a modo de guia.

El valor de R es la raiz cuadrada del valor de R*2. En general, el valor de RA2
es més 0til para determinar la correlacién.
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Mand B (My B):

Export Graph... (Exportar
grdfico...):

Overlay (Superponer):

[ standard Curve - Cycling A.Green {Page 1} o ] 4|

La pendiente (M) y la interseccién (B) de la curva estdndar se calculan
automdticamente mediante la férmula y = Mx + B, y se muestran en la ventana
Standard Curve (Curva esténdar).

Al hacer clic con el botén derecho del ratén en la curva estdndar, se muestra
la opcién para exportar el grfico (consulte el apartado 7.4).

Cuando se han ejecutado miltiples cuantificaciones en la misma serie, se
pueden superponer las curvas estdndar en la misma ventana. Esto es dtil para
ver grdficamente la diferencia entre diferentes umbrales. Esta funcién se
muestra en la captura de pantalla que aparece a continuacién.

21

v Showe Stats

Cyling &.Green (Page 1)
F=0.99959

R#2=0.99939

h=-3.252

B=35.949

Efficiency=1.01

Export Graph...
Skandard Error Mean

Cycling A&, Orange (Page 3)

1811 Zoom out Cyeling A.Red (Page 4)
16| Returnbo Default Pasition J=-F--------- e e e
r r r T r r r r
10700 01 02 10003 1004 005 10006 10707
Concentration
“conc = ...*CT +..." y “CT = ..." son 2 versiones de la ecuacién que se utiliza para relacionar los
valores de CT y las concentraciones. En las publicaciones, la férmula “CT = ..."” es la mds comin.

La curva estdndar puede ser de tipo “Floating” (Flotante) o “Fixed” (Fija). Si es “Floating” (Flotante),

se calcula una ecuacién éptima para la curva estdndar cada vez que se mueve el umbral en la

ventana principal. Si es “Fixed” (Fija), la ecuacién no cambia, porque se ha importado desde otra

serie.

Standard Curve

conc= 107[-0.304°CT + 11.832)
CT = -3.292%oglconc] + 35,949
Type : Floating

[mpart Curve. ... I Reszet |
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La importacién de una curva estdndar permite estimar concentraciones cuando no se dispone de
una curva estdndar en una serie determinada y la eficiencia de la reaccién no ha variado entre
las 2 series. Las curvas se pueden importar desde otro canal o desde otra serie haciendo clic en

Import Curve (Importar curva).

Es posible ajustar la curva esténdar, si fuera necesario. Ajustar la curva esténdar significa que solo
se importa la eficiencia de la curva esténdar de origen a la serie actual. La necesidad de ajustar

la curva estandar depende de la sustancia quimica que se ha utilizado.

Para ajustar la curva esténdar, utilice una referencia en la nueva serie con una concentracién
conocida. Defina una referencia ajustando el tipo de muestra a “Standard” (Estdndar) e
infroduciendo un valor de concentracién en la ventana Edit Samples (Editar muestras). Pueden
introducirse varias copias de la misma referencia para mejorar la precisién. Tenga en cuenta que
no es posible definir mds de una concentracién o estdndar de referencia. Por ejemplo, se pueden
tener tres referencias replicadas de 1000 copias, pero no se puede tener una referencia de

1000 copias y otra con 100 copias en la misma serie.

Una vez que se ha importado la curva esténdar, el tipo de curva esténdar cambia a “Fixed” (Fija).
Haga clic en Reset (Restablecer) para volver a cambiar el tipo de curva estdndar a “Floating”

(Flotante).

A continuacién se muestra una captura de pantalla de la ventana Import Standard curve (Importar

curva estandar).

Import Standard Curve
— Import Standard Curve :
& Curent Fun
" Fram Other Bun...

LChannels :
Cpcling & ¥ ellow conc= 10°-0.300°CT + 12525) CT = -2.3220g(cone) + 41,608

Cycling & Orange conc=107(-0.309°CT +11.189) CT = -3.235%0g(conc) + 36.187
Cycling & Red conc=10"[-0.316*CT + 11.817) CT = -3.165%0g(conc) + 37.404

" From External Source [Post-6.0 Standard Curve Format) :
CT =| * log[Canc) +|
Efficiency = MA&

 From External Source [Pre-6.0 Standard Curve Format] :

Eonc:‘lD"[I LT+ |
Cancel I

Efficiency = M/4 Help I

En esta ventana se puede importar una curva estdndar desde otro canal analizado en la serie

actual o bien desde ofra serie.
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Current Run (Serie actual):

From Other Run... (Desde otra
serie...):

Channels (Canales):

From External Source (Desde una
fuente externa):

Célculo de Cr

Invert Raw Data (Invertir datos sin
procesar):

Cr Caleulations (Célculos de Cr):

Threshold (Umbral):

Eliminate Cycles before (Eliminar
ciclos anteriores a):

Cuando se selecciona esta opcién, los andlisis de cuantificacién de otros
canales de esta serie se incluyen en una lista con las curvas estandar
correspondientes.

Al seleccionar esta opcién, aparece un cuadro de didlogo en el que se puede
seleccionar un archivo de serie para abrirlo. Si se ha realizado algin andlisis
de cuantificacién para la serie, se indican las curvas estandar de cada uno de
los canales analizados.

Nota: La configuracién del andlisis de cuantificacién debe haberse guardado
en el archivo de serie.

Se indican los canales analizados y sus férmulas de curva estandar.

En esta dreq, los valores de M y B se pueden introducir directamente. Esto es
0til en los casos en que los valores proceden de una fuente externa, como una
hoja de célculo de Excel.

Algunas sustancias quimicas producen una sefial fluorescente que disminuye
exponencialmente en lugar de incrementar. Estos datos se pueden analizar
utilizando “Quantitation” (Cuantificacién), pero es necesario marcar la casilla
de verificacién Invert Raw Data (Invertir datos sin procesar). Para el resto de
andlisis de cuantificacién, esta opcién debe permanecer sin marcar.

[ Invert Raw Data

El valor de Cr es el nimero de ciclo en el punto en el que la curva de
amplificacién cruza un umbral de deteccién. Al definir una linea de umbral y
calcular la interseccién con cada una de las curvas, se establece el valor de
Cr de cada muestra.

Para ajustar el umbral, haga clic en el icono (una cuadricula con una flecha
roja) y, a continuacién, haga clic en el gréfico y, manteniendo pulsado el
botén del ratén, arrastre la linea al nivel que desee. Si lo prefiere, puede
introducir un valor logaritmico. También puede utilizar Auto-Find Threshold
(Buscar umbral automdticamente) para determinar el umbral de forma
automdtica. Cuando un umbral se ajusta manualmente, debe configurarse en
la fase exponencial de la serie, significativamente por encima del nivel de
fondo para evitar el ruido y por debajo del inicio de la meseta de la sefial en
ciclos posteriores.

CT Calculation

[ Flip sign of nomalized dats

Threshold ; W 1'
Elirninate Cycles |1—1|

before

Para ajustar el valor, haga clic en el icono (una cuadricula con una flecha roja)
y, a continuacién, haga clic en el gréfico y, manteniendo pulsado el botén del
ratén, arrastre la linea hacia la derecha. De esta forma, se elimina el umbral
de los nimeros de ciclo baijos.

Nota: Esta opciédn resulta til cuando hay ruido durante los ciclos iniciales, por
ejemplo, debido a los efectos del mezclado de muestras.
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Auto-Find Threshold (Buscar

umbral automdticamente):

Esta funcién permite explorar la regién seleccionada del gréfico para buscar
un ajuste de umbral que proporcione estimaciones éptimas de concentraciones
determinadas. la regién seleccionada puede modificarse introduciendo
nuevos limites superior e inferior en los cuadros de texto que aparecen.

En la mayoria de los andlisis, se pueden utilizan los limites superior e inferior
predeterminados. El intervalo de los niveles de umbral se explora para obtener
el ajuste éptimo de la curva estédndar a partir de las muestras que se han
definido como esténdar (es decir, aquellas en las que el valor R estd mas
préximo a 1).

Auko-Find Theezhold
Resultados
El comando Results (Resultados) abre la ventana Quantitation Results (Resultados de cuantificacién).

De forma predeterminada, esta ventana se abre cuando se abre un andlisis. Si se ha cerrado,

puede volver a abrirla mediante este comando.

NEF]
Andlysis o Type Flep. Ct_| Rep. CtGtd] Rep. LY [36% (1) [ Fep Calo. Cone.| Fep Calo. Cono. (95%
Cycling A Breen (Page 1) 1 Standard 100608 1% an 000 1373, 3,741 TATE07 [1ATE07 , 4,35 +08]
Cyciing A Green (Page 1 2 [ 10e8 Standard | 3.74 100E+08  7.17E+07

Cyciing AGreen (Page 113 [ 10e8 Standard 374 100E+08  7.16E+07

Cyeling AGrzen (Page 1) |4 1067 Standad 611 TOOESD7 1AESOT 505 0.06 (591 .6.21] AGE7 [3.29E 4065, 6,73E 407]
Cyeing A Green (Page 1] |5 1007 Standad | 608 TO0ES07 1ATE+07

Cyoling A fireen (Page 1) |6 1067 Stendad | 539 100E+07 15GE+07

Cycing & Green (Paoe 1) 7 [ 106 Standad | 1043 1O0E+DE 7.72E+05 10,38 0,09 10,15 1060] .00E+05 [2.62E +05 , Z44E +06]
Cycling AGireen (Page 1)| 8 Standard | 10.27 TO0ESDE B.58E+05

Cyeling AGrzen (Page 1) |9 Standad | 1043 TO0ESDE  7.71E+0E

Cyciing &Green (Page 1) | 10 Standard | 13.49 1006405 9,58E+04 1365 013 13711390 9.74E+04 [2.98E 404 , 2506 405
Cyoling & Green (Pags 1) 11 Standard | 1375 1O0E+DS  BA3E+04

Cyciing A Green (Page 1) |12 Standard | 1363 TO0E+DS  BABE+04

Cyoiing A Green (Page 1) | 13 Standad | 1566 TOOESD4 2246404 15,46 0.25 1484 16.08] 256E+04 [7.82E +03 , 8,36E +04]
Cyeing A Green (Page 1) | 14 Standard | 1554 TO0ESDE 2426404

Cycling &Green (Page 1) | 15 Standard | 15,18 1008404 3,09E+04

Cyciing & Green (Page 1) | 16 Standard | 21.36 TO0ED3 47IE+0Z 2. 0.24 20432163 565602 [3.13E 401 , 350E +03]

Cyciing & Green (Page 1) | 17
Cyeiing A Green (Page 1) | 18

Standard | 20,89 100E+0G  BATES0Z
Standard | 21,02 TODE+03 5G4EH02

Cyeling & Green (Page 1) | 19 Standard NEG [MukiCy 1,00E+02

Cyoling & Gireen (Pags 1)| 20 Standard | 23,38 100E+02 7.83E+01  201%
Cyciing & Green (Page 1) 21 Standard NEG MUK Ty 1.00E+02

Cyoiing A Green (Page 1) 22 NTC NEGINTC)

Cyeling A Green (Page 1) | 23 NTC NEG INTE)

Cycling &Green (Page 1) 24 NTC NEGINTE)

En la ventana Quantitation Results (Resultados de cuantificacién), los resultados de la serie aparecen
resumidos en una tabla. Al hacer clic con el botén derecho del ratén y seleccionar Export to Excel
(Exportar a Excel), la tabla se exporta a Excel. Excel se abre automdticamente. Para copiar los
datos en una hoja de célculo existente, seleccione la opcién Copy (Copiar), abra la hoja de célculo

y luego seleccione Paste (Pegar).

La ventana Quantitation Results (Resultados de cuantificacién) incluye las siguientes columnas.

Analysis (Andlisis): El conjunto de datos actual (canal de adquisicién y pagina de muestra).
No. (N.°): El némero de la muestra.

Color: El color del gréfico de muestra individual definido.

Type (Tipo):

Cr

El tipo de muestra definido.

El valor de Cr determinado.
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Cr Comment (Comentario de Ci):

%Var (% var.):

Rep. Ct:

Rep. Ct Std. Dev.
(Desv. est. de rep. CT):

Rep. Ct. 95% C.I.
(IC 95 % de rep. CT):

Rep. Calc. Conc.
(Conc. de rep. calc.):

Rep. Calc. Conc. 95% C.I.

(IC 95 % de conc. de calc. rep.):

Nota: En el apéndice B encontrard informacién més detallada sobre los intervalos de confianza.

Nota: Salvo las columnas Color, Name (Nombre), Cr y Cr Comment (Comentario de Cr), el resto

pueden mostrarse u ocultarse haciendo clic con el botén derecho del ratén en la ventana y

Anotacién automdtica de la determinacién de Cr, si se excluyen los valores de
Cr. Pueden aparecen los siguientes indicadores:

NEG (Multi Ct): El umbral cruza la curva de fluorescencia como minimo en dos
ocasiones (doble interseccién). No puede determinarse un valor de Cr no
ambiguo.

NEG (NTC): El aumento global de la fluorescencia no cumple las condiciones
definidas en la funcién “NTC threshold” (Umbral de NTC) del mend Outlier
Removal (Eliminacién de valores atipicos) (consulte mds abajo). Por ejemplo,
una curva de fluorescencia se cruza con el umbral especifico, pero el menor
aumento general de la pendiente sugiere un control sin plantilla y no se
proporciona ningdn valor de Cr.

NEG (R.Eff): El aumento global de la fluorescencia no cumple las condiciones
definidas en la funcién “Reaction efficiency threshold” (Umbral de eficiencia
de la reaccién) del mend Outlier Removal (Eliminacién de valores atipicos)
(consulte mds abajo). Las muestras que no presentan una determinada
eficiencia de reaccién se excluyen y no se proporciona el valor de Cr. Este
indicador solo se muestra si se ha habilitado la funcién correspondiente.

El porcentaje de variacién entre la concentracién calculada y la concentracién
conocida. % var.=Abs.(Calculada/Proporcionada-1)

El promedio de Cr de todas las muestras con el mismo nombre que esta.

La desviacién estandar del valor de Cr de todas las muestras con el mismo
nombre que esta.

Intervalo de Cr que, estadisticamente, constituye el 95 % de la variacién del
valor de Cr. Se trata de una medida estadistica conservadora que pueda
utilizarse como medida de calidad. El intervalo puede reducirse ejecutando
més réplicas o con menos variacién en ellas.

La concentracién calculada de todas las muestras con el mismo nombre.

Nota: No se trata del simple promedio de las concentraciones calculadas. Se
trata de la media geométrica, que es un promedio matemdticamente mds
apropiado debido a la naturaleza exponencial de la amplificacién en tiempo
real.

Intervalo de concentraciones que constituye el 95 % de la variacién de la
muestra individual, asi como el modelo de regresién lineal en el que se basa.
Esta medida se puede interpretar como el intervalo de concentraciones que
podria esperarse el 95 % de las veces si la serie se llevara a cabo
repetidamente con la misma cantidad de variacién. Se trata de una estimacién
conservadora, y el intervalo puede ser bastante grande debido a la variacién
inherente a cualquier andlisis en tiempo real. Este intervalo puede ser grande
si los estdndares se ejecutan con concentraciones diferentes de las muestras
conocidas, si se utiliza un pequefio nimero de réplicas o si existe una variacién
significativa.

Importante: Las variaciones que indica esta medida son inherentes al proceso
exponencial de amplificacién en tiempo real y no estdn causadas por el
instrumento Rotor-Gene Q MDx. Si se realizaran pruebas similares en
cicladores basados en bloques, se obtendria una variacién mayor, ya que la
uniformidad de la temperatura de los sistemas basados en bloques es menor.
Para realizar comparaciones entre cicladores, se recomienda comparar la
desviacién estandar del valor de Cr.

marcando o desmarcando el nombre de la columna.
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=10 ]
Mo, [C|Mame Ct Ct Comment | Given Conc [Eopl Calc Conc [Eopiel % War |:|
1 FA0E Analysis S00.000.000, 324345068, B1%_|
2 BW30E v 00000000, 301.264.230, 0,4%
3 W0E oy Color 300000000, 308.453.920, 26%
4 W08 L Name 00000000, 296576301, 05%
I ESl Ty 30000000, 27524578, 8.3%
I ESRA 30000000, 26405444  120%
i B 30000000, 28701296 43%
8 W07 e cone (Copies) 0000000,  Z3847613  205%
5 W ars i 5,000,000, 3392142, 13z
T ES P 3,000,000, 3170880, 5.7
Il B 000000, 3130752 L4%
I B 3.000.000, 3.166.39, 5 5%
13 3WI0E v Rep. CtStd. Dev. 300,000, 21.913, 7%
14 | 075 v Hen et Bt 300,000, 305,744, 1.9%
15 W05 Rep. Calc. Conc. 300,000, 312.045, 4.0
16 IWI0F Rep. Calc. Conc. (95% CI) 300,000, 324 69K, 8.2%
17 [l 30 1947 30.000, 32.420, B.1%
18 [l 30 1359 30.000, 29872, 0.4%
19 [l 30 1953 30.000, 31102, 37%
20 0t 1952 30000 1301 43%
21 073 293 3000 2,850 5,0%
2 03 229 3000 2793 £.9%
2 W0t 2294 3000 2825 5.6%
24 073 2231 3.000 2.888 37%
= [0 26,03 300 322 75%
x [l 26,11 00 308 16%
7 [l a0z 26,26 300, 275, B5%
2 [l 2072 18 00, 291, 31_/|;|
] | 3

Para mayor comodidad, la funcién AutoStat (Estadisticas automdticas) calcula automdticamente el
promedio, la desviacién estdndar y los valores mdximo y minimo de las muestras de interés.
Seleccione los resultados que desee arrastrdndolos con el botén izquierdo del ratén y los valores

se mostrardn en una tabla a la derecha de la pantalla.

En esta captura de pantalla, se muestra el andlisis de las concentraciones de diversas muestras.

i Quant. Results - Cycling &.Green (Page 1) [_[Olx]| Statistics

Ct | Given Canc [Eop| Calz: Cone [Eopie| % War | fa mfar.umum-. gg_ﬁgggg
14.42 0000000 58% | E;’:;“;fm' 3
1459 30000000 16.2% '
14.40 ENI]  28730050] 42% tean : 27328521
17.44 3000000 422624 141% Std. Dev : 1.07537
1758 3000000 3103391 34% (Orders of Mag ]
17.42 3000000 METIN 15.6%
2099 300000 2BR353 49%
092 300000 293898 0.4%
21.04 300000 275602 BI1% Copy |
M 0n b ) el 1N

4] N t

Importante: La funcién AutoStat (Estadisticas automdticas) estd relacionada con el contexto. Esto

significa que, siempre que sea posible, generard Gnicamente informacién 0til.
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Por ejemplo:

® No es posible obtener un intervalo de confianza del 95 % a partir de un conjunto de
concentraciones calculadas seleccionadas porque el modelo de regresién también debe tenerse

en cuenta.

® En las concentraciones calculadas, en lugar de un valor absoluto, se indica la desviacién
estandar “Orders of Magnitude” (Ordenes de magnitud). Se trata de una variacién del
porcentaje. Por ejemplo, un valor de 1,07537 representa una variacién del 7,54 %
(278 974 - 322 611) = (300 000/1,07537 — 300 000 * 1,07537). Indicar un valor
absoluto no tiene ningin sentido en el caso de una curva estdndar. El valor podria indicarse a
la concentracién mds baja para crear un error percibido como bajo (+3 copias) o a la
concentracién alta (#3 000 000 copias). Por este motivo, se indica la desviacién estandar
“Orders of Magnitude” (Ordenes de magnitud).

® En las concentraciones calculadas, se utiliza la media geométrica en lugar de la media
aritmética. Esto responde a la naturaleza exponencial de la realtime PCR. Por ejemplo, en el
caso de las diluciones dobles con 1, 2, 8 y 16 copias, el promedio debe ser de 4 copias, que
es la mitad de la serie de diluciones. Sin embargo, la media aritmética es 6,75. La media
geométrica es (1 * 2 * 8 * 16)7(1/4) = 4 copias.

Normalizacién del tubo dindmico

La opcién Dynamic Tube (Tubo dindmico) aparece seleccionada de forma predeterminada y se
utiliza para determinar el promedio de fondo de cada muestra justo antes del inicio de la

amplificacién.

La normalizacién estandar simplemente toma los 5 primeros ciclos y los utiliza como indicador del
nivel de fondo de cada muestra. A continuacién, todos los puntos de datos de la muestra se dividen
entre ese valor para normalizar los datos. Este método puede resultar impreciso porque es posible
que, para algunas muestras, el nivel de fondo de los 5 primeros ciclos no sea indicativo del nivel
de fondo que se da justo antes de la amplificacién. En cambio, la normalizacién del tubo dindmico
utiliza la segunda derivada de cada trazado de muestra para determinar un punto de inicio para
cada muestra. Después, se realiza el promedio del nivel de fondo desde el ciclo 1 hasta este
nimero de ciclo de inicio para cada muestra. De esta forma, se obtienen los resultados de

cuantificacién mds precisos.

Tenga en cuenta que, para algunos conjuntos de datos, la fluorescencia del fondo no es sistemdtica
durante los ciclos antes del inicio de la amplificacién. En estos casos, puede ser necesario
desactivar la normalizacién del tubo dindmico haciendo clic en Dynamic tube (Tubo dindmico), ya

que podria conllevar una cuantificacién menos precisa.
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Correccidn del ruido de la pendiente

De ser posible, la fluorescencia de fondo (Fl) de una muestra debe permanecer constante antes de
la amplificacién. Sin embargo, a veces la Fl muestra un aumento o un descenso gradual durante
varios ciclos debido a las sustancias quimicas utilizadas. Esto produce un nivel de ruido sesgado.
La correccién del ruido de la pendiente, en lugar de un promedio, utiliza una linea de ajuste ptimo
para deferminar el nivel de ruido y se normaliza con respecto a ella. Al seleccionar esta opcién
haciendo clic en el botén Slope Correct (Correccién de pendiente), se pueden mejorar los datos de
las réplicas si las referencias de las muestras presentan pendientes notables. La correccién del
ruido de la pendiente mejora los datos cuando se observa que los fondos de los datos sin procesar

tienen una pendiente ascendente o descendente antes del punto de inicio (Ci).

Cuando la pendiente no es estable o los ciclos iniciales de la referencia muestran un aumento o
una disminucién significativa de la sefial en comparacién con el resto de la curva, la correccién
del ruido de la pendiente puede causar algunos efectos no deseados, como que las curvas del
control negativo crucen el umbral debido a la aproximacién de la referencia como una linea de
ajuste 6ptimo y normalicen los datos sin procesar en consonancia. Por consiguiente, esta funcién
no siempre mejora la calidad de los datos y debe utilizarse Gnicamente si las curvas de datos sin

procesar presentan una pendiente estable.
Ajuste del punto de inicio

El algoritmo de ajuste del punto de inicio puede utilizarse para definir una longitud minima de la
referencia utilizada para la normalizacién. Para aplicar el ajuste del punto de inicio, deben
definirse dos pardmetros. Si el punto de inicio calculado mediante Dynamic tube (Tubo dindmico)
es inferior al primer pardmetro, se utiliza el segundo pardmetro como punto de inicio. El ajuste del

punto de inicio solo se puede utilizar junto con la normalizacién del Dynamic tube (Tubo dindmico).
Ignorar el primero

Es posible que la sefial de fluorescencia de los primeros ciclos de una serie no represente la del
resto de la serie. Por ello, pueden lograrse mejores resultados si se ignoran los primeros ciclos.
Pueden ignorarse hasta 10 ciclos. No obstante, si los primeros ciclos son similares a los ciclos
posteriores, se obtendrdn mejores resultados desmarcando “Ignore First” (Ignorar el primero),

porque el algoritmo de normalizacién dispondré de més datos con los que trabajar.
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Eliminacién de valores atipicos

Para distinguir entre los cambios menores en la fluorescencia y las reacciones genuinas de los

controles sin plantilla (No Template Controls, NTC), se ofrecen 2 medidas: NTC Threshold (Umbral
de NTC) y Reaction Efficiency Threshold (Umbral de eficiencia de la reaccién). La medida NTC

Threshold (Umbral de NTC) se recomienda para la mayoria de aplicaciones. Es necesario validar

el enfoque utilizado.

Ei outlier Removal [ x|

—MTC Threzhold :
Percentage of largest Fl change

-

—_—

0%

A zample with a total change in fluorezcence
I 2 % |ezz than thiz percent [relative ta the largest

15% a0z

change in any tube] will not be displayed.

— Reaction Efficiency Threshold ;
™ Enabled Only zamples which have an individual

Thisskak 00 :II % walue will be dizplayed after

reaction effiency at least equal to this

normalization.

ok, I Cancel Help

NTC Threshold (Umbral de NTC):

Permite excluir del andlisis las muestras o los NTC que presenten una ligera
desviacién hacia arriba. Las muestras con un cambio por debajo del valor de
“NTC Threshold” (Umbral de NTC) no se notificardn y se mostrard un indicador
“NEG (NTC)” en la columna “CT Comment” (Comentario de CT).

El porcentaje es relativo al mayor cambio maximo detectado en un tubo. Por
ejemplo, si una muestra comenzé con un fondo de 2 Fl y aumenté hasta 47 Fl,
entonces 45 Fl representa el 100 %. Un valor de “NTC Threshold” (Umbral de
NTC) del 10 % consideraria cualquier muestra inferior a 4,5 FI como ruido.
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Reaction Efficiency Threshold la medida “Reaction Efficiency Threshold” (Umbral de eficiencia de la

(Umbral de eficiencia de la reaccién) es un método alternativo de exclusién de ruido del andlisis. Este

reaccion): algoritmo de normalizacién emplea las técnicas de estimacién de la eficiencia
de la reaccién utilizadas en la cuantificacién comparativa (consulte el
apartado 6.6.6). Las muestras que no tengan una eficiencia de reaccién como
minimo de este nivel se excluirdn y se mostrard un indicador “NEG (R.Eff)” en
la columna “CT Comment” (Comentario de CT).

Un nivel del 0 % indica que, durante la fase exponencial, no se produjo
ninguna reaccién. Un 100 % indica que, durante la fase exponencial, se
produjo una reaccién totalmente eficiente. Los porcentajes negativos indican
que, durante la fase exponencial, la sefial fluorescente disminuyé.

Las investigaciones actuales no son concluyentes en cuanto a los niveles
precisos de eficiencia necesarios para diferenciar entre las reacciones
genuinas por contaminacién y otros efectos. Por este motivo, se recomienda
utilizar esta funcién con prudencia, partiendo de la base de que cualquier
muestra con una reaccién genuina presentard alguna fase exponencial visible
con algin aumento de la fluorescencia. Si este valor se establece por encima
del 0%, se excluirén algunas muestras con un aumento ineficiente pero
perceptible de la fluorescencia, mientras que si se establece por debajo del
0 %, se mostrardn muestras que vieron reducida su fluorescencia durante la
fase exponencial y sin duda deberian excluirse.

Nota: Si se excluye un valor debido a la activacién de alguna de estas técnicas, no se mostrard el
valor de Cr correspondiente en la ventana Quantitation Results (Resultados de cuantificacién).
De forma simultdnea, se mostrard un indicador que informa sobre la exclusién en la columna
“CT Comment” (Comentario de CT). Por lo tanto, es importante asegurarse de que la columna

“CT Comment” (Comentario de CT) se muestra en todo momento.

En la imagen siguiente, se puede observar que las muestras 7, 8 y 9 fueron excluidas debido a la

medida “Reaction Efficiency Threshold” (Umbral de eficiencia de la reaccién).

~1ol x|
Mo, [Mame  [Typs | ot | Ct Comment | Given Conc [copies/ieaction] |
7 10ek Standard MEG [R.EH] 1,00E+05
8 10e6 Standard MEG [R.EH] 1.00E +08
9 10ek Standard MEG [R.EF] 1.00E+0&
10 10e5 Standard | 15,04 1,00E+05
11 10e5 Standard | 15,03 1,00E+05
1 2I I'I Oeb Standard | 1505 '|,|:|I:IE+I:I5I
4 [ 3

La pendiente (M) de una reaccién (se muestra en la ventana Standard Curve [Curva esténdar])
puede utilizarse para determinar la amplificacién exponencial y la eficiencia de una reaccién

mediante los cdlculos siguientes:

Amplificacién exponencial = 1051/

Eficiencia de la reaccién = [1081/M] - 1
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Los valores 6ptimos para M, la amplificacién exponencial y la eficiencia de la reaccién son —
3,322, 2 y 1, respectivamente. La eficiencia de la reaccién se indica en el informe (en los informes

completos y esténdar; consulte la pdgina 86) y en la ventana Standard Curve (Curva estandar).

La pendiente se calcula como el cambio en el Cr dividido entre el cambio en la entrada logaritmica
(p. €., el nimero de copias). Una amplificacién con una eficiencia del 100 % significa que el
producto de amplificacién se ha duplicado en cada ciclo, lo que da lugar a un valor de M de -

3,322, un factor de amplificacién de 2 y una eficiencia de la reaccién de 1.
Dado un valor de M de -3,322, los cdlculos son los siguientes:

Amplificacién exponencial: 10-1/-3:322 = 2

Eficiencia de la reaccién: [10F1/-3822] - 1 = ]

Otro ejemplo: un valor de M de 3,8 significa que la reaccién presenta una amplificacién

exponencial de aproximadamente 1,83 y una eficiencia de la reaccién de 0,83 (o el 83 %).

En una férmula que describe la relacién entre 2 variables, la desviacién se expresa con la letra B
[y = Mx + B). A veces, la desviacién también se denomina interseccién. B representa el Cr de una
concentracién determinada de 1 unidad. Al sustituir 1 en la férmula de la concentracién tal como

se muestra a continuacién:

Cr=log(l) *M+B
Ci=0*M+8B
El resultado es Cr = B

La inferseccién puede cambiar de una serie a ofra y es una medicién menos estable que el

gradiente. Por este motivo, el gradiente se analiza con mayor frecuencia que la interseccién.
Ventana principal
La ventana principal muestra los graficos de amplificacién en una escala logaritmica.

Al hacer clic en Linear scale (Escala lineal) en la parte inferior de la ventana, la escala cambia de
escala logaritmica a escala lineal, y viceversa. El cambio de una escala a otra solo altera la
visualizacién de los gréficos, no los céleulos. Esto se puede verificar mediante la herramienta del
marcador, haciendo clic con el botén derecho del ratén en el gréfico y seleccionando Show
Pinpointer (Mostrar marcador). Con una escala logaritmica, los valores mds pequefios son més

visibles en el gréfico, mientras que una escala lineal facilita la visualizacién de toda la reaccién.
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Nota: Los gréficos de amplificacién se actualizan en tiempo real a medida que el instrumento
Rotor-Gene Q MDx adquiere datos de forma activa durante una serie. Esta monitorizacién de los
datos en tiempo real permite al usuario ver los resultados en cuanto las curvas muestran un
crecimiento exponencial. Se pueden extraer conclusiones preliminares y tomar decisiones para la

siguiente serie.
Plantillas de andlisis de cuantificacién

Las plantillas de andlisis de cuantificacién permiten al usuario exportar los ajustes de normalizacién
y de umbral a un Gnico archivo *.qut. Este archivo puede importarse para reaplicar estos ajustes

a ofros experimentos. Consulte el apartado 7.1 para obtener mds informacién.

Imported Settings
£RORnE}

Impaort.... Export...

6.6.3 Dos curvas estandar

El andlisis de la expresién génica relativa utilizando un gen de normalizacién, puede llevarse a

cabo con el método de dos curvas estdndar.

Dicho método requiere una curva estdndar para cada gen. La concentracién de cada gen se
cuantifica en funcién de su curva estdndar. A continuacién, la expresién del gen de interés se

normaliza con el gen de normalizacién (por lo general, un gen constitutivo).

Es importante que los esténdares y las muestras replicadas se designen correctamente durante la
configuracién de las muestras (consulte el apartado “Configuracién de muestras”). En concreto, las
muestras correspondientes deben tener el mismo nombre en todos los andlisis. En una reaccién
multiplexada, en la que las posiciones de los tubos del gen de interés y del gen de normalizacién
son las mismas, es suficiente con un conjunto de definiciones de muestras. Si se realiza un andlisis
relativo con un gen de normalizacién utilizando un solo canal (es decir, las reacciones se ejecutan
en tubos separados que emplean el mismo fluoréforo), se deben crear 2 pdginas de muestras.
En la primera, las posiciones de los tubos deben estar etiquetadas con nombres de muestra para
el gen de interés, mientras que el resto de posiciones debe dejarse sin designar. En la segunda,
deben estar etiquetadas las posiciones utilizadas para el gen de normalizacién. A continuacién,

el software emparejaré las muestras de los 2 andlisis basdndose en sus nombres.
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Andlisis de expresion con el método de dos curvas estandar

Los datos pueden analizarse primero para cada gen utilizando un andlisis de cuantificacién. De
lo contrario, los resultados para cada gen se determinarén de forma automética mediante la

herramienta Autofind Threshold (Buscar umbral automdticamente).

1. En la ventana Analysis (Andlisis), seleccione la pestafia 2 Std Curve (Rel.) (2 curvas est. [rel.]).

Haga clic en New Analysis... (Nuevo andlisis...).

Buantitation | telt
25td Curves (Fiel) | Other..

Show | Hide |
W Auto-shrink windaw

2. Introduzca un nombre para el andlisis.

Rotor-Gene ( Series Software ] x|
Enter a name for the relative quantitation analyziz:

Cancel

3. Designe las péginas utilizadas para el andlisis del gen de normalizacién y el andlisis del gen
de interés. Por ejemplo, al hacer clic en Gene of Interest Standard Curve (Curva estdndar del
gen de interés), se abre la ventana Selection of Gene of Interest Standard... (Seleccién del
estdndar del gen de inferés...). Seleccione la pdgina en la que se cuantificé el gen de interés.
Repita el procedimiento con el gen de normalizacién. Si lo desea, puede definir un calibrador.
Si selecciona esta opcién, al calibrador se le asignard un valor de 1 y todas las demés

concentraciones de muestra se calculardn con respecto a esta muestra.
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Relative Quantitation E |
= Hepors Erpart |

2 Standard Curves Felative Quantitation |

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

{6 Selection of Gene of Interest Standar. .. |

Currently Selected : [Mone]

To zelect an existing analysiz to uze, of to create a
new analysiz, select a channel from the list, then click,
Select. Thiz window will cloze and you will be taken to
the main window of this analyziz.

L, ==
: -Marmalizing Gene
F- Cucling & elow

------ " JOE-Gene OFf Interest

Select Other Bun... Cancel I

Tras finalizar las selecciones, las opciones se marcarén con una marca de verificacién tal como

se muestra a continuacién.

Relative Quantitation %] |
==/ Reports || Expont |

2 Standard Curves Belative Quantitation |

Gene of Interest Standard Curve

Hormalizer Standard Curve
[ Calibratar Defined

¥ Auta-shiink windaw
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4. Haga clic en el botén Reports (Informes) para visualizar la ventana Report Browser (Explorador
de informes). En la lista, seleccione el andlisis con el nombre correcto. Haga clic en el botén
Show (Mostrar) para visualizar el informe de cuantificacién relativa. La opcién Export (Exportar)
exporta los resultados a una nueva hoja de célculo de Excel. Si se incluye un calibrador, los

resultados se calculan en relacién con la muestra del calibrador, que tiene asignado un

valor de 1.
_lgx
— Report Categories — Templates

- [General]
- Melt Curve Analysis
- Comparative Quantitation
él--DeIta Dekta CT Relative Quantitation
L Relative Quant. Analpsis
B2 Standard Curves Relative Quantitation
- Pelative Quant. Analysiz

MIQE Report {2 Standard Curves Condse)

'S MIQE Report (2 Standard Curves Full Report)

]
"% Relative Quant(Standard Curve)

Show I Cancel |

5. Se muestran las concentraciones leidas en las curvas estédndar para el gen de interés (conc.
GOl) y el gen de normalizacién (conc. norm.), asi como la concentracién relativa (conc.

relativa). Los resultados pueden guardarse como un archivo de Word.

Ca..tor c 2 3 s
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6. Los valores “Rel Min” (Min. rel.) y “Rel Max” (Mé&x. rel.) se generan calculando la desviacién

estdndar del cociente de las desviaciones estdndar del gen de interés y del gen de

normalizacién mediante la férmula siguiente:

. \/ 2 2
Cvrelconc - CVGOI + CVNorm
donde:
stddev

S
X  meanvalue

cv =

6.6.4 Cuantificacién relativa delta delta Cy

El método delta delta Cr permite el andlisis de la expresién génica relativa. Fue descrito por Livak
y Schmittgen (2001).*

Este método no necesita que se incluyan curvas estdndar en cada serie. Cada muestra se normaliza
primero para la cantidad de plantilla afiadida en comparacién con el gen de normalizacién. Estos
valores normalizados se vuelven a normalizar en relacién con un tratamiento de calibrador.

El calibrador puede ser, por ejemplo, un control nativo no tratado o muestras de tiempo cero.

Es fundamental que las eficiencias de amplificacién del gen de interés y del gen de normalizacién

sean idénticas y que esto se valide conforme a las directrices de Livak y Schmittgen.

* Livak, K.J. and Schmittgen, T.D. (2001) Analysis of relative gene expression data using realtime quantitative PCR and the
2/ [-delta delta C(T)] method. Methods 25, 402.
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Es fundamental que los nombres de las muestras se definan correctamente en la ventana Edit
Samples (Editar muestras), con las mismas muestras etiquetadas de forma idéntica en cada uno de

los andlisis de cuantificacién compuestos.

1. Andlice los datos mediante “Quantitation” (Cuantificacién). No es necesario ejecutar una curva

esténdar una vez que se ha llevado a cabo la validacién.

En la pestafia Other (Otros) de la ventana Analysis (Andlisis), seleccione Delta Delta CT Relative

Quantitation (Cuantificacién relativa delta delta CT). Seleccione New Andlysis... (Nuevo andlisis...).

25t Cuves(Rel) | of— M
Me Allelic: Discrimination

poenene? - Clearing Point Analysis
v C-'r'dfng AGreen [Page Comparative Quantitation
" Cycling &.0range P300 ongentration Analysis
Delta D C i

EndPaint Analysis

High Resolution Melt Analysiz
Scatter Graph Analyziz
Show All Analysiz Options...

Show | Hide |
I Auto-shrink window

2. Introduzca un nombre para el andlisis.

Rotor-Gene ( Series Software x|
Enter a hame for the relative quantitation analysis:

Cancel

ant. Anahysis

3. Para proceder con el andlisis, es necesario marcar Validation Run Performed (Serie de
validacién realizada). Defina las paginas en las que se han analizado el gen de interés y el

gen de normalizacién.

Manual del usuario de Rotor-Gene Q MDx CE  02/2022 106



Relative Quantitation E |
= Hepors Erpart |

Delta Delta CT Felative Quantitation |

[ alidation Fiun Performed
[ Gere of Interest Quantitation
[ Mormalizer Quantitation

[ Calibrator Defined

v ;
{0 Selection of Normalizer Standard Curve |

Currently Selected : [Mone]

To zelect an existing analysiz to uze, of to create a
new analysiz, select a channel from the list, then click,
Select. Thiz window will cloze and you will be taken to
the main window of this analyziz.

El Cycling A Qrange

------ o Gene of lnterest

Select | Other Bun... Cancel

4. Haga clic en el botén Reports (Informes) para visualizar la ventana Report Browser (Explorador
de informes). En la lista, seleccione el andlisis con el nombre correcto. Haga clic en el botén
Show (Mostrar) para visualizar el informe de cuantificacién relativa. La opcién Export (Exportar)
exporta los resultados a una nueva hoja de célculo de Excel. Si se incluye un calibrador, los

resultados son relativos a la muestra de calibrador, la cual tiene un valor de 1.

E8 Report Browser _ o] x|
—FReport Categories : — Templates
+~ [General)

& Melt Curve Analysis port (Delta Delta Ct Conds

Ba Comparative Cuartitation

= Delta Deka CT Relative Quantitation

- Relative Quant. Analysis

- 2 Standard Curves Relative Quantitation
- Relative Quant. Analysis

» MIQE Report (Delta Delta Ct Full Report)

o
2 Relative Quant{Delta Delta)

Show I Cancel
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A continuacién se muestra un ejemplo de los resultados de este andlisis. Se muestran los valores

de Cr para el gen de interés (Cr para GOl), los valores de Cr para el gen de normalizacién

(Cr para norm.), delta Cr, delta delta Cry la concentracién relativa (conc. rel.). La expresién

es relativa a la muestra del calibrador, que tiene asignada una expresién relativa de 1.

Si desea mds informacién sobre la desviacién de los célculos de los valores “Rel Min” y

“Rel Max”, consulte la referencia Litvak y Schmittgen (2001). *

C|Repicate Mame [GOICT  [Mom.CT  [DekaCT  [Deka Deka CT|Relative Conc. [RelMin_ [RelMax [ Calibratar

Dilution & 2837

Dilution 7 I E 2839 922 440 004728 004128 005414
Dilution & 3872 28.28 7.44 282 0716228 014304 0.17689
Dilution 5 3504 2824 6.0 1.98 025292 011715 0.54605
Dilution 4 3294 2812 482 0.00 100000 0.69432  1.44025 Yes
Dilution 3 31EE 2823 343 1.38 2E0825 216267 314573
Dilution 2 3005 2802 203 273 E32153  B.43040  7.38130
Dilution 1 2851 2792 063 412 1741996 16.47833 1841322
Q50,1 1U4ul 2811

0316 U I7E2 2810 351 470 003857 003833 0.04094
110 3684 2815 863 388 006805 0.04415 010483
316U 3445 2805 640 1.59 033305 0.28208  0.33325

Q54 3267 2829 438 043 134925 1.09820  1.65770

as3 3007 2798 209 273 EF1932  B.18833  7.0807

652 2688 27E4 076 557 47TE1474 4502202 5035677

as1 2407 2710 303 785 23060440 208.45334 25510870

6.6.5 Andlisis de la curva de disociacién

El andlisis de la curva de disociacién analiza la derivada de los datos sin procesar tras el

suavizado. Este andlisis se utiliza habitualmente para el genotipado y la discriminacién alélica.

Los picos de la curva se agrupan en bins, y todos los picos por debajo del umbral se descartan.

A continuacién, los bins se pueden asignar a los genotipos mediante el comando “Genotypes”

(Genotipos).

Una vez que ha finalizado la serie, para algunas sustancias quimicas se puede afadir un paso de

disociacién que permita visualizar la cinética de disociacién de los productos amplificados.

Se aumenta la temperatura a un ritmo lineal y se registra la fluorescencia de cada muestra.

A continuacién se muestra un andlisis tipico de la curva de disociacién.

* Livak, K.J. and Schmittgen, T.D. (2001) Analysis of relative gene expression data using realtime quantitative PCR and the
2/ [-delta delta C(T)] method. Methods 25, 402.
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B Rotor-Gene Q Series Software - GybrMelts 18] X

File Analyss Run Gan View

Window  Help

) B ® 7 g .
Z O H| P D |vew F I ¥ OB W o t
New Open Save | St Pase Siop | Help Settings Frogress Profie  Temp. Samples Analysis Reports Arrange
|chammets . vk acrt el .CH2
B4 Melt Curve Analysis - Melt A.CH1 (Page 1) _|oj x| | Page: Page1
s | Genotypes..,
BinG,
0s 3
Bin 4|
04
= n
g3 Tvesror]
02
01 <
Bark On | Bark Of
NamedOn_| AlOn | AIOH |
E S B0 3 75 80 8 Eil £ Edit Samples. |
Tempersture
Py P ‘ Peak Calling
flust Scale re-atale [V Flp sign of dF /dT
Theshold:  [03021 | x|

Ssart|| @ @ |

Genotype Peok 1 Tempestae. 5

Heterozygous 88,5 (Bin B) Wit E|
Heterozyoous 68,5 (Bin B)
Heterozyoous 687 (BinB)

wid Type 90.2 [Bin C)
wid Type 0.3 [Bin C)

wid Type 0.2 [Bin C) New | Edt | Remove
Homozgous | B0 (BinA) MNow |_Edh | Remove |

Homogous  80.3 (Bin A) Imported Settings

Fiotor-Gene 0 Series Sotware 1.7 (Build 34]

“nanes

Iport Export
QEAF  worem

|| rotor-cene g series s..

Flip sign of dF/dT (Invertir signo
de dF/dT):

Defining peaks (Definicién de
picos):

Peak Calling
v Flip sign of dFAdT

Thieshold:  [0.30821 1|
T emperature

Threzhaold : I55 il
Peak Bins

Name | Value | width | =
Bind 8042 4 —
BinE 8855 4 hd
MHew I E dit | Remove |

Imported Settings
<none:

Irmpaoit. .. I Ex=port... |

Antes de definir los picos, asegirese de que el signo de dF/dT sea correcto
para que el conjunto de datos proporcione picos positivos.

En el andlisis de la curva de disociacién, los picos pueden definirse e
indicarse a partir de diferentes métodos. Uno de ellos consiste en identificar
automdticamente todos los picos para cada muestra. El otro se basa en
asignar picos a bins, lo que resulta til para el genotipado.

Los bins definen el drea donde se espera que se produzcan los picos. El
software de andlisis de la curva de disociacién agrupa los picos en grupos
de bins segin los valores reales de los picos de la curva. Los bins pueden
editarse, en caso necesario.

Cualquier pico que esté dentro del intervalo definido del bin se asignard al
bin. Si 2 bins estdn préximos entre si, el pico se le asignard al bin mds
cercano.

Nota: Los bins no deben posicionarse visualmente para estimar las posiciones
de los picos. Establezca los bins en el drea de interés aproximada y, a
continuacién, utilice los valores reales indicados en la tabla de resultados para
obtener un resultado més preciso.
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Peck Bins (Bins de picos):

Threshold (Umbral):

Temperature Threshold (Umbral
de temperatura):

Informes

Para definir un bin, haga clic en el botén New (Nuevo) y, a continuacién, haga
clic en el gréfico y mantenga pulsado el botén del ratén para definir el centro
del bin. Si desea afiadir ofro bin, repita el proceso. Utilice el botén Remove
(Eliminar) para eliminar bins.

Para ajustar el umbral (eje y), haga clic en el icono , a continuacién haga
clic en el gréfico y, manteniendo pulsado el botén del ratén, arrastre la linea
de umbral al nivel deseado.

) , , , |
Para ajustar un umbral de temperatura (eje x), haga clic en el icono ,a
continuacién haga clic en el gréfico y, manteniendo pulsado el botén del
ratén, arrastre la linea de umbral hacia la derecha. Esta accién elimina la

linea de umbral para las temperaturas més bajas.

Nota: Esto resulta il cuando hay ruido en la sefial a temperaturas bajas.

Abre la ventana Report Browser (Explorador de informes), en la que se puede seleccionar un

informe para obtener una vista previa. Se puede generar un informe basado en el canal

seleccionado actualmente o se puede generar un informe de genotipado multicanal.

Resultados

Muestra la ventana Melt Curve Results (Resultados de la curva de disociacién), donde se pueden

ver los picos de las muestras.

Genotipos

Haga clic en Genotypes... (Genotipos...) y seleccione los genotipos, tal como se muestra a

continuacién.
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%i Edit Genotypes for Melt A Green |

Genotype Abbreyv. . Bind BinB
IH:::mu:uz_l,lgcuus IMM I_ _I
IHeternz_l,lgDus IMW I_ I_

|Wi|u:| Tupe |ww

Ok,

E;mel |
_| _| Help |

En esta ventana, los genotipos se asignan a la incidencia de picos en bins. La captura de pantalla

=T
A

muestra la configuracién predeterminada del genotipo, que presenta muestras heterocigéticas con
2 picos, muestras homocigéticas con un pico en el primer bin y muestras nativas con un pico en el
segundo bin. Se puede escribir una abreviatura en el campo situado junto al nombre de cada
genotipo. Esto se utiliza cuando se imprimen informes de genotipado multicanal, de forma que se

puedan leer fécilmente todos los resultados de varios canales.

En los andlisis multiplexados, los genotipos deben configurarse en cada canal. Si, por ejemplo, se
ejecuta un andlisis FRET suprimido de doble canal, en el que se espera un genotipo nativo y otro
heterocigético en cada canal, los pardmetros del bin deben configurarse para cada canal. A

continuacién, los resultados se proporcionardn en un informe multiplexado.
Plantillas de andlisis de disociacién

Las plantillas de andlisis de disociacién permiten al usuario exportar los ajustes de normalizacién,
umbral, genotipo y bin a un Unico archivo *.met. Este archivo puede importarse para reaplicar

estos ajustes a ofros experimentos. Consulte el apartado 7.1 para obtener mas informacién.

Imported Settings
<hones

Imnpart... Export...
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6.6.6 Cuantificacién comparativa

La cuantificacién comparativa compara la expresién relativa de las muestras con una muestra de
control en una serie cuando no se dispone de una curva esténdar. Se utiliza con frecuencia en los
andlisis de micromatrices. Warton y colaboradores (2004)* proporcionan un ejemplo de esta

técnica.

1. Para llevar a cabo el andlisis, seleccione Other (Otros) y, a continuacién, Comparative
quantitation (Cuantificacién comparativa) en la ventana Analysis (Andlisis). Haga doble clic en

el canal que desee analizar.

2. Seleccione una muestra de control con el mend desplegable situado en el lateral derecho de la

pantalla, debajo del conmutador.

3. los resultados se calculan automdticamente y se visualizan en la ventana Comparative

Quantitation Results (Resultados de cuantificacién comparativa) debajo del grdfico.

En las dos primeras columnas de la ventana Comparative Quantitation Results (Resultados de
cuantificacién comparativa), se muestran el nomero y el nombre de la muestra. La columna Takeoff
(Inicio) proporciona el punto de inicio de la muestra. La segunda derivada del gréfico de
amplificacién produce picos correspondientes a la tasa méxima de aumento de la fluorescencia
en la reaccién. El punto de inicio se define como el ciclo en el que la segunda derivada se

encuentra al 20 % del nivel méximo e indica el final del ruido y la transicién a la fase exponencial.

En este grdfico se muestra una segunda derivada de un gréfico de amplificacién con las posiciones

relativas del pico de la segunda derivada y el punto de inicio.

* 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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La columna “Amplification” (Amplificacién) proporciona la eficiencia de la muestra. Una reaccién
con una eficiencia del 100 % arrojaria un valor de amplificacién de 2 para cada muestra, lo que
significa que el amplicén se ha duplicado en cada ciclo. En los datos sin procesar, la sefial deberia
duplicarse en la fase exponencial. Por ejemplo, si la sefial es de 50 unidades de fluorescencia en
el ciclo 12y, después, de 51 unidades de fluorescencia en el ciclo 13, deberia aumentar hasta
53 unidades de fluorescencia en el ciclo 14. Todos los valores de amplificacién de cada muestra
se calculan en promedio para producir el valor de amplificacién que se muestra en la parte derecha
de la pantalla, debajo del conmutador. Mientras mayor sea la variacién entre los valores de
amplificacién estimados de cada muestra, mayor serd el intervalo de confianza (que corresponde
al valor de la cifra que aparece después del signo ). Para un nimero de muestras mayor (N, el
infervalo de confianza da una probabilidad del 68,3 % de que la verdadera amplificacién de las
muestras quede dentro de este intervalo (desviacién estdndar de 1). Duplicando el intervalo +, se

obtiene un intervalo de confianza para una N mayor del 95,4 %.
Duplicacién del calibrador

Como ocurre con el método delta delta Cr, se requiere una muestra del calibrador y las mediciones
son relativas a dicha muestra del calibrador. Las duplicaciones del calibrador pueden analizarse
ya que, si varias posiciones de muestra tienen el mismo nombre, se utilizaré el promedio de puntos
de inicio de las muestras. Para utilizar esta funcién correctamente, deberd asegurarse de que las

duplicaciones tienen exactamente el mismo nombre.

Calibrator Replicate

k2

Heszults
Ayerage Amplification 1.78+-0.04
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La amplificacién promedio se utiliza para calcular la expresién. Por ejemplo, en una muestra con
un valor de amplificacién bajo, se tardard més tiempo en alcanzar un nimero de copias absoluto
determinado que en una muestra con un valor de amplificacién més elevado. La columna “Rep.
Conc.” (Conc. de rep.) de la ventana Comparative Quantitation Results (Resultados de
cuantificacién comparativa) proporciona la concentracién relativa. La concentracién relativa de
cada muestra comparada con la muestra del calibrador se calcula en funcién del punto de inicio

y la eficiencia de la reaccién. Este valor se expresa mediante notacién cientifica.

Nota: El valor que se muestra en Average Amplification (Amplificacién promedio), a la derecha del
signo %, representa la desviacién estdndar de la amplificacién promedio una vez eliminados los
valores de amplificacién atipicos. Si este valor es alto, es posible que haya un error amplio en los

valores generales de concentracién calculados.
El software calcula las concentraciones relativas de la siguiente manera:

1. Se calcula el punto de inicio de cada muestra a partir de los segundos picos derivativos.

2. Se calcula el promedio de aumento en los datos sin procesar 4 ciclos después del inicio.

El resultado obtenido es el valor de amplificacién de la muestra.
Se eliminan las amplificaciones atipicas para compensar el ruido de la fluorescencia de fondo.

4. Se calcula el promedio de las amplificaciones restantes. El resultado obtenido es la
amplificacién promedio.
5. Se caleula el punto de inicio promedio de cada duplicacién del calibrador.

6. Se calcula la concentracién relativa de cada muestra siguiendo la férmula Amplificacién” (Punto

de inicio del calibrador — Punto de inicio de la muestra).

7. El resultado se muestra en notacién cientifica, en la columna “Rep. Conc.” (Conc. de rep.) de

la ventana Comparative Quantitation Results (Resultados de cuantificacién comparativa).
6.6.7 Discriminacién alélica

La discriminacién alélica utiliza datos cinéticos en tiempo real procedentes de 2 o més canales para
genotipificar las muestras. Para llevar a cabo este andlisis, seleccione Other (Otros) y, después,
seleccione Allelic Discrimination (Discriminacion alélica) en la ventana Analysis (Andlisis). Al ejecutar
una discriminacién alélica, no basta con hacer doble clic en un canal para analizarlo, ya que este
andlisis se lleva a cabo con varios canales al mismo tiempo. Para llevar a cabo este andlisis,
mantenga pulsada la tecla CRTL mientras hace clic en cada uno de los canales que desea analizar
o arrastra el puntero del ratén por encima de estos. Una vez que haya marcado los canales
deseados, haga clic en Show (Mostrar). La lista se actualizard y mostrard todos los canales en una

linea con una marca de verificacién al lado. Esto indica que se utilizardn todos en un Gnico andlisis.
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Para eliminar uno o varios de estos canales, haga clic en el andlisis con el botén derecho y

seleccione Remove Andlysis. ..

de discriminacién alélica. Cada canal solo puede usarse en un andlisis cada vez.

Reports (Informes):

Results (Resultados):

Opciones de normalizacién:

Discrimination Threshold (Umbral
de discriminacién):

Genotypes (Genotipos):

Esta opcién abre el informe “Allelic Discrimination Analysis” (Andlisis de
discriminacién alélica) para obtener una vista previa.

Esta opcién muestra la ventana Allelic Discrimination Results (Resultados de
discriminacién alélica). Esta ventana se abrird de forma predeterminada
cuando se muestre el andlisis por primera vez.

Hay varias opciones disponibles para optimizar la normalizacién de los datos
sin procesar.

. Dynamic Tube (Tubo dindmico): normalizacién del tubo dindmico

e Slope Correct (Correccién de pendiente): correccién del ruido de
la pendiente

. Ignore First x cycles (Ignorar primeros x ciclos): correccién del ruido

de los ciclos iniciales
e Ajuste del punto de inicio

Para obtener mas detalles, consulte la pagina 96.

Introduzca valores en estos cuadros de texto para definir el umbral de
discriminacién. Todas las curvas que crucen este umbral se considerardn
muestras de genotipado. Haga clic en el icono situado a la derecha de cada
cuadro de texto y, a continuacién, arrastre el umbral en el gréfico para definir
estos valores de forma visual.

Discrimination Threshold
Theshold:  [005502 % |
Eimaﬂdnl_ _|

Esta opcién abre la ventana Genotyping (Genotipado), que se utiliza para
definir qué genotipo se detecta en cada canal. Esta ventana permite asignar
genotipos a los distintos canales para el andlisis de discriminacion alélica.

En el ejemplo que aparece a continuacién, una muestra es heterocigética si
las lecturas de los canales Cycling A.Green y Cycling A.Yellow han cruzado
el umbral.

i Genotyping %]

Genotype

“wild Type
Heterozygous

Mutant

| Reacting Channels | ﬂ

Cycling A.Green
Cycling A.Green Cycling A Yellow
Cycling A vellaw

=

Cancel I Help I

Plantillas de andlisis alélico:

Las plantillas de andlisis alélico posibilitan la exportacién de los ajustes de
normalizacién, umbral y genotipo en un Gnico archivo *.alt. Este archivo puede
importarse para reaplicar estos ajustes a otros experimentos. Consulte el
apartado 7.1 para obtener mds informacién.

(Eliminar andlisis...). Estos canales pueden incluirse en ofro andlisis

Manual del usuario de Rotor-Gene Q MDx CE  02/2022

115



Imported Settings
<nones

Imnpaort... | Export...

6.6.8  Andlisis de grdfico de dispersién

Los andlisis de grafico de dispersién posibilitan el genotipado a partir de la expresién relativa de
gréficos de amplificacién en 2 canales. A diferencia de la discriminacién alélica, el genotipado
se decide a partir de las regiones definidas del grdfico de dispersién y no a partir de un Unico
umbral. Para llevar a cabo este andlisis, seleccione Other (Otro) y, después, seleccione Scatter

Graph Analysis (Andlisis de grdfico de dispersién) en la ventana Analysis (Andlisis).

Al ejecutar un andlisis de grdafico de dispersién, no basta con hacer doble clic en un canal para
andlizarlo, ya que este andlisis se lleva a cabo con 2 canales al mismo tiempo. Para llevar a cabo
este andlisis, mantenga pulsada la tecla MAYUS mientras hace clic en los canales que desea
analizar o arrastra el puntero del ratén por encima de estos. Una vez que haya marcado los Una

vez que haya marcado | clic en Show (Mostrar).

La lista se actualizard y mostrard todos los canales en una linea con una marca de verificacién
junto a ellos. Esto indica que se utilizardn todos en un Gnico andlisis. Para eliminar uno o varios
de estos canales, haga clic en el andlisis con el botén derecho y seleccione Remove Andlysis...
(Eliminar andlisis...). Estos canales pueden incluirse en ofro andlisis de grafico de dispersién. Cada

canal solo puede usarse en un andlisis cada vez.

Reports (Informes): Esta opcién abre el informe Scatter Analysis (Andlisis de dispersién) para
obtener una vista previa.

Results (Resultados): Esta opcién muestra la ventana Scatter Analysis Results (Resultados de andlisis
de dispersién). Esta ventana se abriré de forma predeterminada cuando se
muestre el andlisis por primera vez.

Opciones de normalizacién: Hay varias opciones disponibles para optimizar la normalizacién de los datos
sin procesar.

. Dynamic Tube (Tubo dindmico): normalizacién del tubo dindmico

e Slope Correct (Correccién de pendiente): correccién del ruido de
la pendiente

. Ignore First x cycles (Ignorar primeros x ciclos): correccién del ruido
de los ciclos iniciales

e Ajuste del punto de inicio

Para obtener mas detalles, consulte la pagina 96.
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Genotypes (Genotipos):

Esta opcién abre la ventana Genotyping (Genotipado), que se utiliza para
definir qué genotipo se detecta en cada canal. En esta ventana, se pueden
asignar genotipos a partir de los canales en los que reacciona una muestra.
Los canales seleccionados se usardn para etiquetar las esquinas del gréfico de
dispersién y guiardn al usuario a la zona general del gréfico de dispersién en
la que deberian definirse las regiones.

%4 Genotyping

Genotype

wild Type
Heterozygous

Mutart

| Reacting Channels | ﬂ

Cycling A.Green
Cycling A.Green Cucling 4. ellow
Cucling 4. ellow

Cancel I Help I

Scatter Graph (Gréfico de
dispersién):

El grdfico de dispersion muestra la expresion relativa de los 2 canales
seleccionados. La pantalla se normaliza para compensar los distintos aumentos
de cada canal y registro transformado para destacar las diferencias de
expresion entre muestras.

Para llevar a cabo el genotipado, el usuario define las regiones haciendo clic
y arrastrando una seleccién al gréfico. A continuacién, la seleccién puede
efiquetarse a partir de los genotipados configurados en la ventana Genotyping
(Genotipado).

& Scatter Analysis Graph - Cycling A.Green, Cycling A Yellow [Page 1] catter Analypsis Results - C|
ild Type: No. |Mame Genotype
1d Typea 1 a10ng
2 biOng
b
[
7
] -
9 c-100pg Wild Type
ione a1 100

Scatter graph analysis templates
(Plantillas de andlisis de grdfico
de dispersién):

Las plantillas de andlisis de grdfico de dispersién permiten la exportacién de
los ajustes de regién y genotipo en un Gnico archivo *.sct. Este archivo puede
importarse para reaplicar estos ajustes a otros experimentos. Consulte el
apartado 7.1 para obtener mds informacién.

Imported Settings
<nones

Imnpaort... Export...

6.6.9  Andlisis de punto final

El andlisis de punto final permite la discriminacién entre muestras amplificadas y no amplificadas

al finalizar una serie. Los resultados son cualitativos (positivo/negativo), no cuantitativos.

La captura de pantalla a continuacién muestra un andlisis de punto final.
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BE Rotor Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - allelic discrimination demo

Fle Analysis Run Gan View Securty Window Help

7 E -

New Open Save
Channels

B EndPoint Analysis - Cycling A(from 40).FAM/SYBR, Cycling A(from 40).JOE (Page 1) [= |[B1)(X]

el
Results

7" Cyding A.FAM/SYBR

&
Genotypes...

@ | |view ‘L’:? \;.) lﬂ/ LEJ E ﬁ 5 E . ]
Help Settings Progress Profle  Temp. Samples Analyss Reports Arrange
" Cyding A(from 40).J0E

" Cyding A.JOE 2 Cyding A(from 40).FAM/SYER.

Page: Page 1

us
‘wild type

Cycing A(from 40).FAWSYBR - Circles.
Cycing A(from 40).J0E - Diamonds

Widtype
Widtype

3

Bank On Bank Off

MNamedOn | AllOn | A0
Edit Samples..

Contials | Thresholds |

Positive Controls

1] Heteraaygaus

Negative Controls

Heterozygous
2 Heterozygaus
3 widipe
4 | Heterozygous
5
3

Fasitive Contral Reaction Reaction (8] Mutation
Urknawn Het Fieaction Fieaction (5)'w/id type:
Unknawin “wild FReaction No Reaction

Unknowin Het FRieaction FRieaction

Heterazpgous | Unknown Het Reaction Reaction Ta set the defined controls,
wild type Unknown wild Feaction Mo Reaction click Edit Samples.
Rotor-Gene 0 Series Software 4.7 (Build 1) VIRTUAL MODE | Currsnt User: CORBETT linsongy (Administrators)

El andlisis de punto final se parece a la discriminacién alélica porque los resultados son cualitativos
y porque los nombres se pueden asignar a determinadas permutaciones de las reacciones en
diferentes canales. Sin embargo, en el andlisis de punto final solo se permite una dnica lectura, a
iterencia de lo que ocurre con la discriminacién alélica, que utiliza una lectura de ciclo por ciclo
dif del la d lél fil lectura de cicl |
para cada muestra. Esto significa que el usuario debe identificar los controles positivos y negativos
para facilitar el andlisis. Para los datos sin procesar, se normalizan los niveles de la sefial en

relacién con los controles positivos y negativos de cada canal. Después, el usuario selecciona un

nivel de sefal porcentual como umbral.

Terminologia empleada en los andlisis de punto final

A continuacién, se explican algunos de los términos que se utilizan en el andlisis de punto final.

Positive control (Control
positivo):

Negative control (Control
negativo):

Threshold (Umbral):

Signal level (Nivel de sefial):

Una muestra que se sabe que amplifica.

Una muestra que se sabe que no amplifica. Representa la tipica sefial de ruido
de fondo.

El umbral es un nivel de la sefial que, al superarlo una muestra, se determina
que esta es positiva (amplificada). El usuario debe ajustar este criterio en cada
serie.

Porcentaje de sefial fluorescente normalizada para que la sefial més elevada
de los controles positivos sea del 100 % y la mds baja de los controles
negativos sea del O %.
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Genotype (Genotipo):

Interpretacién de las distintas permutaciones de reacciones en los distintos

canales. Por ejemplo, el genotipo “heterocigético” puede asignarse a las
muestras que hayan reaccionado en ambos canales (verde y amarillo). El
genotipo también puede utilizarse para informar de los resultados de
reacciones con controles infernos. Por ejemplo, los resultados podrian
identificarse como “inhibited” (inhibido), “positive” (positivo) o “negative”
(negativo), en funcién de si la reaccién se vié en determinados canales o no.

Configuracién del perfil

[ e 5,
1. Rotor Selection 2. Confirm Profile |
. @ g
New Open SaveAs | Help
The run wil take approximately B minutels) to complate. The graph below represents the un to be performed
Click on a cpcle below to modify it -
Hold Insert after
Insert before.
Remove
This cycle repeats. 5 | 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 =l EE
50 deq.
10 seconds
Aequiting ta Cycling &
on Green
I~ LongRange
™ Touchdawn 50 deg. for 10 secs
< Back | Save Template I Start Run | Cancel I

Para llevar a cabo un andlisis de punto final, ejecute un perfil con una fase a los 50 °C durante

varios minutos y, después, un paso de ciclado con 1 paso (50 °C durante 10 s), adquiriendo en

el canal requerido. Defina el nimero de repeticiones en 5, como se muestra arriba. Estos tiempos

son solo orientativos, podrian variar en la aplicacién que esté utilizando. Cuantas mds repeticiones

incluya en el perfil, més informacién habré disponible para llevar a cabo el andlisis. El andlisis

calculard automdticamente el promedio de todas las lecturas para obtener un dnico valor para

cada muestra. No hay un ndmero especifico de repeticiones requeridas. A menos que se requiera

un nivel muy elevado de precisién, por lo general basta con 5 repeticiones.

Andlisis

Los andlisis de punto final pueden llevarse a cabo en varios canales simultdneamente. Para crear

un nuevo andlisis, haga clic en la pestafia EndPoint (Punto final), seleccione los canales pasando

el puntero del ratén por encima y haga clic en Show (Mostrar).
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[uantitation I Scatter
EndPoint | Other.

Lychng &.reen

Cycling & vellow

Show | Hide |
[T Auto-shrink window

Definir controles

Cuando se abre un andlisis de punto final por primera vez, aparecerd el siguiente mensaje si no

se han definido los controles positivo y negativo.

Rotor-Gene { Series Software R X

i ) Touse end-paint analysis you must have positive and negative contrals in each channel. To define these controls dick
OK.

Haga clic en OK (Aceptar). A continuacién, aparecerd la ventana Edit samples (Editar muestras),
donde podré definir los controles positivo y negativo. Para definir una muestra como control
positivo o negativo, haga clic en la celda de tipo de muestra y seleccione el tipo de control

correspondiente en el ment desplegable.

Nota: Para llevar a cabo el andlisis, los controles deben estar activados; para ello, utilice el

conmutador situado en el lado derecho de la ventana principal.
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% Select Positive and Negative Controls i x|

Fleaze select at least one positive and negative contral, then click OK. These
controls will be used as references for the fluorescence required for a reaction.
You should select positive and negative contiols for each channel.

Settings :
lrﬁwen Conc. Format |T23,45?. LI (UHER(Copies Mare Options |

~ Samples :
I ¢| et | ResetDetaut| Gradent | BRI
H [0} \ Marne | Type |Gr0ups | Given Conc. | Selected :l
Al Optical Denaturation Ref. Unknown | Mo
A2 sample 1 unbreated Unknown | Hao
A3 zample 1 unbreated Unknawn | Mo
A4 zample 1 untreated Unknawn | Mo
AR Sample 1 treated Unknawn | Mo
AR Sample 1 treated Unknown | Mo
AT Sample 1 treated Unknown | Mo
B 22 Sample 2 untreated Unknown | No
- B1  Sample 2 untreated Unknawn | Mo
- B2  Sample 2 untreated Unknown | HNo
- B3 sample 2 reated Unknown | Mo
- B4 sample 2 reated Unknown | No
- BS  sample 2 reated Unknown | No
- BE  Sample 3 untreated Unknown No ;I
. ravor =

Page :
’7Name_ IF‘ageT 2 | S Mew | Dielete [~ Swnchronize pages ‘

Ok | Cancel |

Esta pantalla funciona igual que la ventana Edit samples (Editar muestras) (apartado “Configuracién

de muestras”).
Normalizacién

La normalizacién de los datos del andlisis de punto final lleva todos los niveles de sefal a un valor
dentro del rango entre el O y el 100 %. Deben seleccionarse al menos un control positivo y uno
negativo, o mds si se van a analizar varios canales y los estdndares no estdn multiplexados.
Si existe el riesgo de que el control positivo no se amplifique, deberdn ejecutarse varios controles

positivos y negativos.

1. Se analizan todos los controles positivos de todos los canales. El de mayor fluorescencia se
define como el 100 %. De esta manera, si se ejecutan réplicas de los controles, puede ocurrir
un fallo en uno de los controles positivos sin que ello afecte a la serie.

2. Se analizan todos los controles negativos. El de menor fluorescencia se define como el O %.

3. Llos valores de fluorescencia sin procesar de las muestras restantes se ajustardn con respecto al

control positivo méximo y al control negativo minimo.
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Por ejemplo:

Muestra Tipo Fluorescencia
1 Control positivo 53,6
2 Control positivo 53,0
3 Control negativo 4,5
4 Control negativo 4,3
5 Muestra 48,1
6 Muestra 6,4

El resultado de esta serie es correcto, ya que los 2 controles positivos y los 2 negativos estdn cerca
enfre si y son superiores e inferiores, respectivamente, a los valores de fluorescencia de las

muestras.

Los valores posibles son:

Muestra Tipo Expresion (%)
1 Control positivo 100,0

2 Control positivo 97,3

3 Control negativo 0,4

4 Control negativo 0,0

5 Muestra 84,2

6 Muestra 4,0

La muestra 1 es el control positivo con mayor fluorescencia, por lo que se define como el 100 %.
El ofro control positivo es ligeramente inferior. La muestra 4 es el control negativo con menor
fluorescencia, por lo que se define como el 0 %. De esta forma, queda claro que la muestra

5 probablemente se ha amplificado, pero la muestra 6, no.

Nota: Segln los controles positivos y negativos seleccionados, se pueden obtener niveles de
expresién superiores al 100 % o inferiores al 0 %. Un resultado de mds del 100 % se puede
interpretar como que la muestra presenta una expresién mds elevada que los controles positivos.
Un resultado inferior al O % puede interpretarse como que es menos probable que la muestra
amplifique y mds probable que los controles negativos amplifiquen. Dado que el andlisis es

cualitativo, los resultados no son preocupantes.

Si los controles negativos tienen una mayor fluorescencia que los positivos, significa que las

muestras se han configurado de manera incorrecta. Se mostrard el siguiente mensaije.
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EndPoint Analysis - Cycling A.Green [Page 1) M[=1E3
= = &

Feports Fesultz:  Genotypes...

Graph cannot be dizplayed az the negative controls are either at the zame level, or higher than the positive contrals.

Normalizacién en varios canales

Es posible analizar los datos de la sefial en varios canales, pero la configuracién de la muestra
resulta mds compleja. Los andlisis de punto final asumen que se ha llevado a cabo el multiplexado,
por lo que cada tubo solo puede estar en una posicién. Actualmente, no es posible analizar una
configuracién en la que una posicién de muestra funcione como control positivo en un canal y

como control negativo en ofro.

Aunque en la ventana Edit Samples (Editar muestras) solo aparece una definicién de muestra por

posicién de tubo, la normalizacién se lleva a cabo de forma independiente en cada canal.

Si una posicién de tubo es un control positivo para al menos un canal, debe especificarse como
control positivo en la columna “Type” (Tipo) de la ventana Edit Samples (Editar muestras). De lo

contrario, debe definirse como Sample (Muestra). Esto también se aplica en los controles negativos.

Por ejemplo, si una muestra es un control positivo en el canal verde, pero no en el amarillo, la
muestra debe definirse aun asi como control positivo. Aunque se utilice el control positivo més alto
de cada canal, si hay al menos un control positivo en el canal amarillo que amplifique, la definicién

de la muestra como control para el canal verde se ignorard.
Umbral

El umbral se utiliza para determinar la expresidn porcentual requerida para una reaccién en cada
canal. Una vez que se han definido los controles positivo y negativo, se normalizardn todos los
canales a la misma escala, entre el 0 % y el 100 %. Por ese motivo, solo se necesita un umbral

aunque se analicen varios canales.
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Haga clic sobre la linea del umbral y arrdstrela a un drea entre el O y el 100. El valor del umbral
no debe estar demasiado cerca de las muestras en ninguno de los lados de la linea, ya que esto
significaria que la serie no ha sido concluyente. Si la diferencia entre una muestra que se defina
como amplificada o no es un porcentaje muy bajo, significa que, si se repitiera la reaccién, la

muestra podria aparecer del otro lado del umbral.
Genotipos

Esta opcién abre la ventana Genotyping (Genotipado), que se utiliza para definir qué genotipo se

detecta en cada canal.

#i Genolyping
Genotype |Heacting Channels | ﬂ
‘wild Type Cycling &.Green
Heterozypgous Cycling & Green Cycling Aellow
utant Cycling A ellow

=

Cancel | Help |

En esta ventana, los genotipos se asignan a los canales. En el ejemplo anterior, una muestra es
heterocigética si las lecturas de los canales Cycling A.Green y Cycling A.Yellow han cruzado el

umbral.
Plantillas de andlisis de punto final

Las plantillas de andlisis de punto final permiten al usuario exportar los ajustes de umbral y genotipo
en un Unico archivo *.ent. Este archivo puede importarse para reaplicar estos ajustes a ofros

experimentos. Consulte el apartado 8.1 para obtener mds informacioén.

Imported Settings
<NOnEs

Impaort.... Export...

6.6.10 Andlisis de concentracién

Mediante el andlisis de concentracién, el Rotor-Gene Q MDx puede utilizarse para medir las

concentraciones de ADN o para obtener lecturas de fluorimetro.
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La captura de pantalla que aparece a continuacién muestra este andlisis.

BE Rotor Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - DNA_concentration
Fle Analysis Run Gan View Securty Window Help

7€ | @ e F @ F O W B i . E
New Open Save Help Setfings Progress Profie  Temp. Samples Analyss Reports Amange

Channels 7 Cyding A.Green

EBX

.;“; Concentration Measurement - Cycling A.Green (Page 1)

= he
Reports  Std. Curve  Results
|Av. Fluorescence
25000 & & Cycling A Green - Circles
2000
o ¢
& o]
15.00 T
O
b Bank On Bank Off
10.00 MNamedOn | AIlOn | A0
Edit 5 amples..
]
e teo9 ?e Analysis Method
00
990 © Lineat Regression

12 39 10111314 151718192122 2325 262720 30 31 33 343537 35 30 41 4243 45 46 47 Sample | & Gpline Curve Fit

"""" - Name Tupe: Given Conc [pgA|
o 1 Lambda Standard | Standard 1.000.0°
,,?V‘ 2 Lambda Standard | Standard 1,000.0
"""" B 3 Lambda Standard | Standard 10000
: : 1 4|3 Lambda Standard | Standard 5000

o e ol 10 Lambda Standard | Standard 5000 _‘ﬂ

I Rator-Gene Q Series Software 4.7 [Build 1] WIRTUAL MODE | Current User: CORBETT /linsongy (Administrators)

Preparacién de una serie

Para llevar a cabo un andlisis de concentracién, prepare primero muestras y estdndares

fluorescentes, idealmente por triplicado.
Preparacion de los estandares

Una curva estandar se utiliza para determinar la concentracién de ADN a partir de cada muestra

medida.

El ADN que se utiliza para la curva estandar debe ser un ADN de tipo similar al de las muestras
que se miden. La concentracién de al menos una muestra de ADN debe determinarse mediante
espectrofotometria ultravioleta. Esta muestra se consideraré el esténdar. Debe usarse un minimo de
3 estandares (con duplicados). Es importante tener en cuenta que los estdndares de ADN que se
utilizan en la deteccién de fluorescencia solo son lineales en el intervalo de 1-100 ng/pl. Dentro
de este rango, si la concentracién de ADN se reduce a la mitad, lo mismo ocurrird con la lectura
del nivel de fluorescencia. Los intervalos de confianza de cualquier concentracién que no se
encuentre dentro de este rango serdn muy amplios, debido a la no linealidad de los productos

quimicos.
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Tipo de ADN medido

Se han detectado ciertas diferencias en la medicién de varias formas de ADN (por ejemplo, en
ADN gendmico en comparacién con ADN plasmidico). Por tanto, solo se deben mezclar tipos de
ADN similares. Es recomendable evitar el uso de ADN plasmidico como estdndar cuando se estd

midiendo ADN gendmico.
Configuracién de la serie

Para configurar la serie, seleccione Nucleic Acid Concentration Measurement (Medicién de

concentracién de dcido nucleico) del asistente Quick Start (de inicio rdpido).

[ x

Quick Start I Ldvanced I

e A default template for
= Perform Last Run measuring the

i concentration of

'S Three Step with Melt nucleic acid using

intercalating dyes.

\!..
2 Two Step

'l..
% Quenched FRET

udeic Add Concentration Measurement

T"-.La-J HRM™

T"xl_.x

ﬁ}J Open A Template In Another Folder. ..

Other Runs

Cancel

Help

I

¥ Show This Screen ‘When Software Opens

Nota: Asegirese de que en la posicién 1 del tubo se ejecuta un control positivo, como un estédndar
de concentracién alto. Sin un control positivo, el software no podrd optimizar los ajustes de

ganancia para una sensibilidad médxima. Esto se le pedird antes de cada serie.
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Andlisis

El andlisis de concentracién funciona poniendo en relacién el nivel de fluorescencia con un valor
de concentracién. Hay dos modelos de andlisis disponibles. La eleccién del andlisis éptimo

dependerd de los productos quimicos y la aplicacién.

“Linear Regression” (Regresién lineal) analiza los datos asumiendo que existe una relacién lineal
y estimando los valores desconocidos a partir de un modelo lineal generado. Determina el error
de medicién examinando la desviacién de las lecturas a partir de un modelo lineal. Si las lecturas
de concentracién son lineales, este es el andlisis mds adecuado, ya que proporciona al usuario un

andlisis estadistico de variacién (analysis of variation, ANOVA).

“Spline Curve Fit” (Ajuste de curva con spline) asume solo que los valores de la concentracién
aumentan con la fluorescencia. Aunque este enfoque consigue una estimacién mds precisa de los
datos no lineales, no puede proporcionar un ANOVA porque no asume el comportamiento lineal

del modelo.
6.6.11 Andlisis de disociacién de alta resolucién

El andlisis de disociacién de alta resolucién (High Resolution Melt, HRM) caracteriza las muestras
a partir de la longitud de la secuencia, el contenido de GC y la complementariedad. Los andlisis
de HRM se utilizan en las aplicaciones de genotipado, como andlisis de mutaciones genéticas o
de polimorfismos de un solo nucledtido (single nucleotide polymorphisms, SNP), asi como en
aplicaciones de epigenética para andlisis de estados de metilacién de ADN. Los andlisis de HRM
proporcionan resultados precisos y un ahorro de los costes de sondas y etiquetas, en comparacién

con otros métodos.

Para llevar a cabo un andlisis, seleccione Other (Otros) y, después, seleccione High Resolution Melt
Analysis (Andlisis de disociacién de alta resolucién) en la ventana Andlysis (Andlisis). Haga doble
clic en el canal que desee andlizar. Las curvas de disociacién del canal sin procesar se
normalizardn calculando el promedio de todos los valores de fluorescencia de inicio y de fin vy,

después, forzando los puntos finales de cada muestra para que coincida con el valor promedio.
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B R otor-Gene  Series Software YIRTUAL MODE - high resolution melt dema =1of x|

File Analysis Run Gan Yiew Window Help

TeH rNE O | & O ¥ B % S
New Open Save | Shart Pause Stop | Help Settings Progress Profle  Temp. Samples Analysis Reporks Arrange

Channels  melk A.FarRed . Mel Alfrom 82).FarRed ‘

B HRM Normalised Graph - Melt A{from 82).FarRed {(Page 1} _|of x| | Page: Page1

Wormalised Graph | Diterence Graph |

100

Mormalised Fluorescence
o
g

830 B35 640 845 B850 B55 660 B65 670 075 B0 B85 830 895
dey.

@
I
th

Bank On Bank Off
Named On | 41l On | AIlDf

Edit Samples...
B HRM Results - Melt A{from 82).FarRed (Page 1)
Benayne e —N:m;ahs;llun Regions
mutation 100.00 e
2 197 heterozygate 100,00 Start: [824 =
4+ Wl mutation 9572 End: [828 j
5 195 heterozygote  37.58
7 Wez heterozygote | 97.80 Traiing Rangs
a8 om willd type 100.00 Sten: [raz =
I E) wild type: 99.86 =
10 19 heterozygote | 98.91 End: 887 =
12 130 heterozygote | 96.23
13 g7 wild type 93,23 Confidence Percentage
FiotorGene  Series Software 1.7 [Build 34) [VIRTUAL MODE 2

Para llevar a cabo la identificacién automdtica de muestras, debe hacer clic en Genotypes
(Genotipos). A continuacién, introduzca el nombre del genotipo y el nimero de muestra, que se

usard como control positivo para identificar las muestras desconocidas de manera automdtica.

-l

Genatype Control ~
mutation 198
wild type: 20
heterozygate 197

LClear | Ok | Cancel

Para obtener mds informacién sobre los andlisis de HRM, consulte el apartado 10.

6.7  Ment de la serie
6.7.1 Iniciar la serie

Esta opcién inicia el perfil de temperatura definido con los ajustes de ganancia actuales. Antes de
iniciar la serie, aparecerd la ventana Profile Run Confirmation (Confirmacién de serie de perfil).
Aparecerd una representacién grdfica del perfil de temperatura, junto con la configuracién de

ganancia de cada canal.
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6.7.2 Pausar la serie

Esta opcién permite pausar y reanudar una serie. Tenga en cuenta que pausar y reanudar una
serie puede afectar gravemente a los resultados de esta. Por este motivo, aparecerd un marcador
en los datos que indicard el punto en el que se pausé la serie y la duracién de la pausa. También
se insertard un mensaje en la pestafia de mensajes de la ventana Run Settings (Ajustes de la serie)

(consulte el apartado 6.8.1).

"I Pauze Bun |

r'ou can pauze the run on thiz screen. A
marker will be recorded in the channel

data to zhow the duration of the pause. HESUTE |
Help |
Cloze |

ADVERTENCIA | Superficie caliente
Cuando se pone en pausa una serie, el instrumento Rotor-Gene Q MDx no
A se enfria completamente hasta la temperatura ambiente. Tenga cuidado

antes de manipular el rotor o los tubos presentes en el instrumento.

6.7.3 Detener la serie

Al seleccionar esta opcién, aparecerd un mensaje en el que se le solicitard que confirme la

detencién de la serie.

6.8  Meni Ver

6.8.1 Ajustes de la serie
General

Esta ventana permite configurar la informacién de la serie, el nombre del archivo de la serie, la

fecha del andlisis, el usuario y cualquier anotacién relacionada.

La ventana contiene toda la informacién excepto el perfil, que se requiere para configurar una
serie. Una vez que haya finalizado una serie, se mostrard la siguiente informacién en esta ventana:

termociclador utilizado, ajustes de ganancia, nimero de canales y hora de inicio y finalizacién.
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General I M achine Options I Messages I Chariels | Tube Layout I Security I

Filename : P:\DepartmentzhQCAE xperimentall ata-F G 3KARGE0004R 12052750 ark,
Operator : ||
Motes : ;I
Reaction Y alune : |2[| =1 Thiz refers ta the tatal valume of the misture

=™ in the: tube.
Other Fun Channels saved for this run: ;I

Information : Cycling A Green
Cycling B ellaw
Cycling C.0range
Cycling D .Red
Created with template
‘C:ADocuments and SettingzJabpc. CORBET T\ esktoph T emphR GEOOD
Run has finished.
Started at 16/12/2005 93:38:58 AM
Finished at 16/ 2/2005 35340 Ab
Offzet Coefficient : O
Program “ersion : Rotor-Gene 6000 Series Software 1.7 [Build 3)
M achine Serial Mo 000627 —

[i]4 Cancel Al

Opciones del equipo

En esta pestafia se muestran los ajustes para la configuracién del Rotor-Gene Q MDx.

—Rotor Type
36-well Raokar

Rator-Disc 72
Rator-Disc 100

¥ Locking Ring Attached

K Cancel Apply
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Seleccione el rotor que estd actualmente instalado en el Rotor-Gene Q MDx. Si se estd ejecutando
una serie actualmente, en los ajustes se mostrard el rotor que se instalé en el termociclador en ese

momento.
Mensajes

En esta pestafia se muestran los mensajes que indican si el usuario ha introducido algin cambio,
por ejemplo, poner el fermociclador en pausa o saltarse ciclos durante una serie. También muestra
las advertencias que han aparecido durante la serie. Esta pestaiia debe comprobarse si se obtiene

un resultado inesperado.
Canales

Si se estd configurando una nueva serie, la pestaiia Channels (Canales) muestra la configuracién
actual de los canales disponibles. Si se estd visualizando una serie existente, la informacién que
se muestra representa la configuracién de los canales cuando se ejecuté la serie. Si una serie altera
los ajustes del canal, se pueden restablecer los ajustes de canal predeterminados haciendo clic en

la opcién Reset Defaults (Restablecer predeterminados).
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Genelall M achine Dptionsl Messages  Channels I Tube La_l,loutl Security I

Hame | Source | Detectar | Gain | Create Mew... |
Green 470nm  510nm 10 Edit |
“ellow 530nm  555nm g
Orange  585m Bi0mm 10
Red B2Bbrm  BEOnm 3

Crimgon 680nm  F10hp 7 Remove |
HRk 4B0rm

510nm 7 Fezet Defaults |

g Cancel Al

Name (Nombre):
Source (Fuente):

Detector:

Gain (Ganancia):

Create New... (Crear nuevo...):

Channels (Canales):

Disposicién de tubos

Si se estd empleando un 72-Well Rotor, puede organizar las muestras de manera que coincidan
practicamente con el etiquetado de un bloque de 9 x 8. De manera predeterminada, la pestafia
de disposicién de tubos permite etiquetar las muestras secuencialmente (es decir, 1, 2, 3, efc.).
De esta manera, las muestras se etiquetardn de manera consecutiva en el orden en el que se
coloquen en el Rotor-Gene Q MDx. las muestras también pueden etiquetarse siguiendo la

numeracién 1A, 1B, 1C, etc., lo que resulta préctico si las muestras se han configurado con una

pipeta multicanal.

Nombre del canal.
Especifica la longitud de onda de excitacién del LED fuente.

Especifica la longitud de onda de deteccién y el tipo de filtro (nm=paso de
banda, hp=paso alto).

Especifica la ganancia de un canal en concrefo.

Esta funcién habilita la creacién de un nuevo canal. Al hacer clic en Create
New... (Crear nuevo...), se abrird una ventana en la que se pide al usuario
que indique un nuevo nombre, fuente y filtro de deteccién. Los filtros pueden
seleccionarse a través del men desplegable que aparece junto a cada
ventana.

Los canales verde, amarillo, naranja y rojo corresponden a la configuracién
estandar para la deteccién multiplexada en 4 canales.
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Seguridad

La pestaiia Security (Seguridad) muestra informacién acerca de la firma de la serie. La firma de la
serie es una clave irreversible que se regenera cada vez que se modifica el archivo. Si se modifica
algdn apartado del archivo *.rex fuera del software, la firma y el archivo dejardn de coincidir. La
firma permite comprobar que los datos sin procesar no se hayan modificado fuera de la aplicacién,
que el perfil no se ha alterado y que el gréfico de temperatura es vélido. La firma también protege

frente a la corrupcién, por ejemplo, frente a errores del sistema de archivos.

Nota: Si los archivos *.rex se envian por correo electrénico, es posible que el proceso de
codificacién invalide la firma. Para evitarlo, comprima el archivo antes de enviarlo por correo
electrénico.

e —— A

Genelall M achine Options I Messages I Chariels | Tube Layoul

r— General Infarmation :
Fun Signatures are stored within all newly zaved runs. These signatures, like a wax
‘ zeal on a document, guarantee that no changes have been made outside the
software, IF a file is tampered with, the signature becomes invalid.

— Run Signature :

The signature is valid.

= The signature for this run file iz valid. The file contents has not been madified
outgide of the software,

(].4 Cancel Apply

6.8.2  Grdfico de temperatura

Seleccione Temperature Graph (Grdfico de temperatura) del mend View (Ver) o haga clic en el
botén Temp. para mostrar la ventana Temperature (Temperatura). El gréfico muestra la evolucién
de las temperaturas definidas durante el ciclado. No refleja una medicién de temperatura en
tiempo real. A medida que avanza la serie, se mostrard el tiempo en cada paso del programa: Set
(Definido), Actual (Real) y Hold (Retencién). En cada archivo de serie existente, la ventana
Temperature (Temperatura) muestra el historial de temperatura durante la serie. La escala vertical
representa la temperatura y la horizontal, el tiempo. Puede utilizar la barra de desplazamiento

para avanzar y retroceder por la ventana Temperature (Temperatura).
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0o:00 00:01 ooz 0003 00:04

Set Actual: 278 Hold For:

[+
=
|~

Cloze

6.8.3  Progreso del perfil

Seleccione Profile Progress (Progreso del perfil) del mend View (Ver) o haga clic en el botén Progress
(Progreso) para mostrar la ventana Profile Progress (Progreso del perfil). En esta ventana se muestra
una representacién grafica del perfil térmico asociado a la serie. Cuando ejecute una serie, la
parte sombreada de la ventana indicard el nimero de ciclos que se han completado. También hay

un céleulo estimativo en el que se muestra los minutos que tardard la serie en terminar de ejecutarse.

& Piofile Progress

71 minute(s] remaining.

Skip | £d 5 Cycles |mm:mﬁnm1

Skip (Omitir): La opcién Skip (Omitir) permite omitir cualquier paso del perfil.

Add 5 Cycles (Aadir 5 ciclos): Add 5 Cycles (Afadir 5 ciclos) afiade 5 repeticiones al paso del ciclo actual.
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6.8.4 Editar muestras

memsompis ~loix]
Flle Edit Format Security
Standard | Rator Stle |
Settings :
lrﬁlven Conc. Format : |123,45?
—Samples :
. _'i Edit | Feset Default | Gradient |
C |ID \Name |Tppe |Gr0ups |Given Conc |Selected :I
Al R 1000 Standard 1.0000 Yes
W:: riomo Standard 1,000 es
BW:: rio Standard 100 *res
B R Standard 100 *res
W ri0 Standard 10 es
W R0 Standard 10 es
B R Standard 1/'es
e R Standard 1 Ves
Bl RNTC NTC VYes
B2 RNTC NTC VYes
ez 1000 Standard 1,000 es
Ble: (1000 Standard 1.000 Yes Ad|
Page -
’7Name: IF‘ageT % | > | Mew | Delerel [~ Synchronize pages ‘
Undo I OK I Cancel I Help I

Haga clic en el botén Samples (Muestras) para mostrar la ventana Edit Samples (Editar muestras).
También se puede acceder a la ventana Edit Samples (Editar muestras) haciendo clic con el botén
derecho en la lista de muestras del lado derecho de la pantalla. Esta ventana tiene la misma
funcionalidad que la ventana Edit Samples (Editar muestras) en el asistente, excepto por el hecho
de que las funciones de la barra de herramientas también estdn disponibles en los menis File
(Archivo) y Edit (Editar).

En la parte superior de la ventana aparecen cuatro mends, File (Archivo), Edit (Editar), Format
(Formato) y Security (Seguridad). El mend File (Archivo) se utiliza para crear una nueva ventana
Edit Samples (Editar muestras), para abrir una plantilla de muestra existente o para guardar
nombres de muestras como plantillas para utilizarlas en el futuro. La extensién de estos archivos
de plantilla es *.smp. El mend Edit (Editar) permite copiar y pegar filas. EI ment Security (Seguridad)

permite bloquear las definiciones de una muestra.

Nota: Si se infroducen los nombres de las muestras répidamente durante una serie (por ejemplo, a
través de un escaner de cédigo de barras), podria ocurrir que algunas letras del nombre cambien
de lugar. Por lo tanto, le recomendamos que no utilice escaneres de cédigos de barras y que, si

procede, introduzca los nombres de las muestras una vez finalizada la serie.
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Settings :

Given Conc. Format ;

[t

Botén

Samples :

I_j Edit | HesetDefauItI Gradientl

Este men0 desplegable se utiliza para escoger un formato adecuado para la
muestra de concentracién. Las concentraciones se configuran automdticamente
en términos de formato segin la ubicacién seleccionada.

Este men0 desplegable sirve para definir las unidades de medicién del ensayo.

Importancia

Line style (Estilo de linea):

Edit

Rezet Default

Gradient

1L

El estilo de linea puede modificarse para mejorar la legibilidad de los gréficos
cuando se imprimen en blanco y negro. Algunas lineas pueden destacarse
modificando el estilo. Para acceder a esta funcién, haga clic en la flecha hacia
la derecha situada junto al botén Edit (Editar).

Al pulsar Edit (Editar), se abrird el selector de colores. Al asignar los colores a
los tubos, se pueden seleccionar varias filas.

Haga clic en Reset Default (Restablecer predeterminados) para restablecer
todas las celdas de color seleccionadas a sus colores predeterminados.

La opcién Gradient (Gradiente) permite seleccionar un gradiente desde el
primer color seleccionado hasta el dltimo. En una configuracién de muestra se
pueden definir varios gradientes.

IR TEIEEE

El icono New (Nuevo) elimina la informacién de la ventana Edit Samples
(Editar muestras) para comenzar a introducir los datos.

Al hacer clic en el icono Open (Abrir), aparece un cuadro de didlogo en el
que se puede seleccionar un archivo Rotor-Gene Q MDx para importarlo.

Nota: El ndmero de muestras de la ventana Open (Abrir) y del archivo que se
va a importar debe coincidir.

Al hacer clic en el icono Save (Guardar), aparece un cuadro de didlogo
donde pueden introducir el nombre y la carpeta en el que se guardard una
copia de la configuracién de las muestras actuales.

El icono Copy (Copiar) permite copiar las celdas seleccionadas.

El icono Paste (Pegar) permite pegar las celdas que se hayan seleccionado con el
comando copiar en la posicién que esté seleccionada en la cuadricula.

El icono Excel muestra un cuadro de didlogo para introducir un nombre de
archivo y una carpeta en la que se guardard la informacién de la muestra. Al
pulsar Save (Guardar), el archivo de Excel se abrird autométicamente.

El icono Append/Overwrite (Afadir/Sobrescribir) cambia la edicién de las
celdas en la ventana Edit Samples (Editar muestras). Si se selecciona la
opcién de sobrescribir, los datos existentes se sobrescribiran al editarlas. Si
se selecciona la opcién de afiadir, se afadird la informacién nueva al final
de la existente al editarlas.
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Sample Types (Tipos de Las muestras pueden configurarse como uno de los tipos que aparecen en la

muestra): siguiente tabla.

Tipo de muestra Descripcién

None (Ninguno) No hay ninguna muestra en esa posicién.

NTC Control sin molde

Negative Control (Control negativo) Control negativo

Positive Control (Control positivo) Control positivo

Unknown (Desconocido) Muestra desconocida que va a analizarse.

Standard (Estandar) Los valores estandar se utilizan para generar una curva esténdar que
permite calcular las concentraciones de muestras desconocidas.

Calibrator (RQ) (Calibrador [RQ]) El calibrador recibe un valor de 1y todas las demds concentraciones de
muestra se calculan con respecto a esta muestra.

Page (Péginal): Esta funcién permite al usuario tener distintas definiciones de muestra y
distintos experimentos en una misma serie. Esto resulta 0til para analizar
distintos productos en distintos canales. Puede utilizar los botones de flecha
para desplazarse entre las paginas de muestra. Los botones New (Nuevo) y
Delete (Borrar) sirven para crear y eliminar pdginas. Se pueden fener varias
configuraciones de muestra en el mismo canal para ejecutar varias curvas
estandar sin necesidad de multiplexar. Para ello, basta con configurar las
muestras de inferés y las curvas estandar correspondientes en pdginas
distintas. De esta manera, podrd analizar un solo canal con cada
configuracién de forma independiente. Las pdginas de muestra pueden
efiquetarse como Page 1 (Pagina 1), Page 2 (Pdgina 2), etc., o con cualquier
otro nombre (por ejemplo, “Gen constitutivo”). Este nombre aparecerd en los
informes.

Al visualizar los datos sin procesar, las definiciones de muestra que se
utilizan para mostrar los datos pueden seleccionarse a través del ment
desplegable situado junto al botén Options (Opciones):

"0 T3 20

At Scale| Options IF'age1
e

La pdgina de muestra que se utilizaré al llevar a cabo un andlisis puede
seleccionarse en la ventana Andlysis (Andlisis) (consulte el apartado 6.6.1).

Analysis |
25td Curves (Rel) | Other.. |
Guantitation | Melt

(= Cucling &, Fakd

of Page

Shaw | Hide |
[T Auto-shrink window
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Given Conc. (Conc. final):

Line style (Estilo de linea):

Introduccién en varias filas:

Sample type hotkey (Acceso

directo a un tipo de muestra):

Save it, reuse it (Guardar y
reutilizar):

Estilo de rotor

Esta pestaiia de la ventana Edit Samples (Editar muestras) proporciona un método alternativo de
infroducir los nombres de las muestras. Seleccione los duplicados haciendo clic y arrastrando el
puntero del ratén sobre la imagen del rotor. Se actualizard la lista situada a la derecha de la

ventana. Escriba el nombre de la muestra para definir el mismo nombre para la seleccién actual.

Esta opcién muestra la concentracién de cada uno de los esténdares. Las
unidades pueden definirse como nimero de registro o decimal. Si los
estandares son series de dilucién, solo serd necesario introducir los

2 primeros estédndares. Al pulsar ENTER (INTRO), el programa afadira
automdticamente la siguiente dilucién légica a la serie.

El estilo de linea puede modificarse para mejorar la legibilidad de los
grdficos cuando se imprimen en blanco y negro. Algunas lineas pueden
destacarse modificando el estilo. Para acceder a esta funcién, haga clic en la
flecha hacia la derecha situada junto al botén Edit (Editar).

.j Edit | HesetDefauItI Gradientl

En la barra de herramientas se mostrard el estilo predeterminado Solid
(S¢lido). El estilo puede cambiarse a Dashed (Discontinuo), Dotted (Punteado),
Hairline (Ultrafino), Thin (Fino) o Thick (Grueso). Cuando termine, haga clic
en el botén de la flecha hacia la izquierda para volver a la vista Edit (Editar),
Reset Default (Restablecer predeterminado) y Gradient (Gradiente).

.-

Si se debe introducir la misma informacién en varias filas al mismo tiempo,
seleccione todas las filas y comience a escribir. La informacién se introducird
en todas las filas. Este método también puede emplearse para seleccionar
tipos de muestra, escoger colores o introducir concentraciones.

Para seleccionar répidamente un tipo de muestra, introduzca la primera letra
del nombre. Por ejemplo, para definir 5 muestras como control sin molde,
selecciénelas en la columna de tipo de muestra y pulse N (de NTC). Todas
las muestras se convertirdn a NTC.

Una descripcién de muestra completa puede guardarse como archivo de
muestra (*.smp) y cargarse posteriormente en otras series con la misma
configuracién de muestra.

El software reconocerd los pocillos como duplicados.
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" Edit Samples " =10 =
Fle Edk Format  Security
Standard Flotos Stie |
& .  Fangle 1]
e D [are [T ]
L 1 samplel  Standaid
- ~ i mmple 2
7 - -
. -
7 Srple 3
9 sample 3
10 e
49 EE]
17
"
L5
¥ LabelWels As1,2.3,
[~ Page:
lepgget—_l_l New | Delete I™ Spnchionize pages
Undo | ok | caed | Heo |

La pestafia Rotor Style (Estilo de rotor) proporciona una versién reducida de la pestaiia Standard
(Estdndar) y estd disefiada para los usuarios que desean configurar rdpidamente los nombres de
las muestras y los colores. En esta pestafia, hay algunos ajustes que no pueden definirse, como si
la muestra representa un estdndar o la concentracién conocida de cada estandar. Si necesita

definir estos ajustes, deberd dirigirse a la pestafia Standard (Esténdar).
Idoneidad de la pagina de muestras

Para acceder a la ventana Sample Page Suitability (Idoneidad de la pagina de muestras), haga clic
en More Options (Mds opciones), en la ventana Edit Samples (Editar muestras) y, a continuacién,
haga clic en Define Suitabilities (Definir criterios de idoneidad). La ventana Sample Page Suitability
(Idoneidad de la pdgina de muestra) permite a los usuarios asociar péginas de muestra a canales.
Por ejemplo, la pagina de muestra del gen de interés puede aplicarse al canal verde y la pégina
de muestra del gen constitutivo, al canal amarillo. En este ejemplo, al configurar la idoneidad de
una pdgina de muestra se reduce el nimero de opciones de andlisis para incluir solo las que son

relevantes para el ensayo concreto.

A continuacién, se muestra la ventana Sample Page Suitability (Idoneidad de la pdgina de muestra).
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- Sample Page Suitability x|

Sample Fage Suitabilities enable you to hide zample pages
when they are not relerant in the current context. For example,

by defining a 5 ample Page to apply only ta the Yelow channel,
oL will not be prompted to zelect it during an analyziz of a
Green channel. Thiz feature iz of particular use for users of
multiplered azzays,

Fage: |Page 1 j

— Suitabilities for Selected Page

" Alwaps display this sample page.

= Only dizplay thiz sample page when analyzing
data acquired on the following channels ;

O Green -
O vellow

E Orange Save & Cloze |
HEd -
- —I Help |

Nota: Al configurar un ensayo, puede crear todas las péginas de muestra y los criterios de
idoneidad, y guardarlos como plantilla. De esta forma, reducird la cantidad de ajustes que se

requieren en cada serie.
Grupos

Los grupos de muestras permiten calcular estadisticas a partir de un grupo seleccionado de
muestras. A diferencia de lo que ocurre con los duplicados, que deben tener exactamente el mismo
nombre, las muestras pueden tener cualquier nombre, estar en cualquier punto del rotor y

pertenecer a varios grupos.

1. Para definir un grupo, escriba el nombre completo de este junto a la muestra y pulse ENTER
(INTRO).
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ol
File Edit Format Security
Standard | Fator Ste |
— Settings :
Given Conc. Format ; I j Uit ; ICUpies j More Options |
— Samples :
ITreated
C |ID_ |Mame | Type | Groups | Given Cone. | Selected |«
A1 Tissue Unknown Yes
&2 | Tissue Unknawn I es
43 | Tissue Unknawn ] es
A4 Tissue Unknown _ es
B L Unknawn ] es
B L Unknawn ] es
- A7 Lung Unknown _ es
B L Unknawn ] es
B1 Mone Mo
B2 Mone Mo
B3 Mone Mo
B4 Mone Mo
BS Mone Mo LI
Page :
’7Name: IF'age‘I < | > | Mew | Delelel [~ Synchronize pages ‘
Undo | oK | Cancel Help |

a ventana Edit Group (Editar grupo).

&' Edit Group

Group Froperties ;

Code; ITHE.l'l".Tl

M ame: |T reated LCancel

Help |

2. Apareceré

Ix

L’?‘

3. Defina una abreviatura adecuada y haga clic en OK (Aceptar). Ahora, puede utilizar esa
abreviatura para definir los grupos. Los resultados afadidos, como el valor medio y los

infervalos de confianza del 95 %, se calculardn automdticamente para los grupos de cualquier

e
andlisis.
Il

Mo, Marmne Type Ct Given Conc (Cop| Calc Conc [Copig % War Hep. Ct \ Rep. Ct Slc| Rep. Ct(95% CI) \Hep.

Al Tissue Unknawn 1882 18.75 017 [18.48,19.02]

A2 Tissue Urnknown 1875

A2 Tissue Unknown 1852

Ad Tissue Unknown 1852

A Lung Unknown 1873 1870 0.03 [18.55, 18.85]

AR Lung Unknown 1862

AT Lung Unknown 188

Al Lung Unknown 18,63

Al-48 | Treated Group 18.72 013 [18.62, 18.83]

6.8.5 Opciones de visualizacién

A continuacién se muestra el mend Display Options (Opciones de visualizacién).
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Yigw Window  Help

Run Settings

e o & B0 W@

i
Temperature Graph Sektings Frooress  Profile Temp,  Samples

Profile Editor

Brofile Progress

Samples. ..

zain Calibration. ..

Display

Show at Most 2 Analysis
Windows (Mostrar un mdximo
de 2 ventanas de andlisis):

Show at Most 6 Analysis
Windows (Mostrar un mdximo
de 6 ventanas de andlisis):

Reset All “Don't Show This
Message Again” Dialogs
(Restablecer todos los cuadros
de didlogo “No volver a mostrar
este mensaje”):

=1 st 2 Analy
v Show at Most 6 Windows
Reset all "Don't Show This Message Again” Dialogs

Si se selecciona esta opcién, se mostrard un méximo de 2 ventanas de
andlisis de una vez. Si se abren varias ventanas, es posible que la
legibilidad se vea afectada. Al seleccionar esta opcién, se cierra la primera
ventana de andlisis y se sustituye con la Gltima ventana abierta. Si se anula la
seleccion de esta opcidn, se mostrarén més de 2 ventanas de andlisis.

Para mejorar la legibilidad, el software elimina las ventanas no utilizadas
cuando se abren ventanas nuevas. Esta opcién estd activada de manera
predeterminada, ya que mantiene la pantalla del software Rotor Gene Q
despejada. Si necesita ver mds de 6 ventanas de una vez, anule la seleccién
de esta opcidn.

Si se selecciona esta opcién, el software mostrard de nuevo todos los cuadros
de didlogo en los que se haya marcado la casilla de verificacién junto a la
instruccién Do not display this message again (No volver a mostrar este
mensaje). Entre estos cuadros de didlogo se incluyen todos los mensajes
relacionados con ajustes poco fiables para los que se haya seleccionado
anteriormente la opcién de que no vuelvan a mostrarse. Esta opcién puede
resultar Gtil para los usuarios nuevos que estén poco familiarizados con Rotor-
Gene Q MDx o con el software Rotor-Gene Q.

6.9  Proteccidn de acceso al software Rotor-Gene Q

Nota: En este capitulo se describe la proteccién de acceso al software Rotor-Gene Q. Para obtener
més informacién sobre la instalacién del software Rotor-Gene AssayManager, consulte el manual

del usuario de Rotor-Gene AssayManager v1.0 Core Application o el manual del usuario de Rotor-

Gene AssayManager v2.1 Core Application.

El software Rotor-Gene Q incluye funciones para garantizar un funcionamiento seguro. Si se

configura correctamente, el software Rotor-Gene Q puede garantizar lo siguiente:

® Acceso al Rotor-Gene Q MDx o al software de andlisis restringido solo a los grupos de usuarios

® Registro de todas las modificaciones en los archivos de series

® Deteccién de modificaciones no autorizadas (firmas)

® Registro de plantillas utilizadas para ejecutar las series

® Proteccién de nombres de muestras
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Integracién con Windows Security

Para proporcionar un elevado nivel de transparencia, el software Rotor-Gene Q no gestiona la
seguridad de manera interna. Las cuentas, los grupos y las contrasefias se gestionan a partir del
modelo de seguridad integrado de Windows Security. Gracias a la integracién, se puede controlar
el acceso al software de Rotor-Gene Q con la misma contrasefia que proporciona acceso a los
archivos de red y a los programas, por lo que se reducen las necesidades administrativas. Por
ejemplo, en las grandes organizaciones, los administradores de red pueden eliminar facilmente el

acceso de los antiguos usuarios gracias al modelo de seguridad centralizado.

Por este motivo, uno de los pasos fundamentales para configurar el software Rotor-Gene Q de

forma segura es definir las funciones de Windows Security segin las précticas recomendadas.
Requisitos previos

Para utilizar Windows Security, deberd disponer de Windows 10 o Windows 7 Professional. Las
funciones de seguridad no pueden utilizarse con Windows 10 o Windows 7 Home, porque estas
versiones no cuentan con el detalladisimo modelo de acceso que utiliza el software. El software se
debe instalar con la opcién Force authentication through Windows domain (Forzar autenticacién a

través del dominio de Windows).

Nota: El mend de Security no aparecerd si ha iniciado la sesién a través de un dominio Samba de
Linux. Para poder utilizar las funciones de seguridad deberd disponer de un registro local o de un

servidor de Windows.
6.9.1 Configuracién para Windows 7

En este apartado, se describe cémo configurar el sistema para ejecutar el software Rotor-Gene Q

de forma segura.

Para poder utilizar las funciones de seguridad, el software se debe instalar con la opcién Force
authentication through Windows domain (Forzar autenticacién a través del dominio de Windows).
Esta funcién pide al dominio de Windows el nivel de acceso y las credenciales del usuario, y es

esencial para proporcionar las funciones de transparencia y seguridad.
Ejecucion como administrador

Muchos usuarios trabajan en su ordenador como administradores sin utilizar una contrasefia. Aunque

este modo de trabajo resulta cémodo, hace imposible determinar quién estd utilizando el ordenador.
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Este modo de trabajo elimina la transparencia e impide la activacién de un gran nimero de
medidas de seguridad del software Rotor-Gene Q. No obstante, si se frabaja como administrador,
todas las demds funciones del software estdn activadas. Por consiguiente, trabajar como
administrador asegura que los usuarios que no necesiten las funciones de seguridad puedan

acceder a todas las funciones del software.
Crear una nueva cuenta de usuario

Se debe crear una cuenta de usuario para cada usuario del software. Repita para cada usuario

los pasos que se indican a continuacién hasta crear todas las cuentas.

1. Para crear un nuevo usuario, seleccione Start/Control Panel/Administrative Tools/Computer
Management  (Inicio/Panel de control/Herramientas administrativas/Administracién  de

equipos) y dirfjase a Local Users and Groups (Usuarios y grupos locales), en el lado izquierdo.

2. En la ventana que aparece a continuacién, seleccione la carpeta Users (Usuarios). Haga clic
con el botén derecho del ratén en la ventana del lado derecho y seleccione New User (Nuevo

usuario).
a3

Fie Action View Hep ‘

€9 [Fm dE 8 |

A Computer Management (Loca) | Name [ FullName: [ Description [ Actions’

[ System Toois #, admiistator Buit-n account for admisterng the.
® Task Scheduler s/ Guest. Built-in account for quest access to t.
14 Event viewer RIRGO Arclyst  RGQ_Aralyst Wore Actons »

@l sharedrders 8RGQ_Operator  RGQ_Operator
BB alUesndows | Ririee  Admn

5 Grows
®) Performance
& Device Manager
& £ storece
¢ Disk Management
S Services and Appications

3. Introduzca un nombre de usuario y una contrasefia. De manera predeterminada, se creard el
usuario con derechos de acceso normales. Esto significa que podrd ejecutar el software, pero

no podrd instalar nuevos programas ni cambiar ajustes del sistema.
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4.

New User [ll-ﬁ_hJ

|zer name: newLser

Full name: Mew User
Description:

Password: sense
Confirm password: ssene

[¥] User must change password at next logon
User cannot change password
Password never expires

[7] Account is disabled

Help [ Create ]I Close

. 4

Haga clic en Create (Crear). Ahora podrd iniciar sesién como este usuario.

Asignar funciones a cada usuario

Ahora, debe asignar una funcién a cada usuario. El acceso se divide en las siguientes dreas:

Rotor-Gene Q Operator (Usuario de Rotor-Gene Q): puede ejecutar series analiticas, pero no

puede generar informes ni efectuar andlisis.

Rotor-Gene Q Analyst (Analista Rotor-Gene Q): puede analizar datos de series y generar

informes, pero no puede ejecutar nuevas series.

Rotor-Gene Q Operator and Analyst (Usuario y analista Rotor-Gene Q): dispone de los

derechos de ambas funciones anteriores.

Administrator (Administrador): puede desbloquear los nombres de las muestras y llevar a cabo

todas las acciones asociadas a las funciones de analistas y operadores.

None (Ninguno): no dispone de acceso al software.

Para asignar las funciones, siga estos pasos:
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1. Inicie la sesién en Windows como administrador o utilice el icono Rotor-Gene Q Software Login

(Inicio de sesién en el software Rotor-Gene Q) para abrir el software e iniciar sesién.

£ Run Rotor-Gene As Other User

Damain : IHIL-ZIMMEF!E-L2
Uzermame : Ilimu:-ng_l,l
Password : I

Caticel

I

|

Nota: Para crear los grupos RG con el software Rotor-Gene Q, es imprescindible ejecutar el

software con derechos de administrador. Para ello, haga clic con el botén derecho del ratén

en el icono del escritorio y seleccione Run as administrator (Ejecutar como administrador) en el

meny confextual.

2. Una vez que el software se haya abierto, haga clic en el ment Security (Seguridad). La primera

vez que acceda al mend Security (Seguridad), el software Rotor-Gene Q configurard varios

grupos de sistema que controlardn el acceso al software.

-
Rotor-Gene Q Series Software

(2]

RG Groups do not exist on the domain. Would you like them to be
created?

.

4

3. Haga clic en Yes (Si). Aparecerd la ventana User Admin (Administrador de usuario). En el panel

superior, se mostrardn todos los usuarios del ordenador. Verd que algunas cuentas le resultan

desconocidas, ya que son las que utiliza el sistema. El panel inferior muestra los grupos

asignados al usuario.

SETEN

Current User: ZimmerB
 Users :
i ] deHIL-FicbertHorit o FDEHILGath
_RDE-STORE ] RDEHIL2SWTeamFioom M8 RDEHILGem
I FDE-STORG ) RDEHILISWTeamFoom ™8 RDEHILHamt
™) RDE-STOGK %) RDEHILCravleyRaom ) RDEHIL)acq
f RDE-STOKR ¥ RDEHILEDTER acm ] FDEHILIacq
| FDE-STOKT ) RDEHILFrancois) Room 0 RDEHILIohn
1« & p
— Groups :

Comain Groups :

Selected User's Groups :

Adrninistrators
RIG Analyst
RG Operator

E3
[

LCloze I
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4. Para asignar un grupo a un usuario, seleccione el nombre del usuario de la lista. El panel
inferior se actualizard. Si el usuario no dispone de grupos, no podré ejecutar el software.

En el ejemplo que se muestra a continuacién, asignaremos el usuario linsongy al grupo RG
Analyst (Analista de RG). Para ello, seleccionaremos el grupo en el lado izquierdo y haremos
clic en el botén >. Para eliminar grupos, selecciénelos y haga clic en el botén <.

Current User: Zimmerd

& User Admi

—Usgers :

_fdktemplate g_rdeHlL-HobertHowit S_HDEHILGaith
| ™ _RDE-STOBE ) RDEHIL2SWTeamRoom 88 RDEHILGem
) RDE-STOBG ) RDEHIL3SWTeamRoom M8 RDEHILHamt
™) _RDE-STOGK ] RDEHILCravieyR aom ¥ RDEHILlacg
| RDE-3TOKR ) RDEHILEDSRoom ¥ RDEHILlacy
I RDE-STOKT 8 RDEHILFrancais) Foom S RDEHILIohn

™| b

—Groups

Dramain Groups : Selected User's Groups :

Adrminizstratars
B RG Analyst » |
&4 AG Operator
< |

LCloze I

6. Inicie sesién como este usuario. Al haber iniciado sesién como usuario del grupo RG Analyst

(Analista de RG), no estardn disponibles el mend Run (Ejecutar) ni el botén Profile (Perfil). No

obstante, podrd abrir y analizar los archivos existentes, como se muestra en la captura que se

incluye a continuacién. La barra de estado indica que el usuario linsongy pertenece al grupo

RG Analyst (Analista de RG).

s Software VIRTUAL =
Fie Ansyss Goin View Window Help

O H e - @ ¥ B % wWomws.
SetingsProfieTemp. Sompls Ansyis Reports Arange
Channels 7 Cycing AFAMISYER 7 Cycing AJOE 47 MeKACHL 47 Mek ACH2

Ml Curve Ay - it ALCHI Gage 1) oo |

] =] -
Reports..  Resuts | Genatypes..

CEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE.
e
AdstScle Auto-Scale

53 Ml Curve Resuls - Mkt ACHI Bage )
I ToerohpelPosc 1 _JPesz Jpesks resd Jress
5

e Current User: HIL-ZIMMERB-L2/linsongy (RG Analyst) | e | es | rowe |

VIRTUAL NODE
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7. Si se inicia sesién de nuevo como administrador, se podrdn asignar los derechos propios del grupo

RG Operator (Usuario de RG) a linsongy y eliminar los del grupo RG Andlyst (Analista de RG).

Después, se debe reiniciar el software. En esta ocasidn, no aparecen ni el mend Analysis (Andlisis)

ni el botén Reports (Informes), pero si aparece el mend Run (Ejecutar). La barra de estado indica que

el usuario linsongy pertenece al grupo RG Operator (Usuario de RG).
ies S Y

S Ao 0D HodFor

oo

& Profie Progress
The un has conplted.

|

|

M

|

|

‘ ‘ Current User: HIL-ZIMMERB-L2/linsongy (RG Operator)

Uuoroooguunnuuurrrigouoroourerrugey

Roo Gene @ Ses Sltware 231 VIRTUAL MObE Opmaol

8. Si inicia la sesién como administrador y elimina todos los grupos del usuario linsongy, cuando

linsongy abra el software aparecerd el siguiente mensaie.

[

Rotor-Gene Q Series Software

EEX)

administrator to set up groups.

You have insufficent rights to use the software. Please contact the domain

6.9.2 Configuracién para Windows 10

En este apartado, se describe cémo configurar el sistema para ejecutar el software Rotor Gene Q

de forma segura.

Para poder utilizar las funciones de seguridad, el software se debe instalar con la opcién Force

authentication through Windows domain (Forzar autenticacién a través del dominio de Windows).

Esta funcién pide al dominio de Windows el nivel de acceso y las credenciales del usuario, y es

esencial para proporcionar las funciones de transparencia y seguridad.
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Ejecucién como administrador

Muchos usuarios trabajan en su ordenador como administradores sin utilizar una contrasefa.
Aunque este modo de trabajo resulta cémodo, hace imposible determinar quién estd utilizando el
ordenador. Este modo de trabajo elimina la transparencia e impide la activacién de un gran

nimero de medidas de seguridad del software Rotor-Gene Q.

No obstante, si se trabaja como administrador, todas las demds funciones del software estan
activadas. Por consiguiente, trabajar como administrador asegura que los usuarios que no

necesiten las funciones de seguridad puedan acceder a todas las funciones del software.
Crear una nueva cuenta de usuario

Se debe crear una cuenta de usuario para cada usuario del software. Repita para cada usuario

los pasos que se indican a continuacién hasta crear todas las cuentas.

1. Para crear un nuevo usuario, seleccione Start (Inicio), introduzca Computer Management
(Administracién de equipos), pulse Enter (Intro) y dirfjase a Local Users and Groups (Usuarios y

grupos locales) en el lado izquierdo.

2. En la ventana que aparece a continuacién, seleccione la carpeta Users (Usuarios). Haga clic
con el botén derecho del ratén en la ventana del lado derecho y seleccione New User... (Nuevo

usuario...).

& Computer Management
File Adion View Help
=% amlc s B |
& Computer Menagement (Local) Name Full Mame Description Actions |
v [} System Tools Wit
(@ Task Scheduler ¥
[ Event Viewer
] Shared Folders
~ & Local Users and Groups
Users
Groups
& Pedformence
A Device Manager

il Administrator Buikt-in account for sdministering. [~ i i
BDefauitAccount A user account managed by the 5.
PilGuest Buit-in account for guest accesst

v {5 Storage
& Disk Management
Fls Senvices and Applications

3. Introduzca un nombre de usuario y una contrasefia. De manera predeterminada, se creardn
los usuarios con derechos de acceso normales. Esto significa que podrd ejecutar el software,

pero no podrd instalar nuevos programas ni cambiar ajustes del sistema.
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4. Haga clic en Create (Crear). Ahora podrd iniciar sesién como este usuario.

MNew User

User name: ‘"EWUSE"

Full name: ‘ New User
Description: ‘

Password: seeee
Confirm password: senes

[ User must change password at next logon

sword never expires

[] Account is disabled

Help

Asignar funciones a cada usuario

Ahora, debe asignar una funcién a cada usuario. El acceso se divide en las siguientes dreas:

Nota: En Microsoft Windows 10, no se pueden crear grupos de usuarios con el software Rotor-
Gene Q. Es el administrador del dominio quien debe crear los grupos en el dominio y asignar los

usuarios a un grupo especifico. El ment Run (Ejecutar) estd habilitado. La barra de estado indica

puede generar informes ni efectuar andlisis.

informes, pero no puede ejecutar nuevas series.

derechos de ambas funciones anteriores.

None (Ninguno): no dispone de acceso al software.

Create

Close

Rotor-Gene Q Operator (Usuario de Rotor-Gene Q): puede ejecutar series analiticas, pero no

Rotor-Gene Q Analyst (Analista Rotor-Gene Q): puede analizar datos de series y generar

Rotor-Gene Q Operator and Analyst (Usuario y analista Rotor-Gene Q): dispone de los

Administrator (Administrador): puede desbloquear los nombres de las muestras y llevar a cabo

todas las acciones asociadas a las funciones de analistas y operadores.

que el usuario linsongy pertenece al grupo RG Operator (Usuario de RG).
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6.9.3  Ejecutar varios usuarios en el mismo ordenador

Para utilizar el software Rotor-Gene Q con varios usuarios, cree una cuenta de usuario que no
disponga de acceso al software Rotor-Gene Q. Inicie la sesién en Windows con esta cuenta para

que los usuarios no puedan acceder de forma anénima al Rotor-Gene Q MDx.

1. Ahora los usuarios podrén abrir su cuenta de usuario en el software Rotor-Gene Q mediante el

icono Rotor-Gene Q Software Login (Inicio de sesién de software de Rotor-Gene Q).

2. Introduzca el nombre de usuario y la contrasefia (requerido) en el cuadro que aparece.

% Run Rotor-Gene As Other User

H
=
x

Domain : |DIAGEN-PC
Usemname : bcimin Cancel
Password : |

3. El dominio seréd el ordenador en el que esté iniciando sesién o el nombre de su red local, junto
con el nombre de host. Consulte con su administrador de red si tiene dudas sobre el dominio

que debe introducir en este campo.

Nota: Una vez que haya iniciado sesién, el usuario podrd acceder a todos los archivos. Cada
usuario puede guardar los archivos que desee en su drea. Esto garantiza un nivel de seguridad

elevado.

Nota: Es importante que cada usuario cierre sesién una vez que haya completado la serie para

evitar que ofros usuarios ejecuten series en su nombre.
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6.9.4 Seguimientos de auditoria

Cada vez que un usuario guarde un archivo, se registrardn los detalles en Run Seftings (Ajustes de
la serie), en la pestafia Messages (Mensajes), como Security Audit Trail Summary (Resumen de los
seguimientos de auditoria de seguridad) y Security Audit Trail Detail (Detalle de los seguimientos

de auditoria de seguridad).

fiRotor-Gene Q Series Software YIRTUAL MODE - Three Step with Melt 2008-11-26 (1) 18]

File Run Gain Yiew ‘Window Help
He o @ 9 W A D ‘

Hew Open Save | Start Pause p Settings Progress Profle  Temp, Samples Arrange
Picwecne o
%0 —
/Tné;m_ K|
General| Machine Options  Messages | Channels | Tusz Laseut | Securty |
5o E
Fun'wizard Advarced
55 S ecuriy Audit Trai Sunmany
o Saved At 26/11/2008 247:45 PM By CORITOD! /RGO User 2
Expetiment Staned At 26/11/2008 247:45 PM By CORITODT/RGA User 2
Saved A1 26/11/2008.3.35 00 PM By CORITODI /AGQ User 2
i Saved At 26/11/2000 336:12 PH By CORITOD! /RGO User 2
5 5 ecuriy Audit Trai Detal
o4 - Saved At 26/11/2008 2 47:45 PM By CORITODT /RGO User 2(5-15211177238915-19¢ 0048 1049
i — Experinent Stafed A1 26/11/2008 247:45 P By CORITO01/RGA User 251521117, i
S Saved A1 26/11/2008 336:00 PM By CORITODT /GO User 2(5-1521-1177238915-185
< Saved 4 26/11/20083.35 12 PH By CORITOD! /AGQ User 2(5-1 52111 77238816.198 Close
= ) Warings
=10l
S Operatar skipped end o cycle for Cyclng @ Fepeat 25 . -
| | |
o Carcel Borly

Skip | Add 5 Degress| Curently unning : Mok @ 72 deg
Fictor-Gene O Series Software 1.7 (Buid 94) [VIRTUAL MODE | Curert User: CORITOD1/RGA User 2 (RG Dperstor

Esto resulta 0til para controlar quién ha modificado el contenido de un archivo. El Security Audit
Trail Detail (Detalle de los seguimientos de auditoria de seguridad) contiene informacién mas
detallada, como el identificador Gnico del usuario. Este identificador es importante para evitar que
un usuario cree una cuenta con el mismo nombre desde otro ordenador y, por tanto, suplante la
identidad de otro usuario. En este caso, los nombres de usuario serdn iguales, pero los ID de cuenta

serdn distintos.
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En la imagen que se muestra a continuacién, aparecen los detalles del identificador para la cuenta

CORITOO1/RGQ User 2, $-1-521-1177238915-195.

Rotor-Gene Q Series Software YIR TUAL MODE - Three Step with Melt 2008-11-26 (1) =] x]|

Fle Run Gan View Window Help

A H| P ‘wewé?@wfflﬁﬁv

New Open Save | Siari Pase Sicp | Help Settings Progress  Profie  Temp, Samples Arrange

Ji Temperature

700
o0 [Run Settings E|
General| Machine Options Messages | Charnels | Tute Layaut | secuiy |
0 = General
Flun Wizard Advanced
£ Securty Audt Trai Surmary
a - Saved AL 26/11/2008 2:47:45 PM By CORITODI /RGO User 2

- Expeiimert Stated At 26/11/2008 2:47:45 PM By CORITO01/RG0 User 2
- Saved At 26/11/2008 3:36:00 PM By CORITO0T/RGA User 2
0 + Saved At 26/11/2008 3:36:12 PM By CORITOOT/RGA User 2
- Saved At 26/11/2008 3:41:38 PM By CORITOT /RGO User 2
04 | = Secuity Audt Tral Detai

P ——

52 0053

KT —— £ Saved At 26/11/2008 2:47:45 PM By CORITO01 /RGO User 2(5-1-5:21-1177238915:196

¥

- Experiment Started At 26/11/2008 24745 PM By CORITO01/RGQ User 2(5-1521117;
- Saved Ak 26/11/2008 3:36:00 PM By CORITOT/RGO User 2($-1-6:21-1177238915-1%6

Close

- Saved At 26/11/2008 3:36:12 PM By CORITO01/RGE User 2 (5 SRR | =

=lolx|

The runhas
(=) warmings
. Operator skipped end of cycle for Cucing @ Riepeat 25 5
B | 2
OK Cancel Aoply
Fiotor Gene O Seres Softwers 1.7 (Build 34] [VIRTUAL MODE | Curent User: CORITO0T/AGR User 2 (G Operatar
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6.9.5 Firmas de la serie

El seguimiento de auditoria se almacena en el archivo de la serie del Rotor-Gene Q.. Para evitar que
estos archivos se modifiquen de forma indeseada, deberdn mantenerse en una ubicacién segura a la
que solo fengan acceso las cuentas de Windows designadas. No obstante, en caso de que los archivos
se guarden en un drea compartida, las firmas de la serie proporcionan una seguridad adicional. En la
siguiente captura de pantalla, se muestra la pestafia Security (Seguridad) en Run Settings (Ajustes de la

serie) para un archivo con una Run Signature (Firma de la serie).

Generall tachine Optiots I Messages ] Chatinelz ]

General Infarmation :

Run Signatures are ztored within all newly saved runs. These signatures, like a wax
‘ zeal on a document, guarantee that no changes have been made outside the
zoftware. If a filz is tampered with, the signature becomes invalid,

Run Signature :

The signature iz walid.

The signature for this run file iz valid. The file contents has not been modified
; outside of the software.

Ok | Cancel | |

Run Signature (Firma de la serie) es una secuencia larga de caracteres alfanuméricos que se genera
cada vez que un archivo se guarda y se asocia al contenido del archivo. Por ejemplo, la firma de
este archivo seria 517587770f3e2172ef9cc9bd0c36c081. Si el archivo se abre en Notepad y se
intfroduce algin cambio (por ejemplo, se cambia la fecha de ejecucién a 3 dias después),

aparecerd el siguiente mensaje cuando se vuelva a abrir el archivo.

Bad Run File Signature

The loaded run file containg a signature which does not match the file contents.
This means the file has either been corupted, or tampered with since it was
written by the Rotor-Gene O Series Software.

Run file gigning ensures the intedrity of pour run results. [nformation about a run's
gignature can be found in the Bun [nfo window,
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BE Rotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - no signature hrm demo analysis
Fle Analysis Run Gan View Security Window Help

ZeEd Pl @ | ? @ # B

New Open Save | Siaf Pause Siop | Help Settings Progress Profle  Temp. Samples Analyss Reports Arrange

I Channels 7 Cyding A.Green /7 HRM A.HRM

Run Settings

General| Machine Options | Messages | Channels | 7ube Laveut | Secuil

 General Information:
Run Signatures are stored within all newly saved runs. These signatures, lke awas
seal on a document, guarantze that no changes have bezn made outside the
software. I 3 fleis tampered with, the signature becomes invaiid

~Run Signature

There is no signature.

B There is no signatue available for this run. Runs saved in previous versians may
ot be signed. This means the file contents can not be quatanteed as e from
unauthorised modiication

4
Bank On Bank Off

MNamedOn | AlOn | AlOK

Ecit Samples

Cancel

| Fator-Gene O Series Software 4.7 (Buld 1) |VIRTUAL MODE | Cunient User: CORBETT /linsangy [Administratars) A

Nota: Si los archivos se envian por correo electrénico, es posible que el proceso de codificacién

invalide la firma. Para evitarlo, comprima el archivo antes de enviarlo por correo electrénico.
6.9.6 Bloqueo de muestras

Es fundamental que se asegure de que los nombres de las muestras no se modifiquen, ya sea de
manera accidental o intencionada, una vez que un usuario haya puesto en marcha una serie. Por
este motivo, el software Rotor-Gene Q dispone de una funcién de bloqueo de muestras. Cualquier
usuario puede bloquear los nombres de las muestras, pero solo el administrador puede
desbloquearlos. En el caso de los usuarios que trabajan con el ordenador en modo de
administrador, esta opcién no resulta tan dtil. Para emplear esta opcién, el ordenador debe estar

configurado de forma segura, segun las indicaciones que se describen en las secciones anteriores.

Nota: Si desea bloquear las muestras, no ejecute el software como administrador. Cree una cuenta
con los grupos RG Operator (Usuario de RG) y RG Analyst (Analista de RG) y no comparta la
contrasefia de administrador con el resto de los usuarios. De esta manera, los usuarios necesitardn

una autorizacién especifica del administrador para desbloquear los archivos.

Las muestras pueden bloquearse antes de iniciar una serie si se utiliza el asistente avanzado. Para

ello, basta con hacer clic en Finish and Lock Samples (Finalizar y bloquear muestras).
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New Run Wizard E|

Settings :
Given Conc. Format : | ﬂ Unit : |Copies ﬂ tare Options
Samples :
B | Edit | ResstDefault | Gradient | FEEIEIRER
aID |Name |T_l,l|:e |Groups |GivenEonc. |SeA
1| 250bp Uk rown e
2| 250bp Unknown e

3 250bp Unknaown e
4| h00bp Uk rown e
5| h00bp Unknown e
B 500bp Unknaown e
7 Unknown e

Unknown e

8
3 kg e T
3
Page :

Mame: |Page1 JJ MNew [ Synchronize pages

Skipwizad | <<Back | Finish | Finish and Lock Samples |

EIII ||

Aparecerd la siguiente advertencia. Haga clic en Yes (Si) para confirmar.

Rotor-Gene Q Series Software

L] ': Lock the samples? Only administrators will be able to unlock them once this has been done.
-

Yes Mo |

Una vez que se bloqueen las muestras, no ser& posible editarlas desde la ventana Edit Samples

(Editar muestras).

_igixd

File Edit Format Security
Standard | Rotor Style I

Setftings :
lrﬁiven Corc. Format ; I j Uit ICopies j More Options |
—Samples :
RIE I
C |ID |Mame | Type |Groups | Given Cone, |Selected | o]
1 250bp Unknawn YYes
2 250bp Unknawn Yes
B : S Unknown Yes
- 4 500bp Urknowe es
5 500bp Unknown e
- B S00bp Urnknown es
- 7 Urnknown es
B Unknawin ‘Yes
- 3 Urknown res
- 10 Unknown res
- 11 Unknown res
2 Unknovin es LI
Page :
’7Name: IPagN 4 | ¥ | Mew | [elete [~ Synchronize pages

lde I i Cancel Help I
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Las muestras también pueden bloquearse y desbloquearse desde la ventana Edit Samples (Editar
muestras). Sin embargo, solo el administrador puede desbloquear las muestras una vez que se
hayan bloqueado.

LT |

nat | Securty

Si se introduce un cambio no autorizado en el archivo, la firma quedard invalidada.
6.9.7 Plantillas bloqueadas

Actualmente, los usuarios no pueden crear archivos de plantilla de solo lectura con el software
Rotor-Gene Q. Sin embargo, si lo desea, puede especificar como requisito que todas las series se
lleven a cabo a partir de un archivo de plantilla especifico. Para garantizar que la plantilla solo
tiene acceso de lectura, deberd almacenarse en una unidad de red para la que los usuarios no
tengan permisos de edicién. De esta manera, los usuarios podran ejecutar y modificar sus propios
perfiles, pero la plantilla de la unidad de red estard protegida. Para controlar qué plantilla se
utiliza, el software de Rotor-Gene Q almacenard el nombre del archivo de plantilla que se haya
ejecutado. Se puede acceder a esta informacién haciendo clic en el botén Settings (Ajustes), que
muestra la ventana Run Settings (Ajustes de la serie). La plantilla de informacién se almacena en

Other Run Information (Otra informacién de serie).

(ither Flun Rur file has 5 valid signature
Inboemnation ; Template was signed.
Using 72-well catousel
Charinels saved for this nn:
Creabed with lemplate
'T:hDual Labeled Probes. et
Run iz currenlly i progress.
Sharbed at 16/02/2008 11:16:36 AM

6.10 Men0 de ganancia

Haga clic en el mend Gain (Ganancia) para ver los Gain Settings (Ajustes de ganancia) de la serie
actual. De este modo se ajustaré la ganancia del canal especificado antes de la serie. Se conservan
los ajustes de ganancia de la Gltima serie. Podré modificarlos si la serie todavia no se ha iniciado
o se encuentra en los ciclos iniciales. Utilice las flechas hacia arriba y hacia abajo que se
encuentran junto a cada campo de texto para modificar los campos. A continuacién, haga clic en

OK (Aceptar).
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Puede modificar la ganancia durante los ciclos iniciales. Aparecerd una linea roja en el canal
correspondiente que indicard dénde se modificé la ganancia. los ciclos anteriores a la

modificacién de la ganancia se excluirdn del andlisis.

Gain Settings K|
Gireen =
Yelow =
Oange  [5 =
Red =
Cimson  [F =
HFiM =

o ok

6.11 MenU de ventana

Este ment permite dividir las ventanas vertical u horizontalmente, u organizarlas en cascada. Si
desea acceder a funciones adicionales, haga clic en la flecha situada a la derecha del botén
Arrange (Organizar).

6.12 Funcién de ayuda

Cuando utilice el botén o el ment Help (Ayuda), aparecerd el siguiente mend desplegable.

Help |
Table of Contents
Virtual Demo

Software Version History...

‘Web Resources

Send Support Email...

About This Software...

Table of Contents (indice): Accede a la funcién Help (Ayuda).

Virtual Demo (Demostracién Enlaza con una pdgina del sitio web de QIAGEN que contiene una

virtual): demostracién interactiva del software.

Software Version History... Muestra un breve resumen de las nuevas funciones afadidas con respecto a la

(Historial de versiones del versién del software previamente instalada.

software...):

Web Resources (Recursos de Abre una pdgina del sitio web de QIAGEN en una nueva ventana del

Internet): navegador que contiene informacién reciente Util sobre los instrumentos Rotor-
Gene Q MDx y los reactivos correspondientes.

About This Software... (Acerca Proporciona informacién sobre el equipo conectado, el nimero de serie del

de este software...): instrumento Rotor-Gene Q MDx y la versién del software.
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6.12.1 Enviar correo electrénico al servicio técnico

La opcién Send Support Email (Enviar correo electrénico al servicio técnico) del mend Help (Ayuda)
le permite enviar un mensaje de correo electrénico con toda la informacién relevante de una serie
para solicitar asistencia a QIAGEN. La opcién Save As (Guardar como) permite guardar toda la
informacién en un archivo que podré copiar en un disco o en la red si no tiene acceso al correo

electrénico en el ordenador donde se ejecuta el Rotor-Gene Q MDx.

Si utiliza la funcién de asistencia por correo electrénico en el ordenador portdtil proporcionado
de manera opcional con el instrumento Rotor-Gene Q MDx (segin el pafs) por primera vez, deberd

configurar los ajustes del correo electrénico.
Nota: Puede redlizar las entradas del administrador informético de su empresa.
Configuracion de los ajustes del correo electrénico

Haga clic en la opcién Send Support Email... (Enviar correo electrénico al servicio técnico...).

Se abrird la siguiente ventana.

Internet Connection Wizard ﬂ

Your HName

‘wihen vou send e-mail, your name will appear in the From field of the outgoing message.
Type your name as you would like it to appear.

Display name: ||

For example: John Smith

< Back I et I Cancel |

1. Introduzca su nombre y haga clic en Next (Siguiente). Se abrird la ventana Internet E-mail

Address (Direccién de correo electrénico de Internet).
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Internet Connection Wizard ﬂ

Internet E-mail Address

“r'our e-mail address iz the address other people uze to send e-mail messages to you.

E-mail address: ||

For example: someoned@microsoft. com

< Back I Tewt > I Cancel |

2. Escriba su direccién de correo electrénico y haga clic en Next (Siguiente). Se abrird la ventana

E-mail Server Names (Nombres del servidor de correo electrénico).

Internet Connection Wizard 1'

E-mail Server Names

My incoming mail zerver iz a IPDF'3 'l FEIVEL

Incoming mail [POP3, IMAP or HT TR server:

An SMTP server iz the server that iz used for pour outgoing e-mail.

DOutgoing mail [SMTP) server:

< Back I Tewt > I Cancel |

3. Seleccione el tipo de servidor de correo para el correo entrante y especifique los nombres del
servidor para el correo entrante y saliente. A continuacién, haga clic en Next (Siguiente). Se

abrird la ventana Internet Mail Logon (Inicio de sesién de correo de Internet).
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Internet Connection Wizard ﬂ

Internet Mail Logon

Type the account name and pazsword your Internet service provider has given pou.

Account name; I

Password: I
¥ Remember password
If your Internet service provider requires you to uze Secure Pazsword Authentication

[5P&)] to access your mail account, select the 'Log On Using Secure Password
Authentication [SPA]' check box.

™ Log on using Secure Password Authentication (SP4)

< Back I Tewt > I Cancel |

4. Introduzca el nombre de la cuenta de correo y la contrasefia, si el servidor utiliza la
autenticacién con contrasefa segura. A continuacién, haga clic en Next (Siguiente). Aparecerd

una ventana con el mensaje “Congratulations” (Enhorabuena).

Internet Connection Wizard 1'

Congratulations

r'ou have successfully entered all of the information required to set up your account,

To zave these settings, click Finizh.

< Back Firish Cancel |

5. Haga clic en Finish (Finalizar) para completar la configuracién de la cuenta de correo

electrénico.
Configuracién en Outlook

1. Abra Outlook Express desde el mend Start (Inicio) (Start > All programs > Outlook Express [Inicio

> Todos los programas > Outlook Express]).

2. Seleccione Tools (Herramientas) y, después, Options (Opciones). Aparecerd la ventana que se

muestra a continuacion.
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Signatures I Security I Caonnection I td aintenance
General | Read I Receiptz I Send I Compoze
General

™ wihen starting, go directy b my ‘Inbos’ folder
v Maotify me if there are any new newsgroups
v Automatically display folders with unread messages

v Automatically lag on to Windows Messenger

Send / Beceive Mezsages

=7 ¥ Play sound when new messages arive

[™ Send and receive messages at startup

[” Check for new messages evern 30 =~ minute(s)

|F oy carmputer iz not connected at this tne:

IDD naot connect j

Default Meszaging Prograns
%4 Thiz application iz the default Mail handler I atee: Default |

EY
Thiz application iz the default News handler I ake Default |

kK I Cancel | Apply |

Importante: Para evitar la recuperacién de mensajes de correo electrénico durante las series de

PCR, inhabilite las entradas predeterminadas en la pantalla Send/Receive Messages (Enviar y

recibir mensajes).
3. Inhabilite la opcién Send and receive messages at startup (Enviar y recibir mensajes al inicio).

4. Inhabilite la opcién Check for new messages every 30 minutes (Comprobar si hay mensajes

nuevos cada 30 minutos).

5. Haga clic en OK (Aceptar) para confirmar los cambios.
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7  Funciones adicionales

7.1  Plantillas de andlisis

Para determinados andlisis, el usuario deber& definir los umbrales y la configuracién de
normalizacién y de genotipo. A menudo, esta configuracién se vuelve a utilizar en ofros

experimentos.

Con las plantillas de andlisis, el usuario puede guardar los ajustes para reutilizarlos posteriormente.

De esta forma, se reduce el esfuerzo de volver a introducir los ajustes y el riesgo de error.

Las plantillas de andlisis son compatibles con mediciones de cuantificacién, disociacién,
diferenciacién alélica, andlisis con diagrama de dispersién y andlisis de punto final. Estos andlisis
permiten al usuario exportar una plantilla especifica para el andlisis (p. ej., el andlisis de
cuantificacién permite exportar e importar archivos *.qut que contienen la configuracién de

cuantificacién).

Una vez que se haya importado o exportado una plantilla de andlisis, se mostrard el nombre de

archivo de la plantilla como referencia.

Imported Settings <« |
#=4TemplateshBC. qut

Impaort... | Export... |

7.2 Abrir una segunda serie

Es posible abrir y analizar series ejecutadas anteriormente mientras se ejecuta otra serie. Defectard
que algunos de los botones de la segunda ventana no estdn activados, como New (Nuevo) o Start
Run (Iniciar serie). Se puede iniciar una nueva serie desde la primera ventana una vez que la serie

actual haya terminado de ejecutarse.
7.3 Opciones de ajuste de escala

Para acceder a Adjust Scale (Ajustar escala), haga clic en Adjust Scale... (Ajustar escala...), en la
parte inferior de la ventana principal, o haga clic en el gréfico con el botén derecho del ratén y
seleccione Adjust Scale... (Ajustar escala...) en el mend que aparecerd. Se mostrard una ventana

en la que puede introducir la escala de forma manual.
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Adjust Scale
b airnurn ; |'| 10 :II
Mirirnam ; ID j

2| ok

Para acceder a Auto-Scale (Escala automdtica), haga clic en Auto-Scale... (Escala automdtica...),
en la parte inferior de la ventana principal, o haga clic en el grdfico con el botén derecho del

ratén y seleccione Auto-Scale... (Escala automdtica...) en el mend que aparecerd. La funcién Auto-

Scale (Escala automdtica) ajustard la escala a los valores méximos y minimos.

Para acceder a Default Scale (Escala predeterminada), haga clic en Default Scale... (Escala
predeterminada...), en la parte inferior de la ventana principal o haga clic en el grdfico con el
botén derecho del ratén y seleccione Default Scale... (Escala predeterminada...) en el mend que

aparecerd. La funcién Default Scale (Escala predeterminada) reajusta la escala para mostrar de

0 a 100 unidades de fluorescencia.
7.4  Exportar gréficos

Exportacién de imdgenes

A través de los siguientes pasos se describe cémo guardar una imagen.

1. Haga clic en la imagen con el botén derecho del ratén y, después, seleccione Export (Exportar)

en el mend que aparecerd.

2. Se mostrard la ventana Export Dialog (Cuadro de didlogo de exportacién). Seleccione el

formato que desee de la lista Format (Formato).

Export Dialog
Picture | NatiVEI D ata I

az Metafile
az PostScript
az POF

az PCx

az GIF

az PMG

az JPEG

Optionz | Cize

Colarg:

Default =
[~ Monochrome

Copy Save...

Send..

Cloze
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3. Seleccione la pestaia Size (Tamafio) y especifique el tamafio deseado.

Export Dialog
: ] Nativel Data I

Lomat Options ~ Size |
az Metafile o —
az PostScript tdidth: |533 =
az POF
as PCX Height: [540 j
az GIF
32 FEEGG ¥ Eeep aspect ratio
Caopy Save... Send.. Close

4. Marque la casilla de verificacién Keep aspect ratio (Mantener relacién de aspecto) para

conservar las proporciones adecuadas de la imagen al ajustar el tamario.

5. Haga clic en Save (Guardar) y seleccione un nombre de archivo y una ubicacién para el

archivo en el cuadro de didlogo que aparecerd.

Si necesita una imagen de mayor resolucién, le recomendamos que aumente el tamafio de la
imagen hasta que se ajuste a sus necesidades o que guarde el gréfico como metarchivo (*.emf,
*.wmf). Se trata de un formato basado en vectores que se puede abrir con programas como

Adobe® lllustrator® y que permite al usuario crear una imagen con la resolucién deseada.

Exportacién con formato nativo

Los gréficos en el software Rotor-Gene Q utilizan el componente de fabricacién ajena TeeChart®
desarrollado por Steema Software. Para guardar un gréfico con el formato original, seleccione la
pestafia Native (Nativo) de la ventana Export Dialog (Cuadro de didlogo de exportacién) (consulte
la captura anterior) y haga clic en Save (Guardar). El formato nativo es el formato de archivo
TeeChart estdndar. De esta manera, el usuario podré usar TeeChart Office, de Steema Software.

TeeChart Office es un software libre y se instala como parte del paquete de software Rotor-Gene Q.

Para acceder al software, haga clic en el icono de TeeChart del escritorio.

TeeChart Office permite editar los grdficos exportados e introducir cambios en el color de las

curvas, afiadir comentarios, cambiar la fuente y ajustar los puntos de datos.
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Exportacién de datos

Para exportar los datos en distintos formatos, seleccione la pestafia Data (Datos) en la ventana
Export Dialog (Cuadro de didlogo de exportacién). El archivo exportado contiene los puntos de

datos sin procesar que aparecen en el grdfico.

Export Dialog =
F'iu:turel Mative Data |
sefies:  [all] [ | ;ﬂcﬁitlndex
[+ Pairt Lal:uels
[ Header
[ Paint Calors
= HTHL Table Dielimiter:

" Excel Tah ﬂ I

Copy Save... Send... | Cloze

También se pueden exportar los datos sin procesar; para ello, seleccione Save As (Guardar como),

del men File (Archivo) (consulte el apartado 6.5).
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7.5  lIcono de llave inglesa

El icono de la llave inglesa J se muestra en la parte inferior izquierda de la ventana principal.
Al hacer clic en este icono, se habilitardn varias opciones. También puede acceder a estas

opciones haciendo clic con el botén derecho del ratén en el gréfico.

Adjust Scale (Ajustar escalal),
Autoscale (Escala  automdtical),
Revert to Default Scale (Revertir a
escala predeterminadal):

Export... (Exportar...):

Copy Chart to Clipboard
(Exportar gréfico al
portapapeles):

Edit Chart in TeeChart Office...

(Editar gréfico en TeeChart
Office...):

Print (Imprimir):

Digital Filter... (Filtro digital...):

i Select digital filter for graph ] 5[

adjust Scale. ..
Autoscale
Revert to Default Scale

Export...

Copy Chatt ko Clipboard

Edit Chatt in TeeChart Office. ..
Prink...

Digital Filker., ..

Select All Mamed Samples

Show Pinpainker

GHoUping +

Consulte el apartado 7.3.

Permite guardar el archivo en distintos formatos (consulte el apartado 6.4).

Copia la imagen del gréfico al portapapeles.

Permite abrir el gréfico directamente en TeeChart Office para editarlo (consulte
el apartado 6.4).
Sirve para imprimir el gréfico.

Permite modificar el filtro digital seleccionado del gréfico. El filtro digital
permite atenuar los datos mediante una ventana de puntos deslizantes.

Maone

b edium
Heawy

Cancel |

Show Pinpointer (Mostrar
marcador):

Grouping (Agrupar):

Se abre una ventana que muestra las coordenadas exactas de la posicién del
cursor del ratén.

Agrupa visualmente las muestras que tienen nombres idénticos. Puede resultar
otil para las series de rotor completas. Esta opcién no afecta a los valores
calculados.
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7.6 Opciones para el drea seleccionada

Para seleccionar un drea del gréfico, haga clic con el botén izquierdo del ratén sobre el drea y

manténgalo pulsado mientras arrastra el cursor. Aparecerdn las siguientes opciones.

ect Cnly These Samples

Deselect These Samples

Z0anm
Canicel

Select Only These Samples Se anulard la seleccién de las muestras fuera del drea seleccionada.
(Seleccionar solo estas
muestras):
Select Only These Samples Se anulard la seleccién de las muestras fuera del drea seleccionada.
(Seleccionar solo estas
muestras):
Zoom:

Se amplia el drea seleccionada del grdfico. Haga clic en el botén Default Scale
(Escala predeterminadal:
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8 Tareas de mantenimiento

Las tareas de mantenimiento para conservar el rendimiento éptimo del Rotor-Gene Q MDx son
sencillas. El sistema éptico debe mantenerse con las lentes siempre limpias, tanto las del punto de
emisién como las del punto de deteccién. Para ello, pase cuidadosamente un hisopo humedecido

con etanol o isopropanol* por encima de las lentes.

Nota: Limpie las lentes al menos una vez al mes, segin la frecuencia de uso. Limpie al mismo

tiempo la cdmara del rotor.

Mantenga limpia y libre de polvo y hojas de papel la superficie de la mesa de trabajo. La entrada
de aire del Rotor-Gene Q MDx se encuentra en la parte inferior del equipo. La presencia de material

suelto, como papel o polvo, podria afectar al rendimiento.

Para evitar que se acumule polvo, mantenga siempre la tapa del Rotor-Gene Q MDx cerrada

cuando no lo esté usando.

Nota: Utilice Gnicamente accesorios y piezas originales de QIAGEN.

8.1 Limpieza de la superficie del Rotor-Gene Q MDx

Las superficies externas del Rotor-Gene Q MDx pueden limpiarse con los productos quimicos de

laboratorio disponibles habitualmente.

* Siempre que trabaje con productos quimicos, utilice una bata de laboratorio, guantes desechables y gafas de proteccién
adecuados. Para obtener mds informacién, consulte las hojas de datos sobre seguridad (Safety Data Sheets, SDS)
correspondientes, que se pueden solicitar al proveedor del producto.

Manual del usuario de Rotor-Gene Q MDx CE  02/2022 169



8.2  Desinfeccién de la superficie del Rotor-Gene Q MDx

Si la cdmara del rotor se contamina, limpiela pasando sobre las superficies un pafio sin pelusas
humedecido (no mojado) con una solucién de lejia al 0,1 %.* Después, limpie la cdmara con un

pano sin pelusa humedecido con agua de calidad PCR para eliminar los restos de lejia.
8.3 Reparacién del Rotor-Gene Q

Si necesita reparar el Rotor-Gene Q o realizar alguna consulta técnica, péngase en contacto con
el servicio técnico de QIAGEN en https://www.qgiagen.com/service-and-support/technical-

support/technical-support-form/.

* Siempre que trabaje con productos quimicos, utilice una bata de laboratorio, guantes desechables y gafas de proteccién
adecuados. Para obtener mds informacién, consulte las hojas de datos sobre seguridad (Safety Data Sheets, SDS)
correspondientes, que se pueden solicitar al proveedor del producto.
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Q  Verificacién éptica de la temperatura

La verificacién éptica de la temperatura (Optical Temperature Verification, OTV) es un método que
sirve para verificar la temperatura del contenido de un tubo en el Rotor-Gene Q MDx. la
verificacién de la temperatura del contenido del tubo puede ser un procedimiento importante en
los laboratorios certificados. La OTV se lleva a cabo mediante un Rotor-Disc OTV Kit (consulte el
apartado 16). A continuacién se proporciona una breve introduccién al principio del
procedimiento de OTV. El procedimiento de OTV se explica en el software Rotor-Gene Q MDx. Si
desea una descripcién mds detallada del procedimiento de OTV, incluida una guia de resolucién

de problemas, consulte el Manual de uso del Rotor-Disc OTV.
9.1  Principio de la OTV

La OTV utiliza las propiedades Spticas de tres cristales liquidos termocrométicos (thermochromatic
liquid crystals, TLC)* como referencias de temperatura absoluta. Cuando se calientan, los TLC
pasan de ser opacos a ser transparentes a determinadas temperaturas exactas (50, 75 y 90 °C).
Los TLC no son fluorescentes en si mismos. Por lo tanto, la fuente de excitacién debe cubrirse con
un inserto fluorescente para que el sistema éptico del Rotor-Gene Q MDx detecte los puntos de
transicién de los TLC. Los TLC que estén por debajo de su temperatura de transicién son opacos y
reflejan la luz. Parte de esta luz reflejada se dispersa hacia el detector, con lo que aumenta la
fluorescencia. Cuando la temperatura del contenido del tubo alcanza el punto de transicién de los
TLC, estos se vuelven transparentes y la luz pasa a través de la muestra en lugar de reflejarse hacia
el detector, lo que da lugar a una disminucién de la fluorescencia. El cambio en la fluorescencia
se utiliza para determinar la temperatura exacta de precisién de cada TLC. La temperatura de
transicién se compara a la femperatura indicada en el archivo de calibracién de fabrica del
RotorDisc OTV para comprobar si el Rotor-Gene Q MDx se encuentra dentro de las

especificaciones de temperatura.

* Siempre que trabaje con productos quimicos, utilice una bata de laboratorio, guantes desechables y gafas de proteccién
adecuados. Para obtener mds informacién, consulte las hojas de datos sobre seguridad (Safety Data Sheets, SDS)
correspondientes, que se pueden solicitar al proveedor del producto.
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9.2 Componentes del Rotor-Disc OTV Kit

Se requieren los siguientes componentes para ejecutar una OTV:

® Un Rotor-Disc OTV Kit, que incluye lo siguiente:
o Rotor-Disc 72 OTV Rotor sellado (contiene los TLC)

o Placa de insercién de dispersién fluorescente (instrumento Rotor-Gene 3000 o Rotor-Gene
Q/6000)

o Soporte extraible con los siguientes archivos: Nimero de serie y archivo de fecha de
caducidad del Rotor OTV (*.txf); archivo de plantilla de prueba de OTV (*.ref); hoja de
informacién del producto (*.pdf); archivo de calibracién de fébrica (*.rex)

o Hoja de informacién del producto

e Software de Rotor-Gene, versién 1.7 o posteriores, que contiene el asistente de Rotor OTV fdcil

de usar
® Rotor-Disc 72 Rotor

® RotorDisc 72 Locking Ring
9.3  Ejecutar una OTV

1. Coloque la placa de insercién fluorescente sobre la lente de emisién, en la parte inferior de la
camara del Rotor-Gene Q MDx.

2. Coloque el disco Rotor-Disc OTV en un Rotor-Disc 72 Rotor. Fijelo con un anillo de bloqueo
Rotor-Disc 72 Locking Ring. Coloque el conjunto ensamblado en un Rotor-Gene Q MDx y fijelo

(debe escuchar un clic). Cierre la tapa del Rotor-Gene Q MDx.

3. Acceda al asistente avanzado. Para ello, seleccione la pestaiia Advanced (Avanzado) en la
ventana New Run (Nueva serie). En el asistente avanzado, haga clic en Instrument maintenance
(Mantenimiento del instrumento) y, después, en OTV. El asistente le pedird el nimero de serie

de la OTV. Bisquelo en el anillo de OTV. A continuacién, haga clic en Start (Iniciar).
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Quick Stat Advanced I

-+ Contains templates
= Perform Last Run ik g e

. instrument

44 Empty Run maintenance.

L 1]

'S Three Step with Melt

L 1]

2 Two Step

J_ J HRM™
_—

i..lLJ:J Other Runs

ﬁkj Open A Template In Another Folder. ..

Cancel

Help

I

¥ Show This Screen ‘When Software Opens

Optical Temperature Verification Rotor

s® Thiz template allows you to perform in-tube temperature verification with the QIAGEM
.‘ OTY Ratar. Far mare infarmation, see our website available fram the Help menu,

Ruotor Details :
[~ Fluorescent insert

placed corectly Flease enter the serial number of the rator you are using :

0T-C172-31F4-2D0-384-306-3830

Temperatures :  B0-72-90
Expiry Date : ar 2006
Walidity Check :  Walid

Start | Exit |

4. Después, el software pedird un nombre de archivo para la serie. Se iniciaré la serie.

5. La serie llevard a cabo algunas disociaciones que determinarén las caracteristicas térmicas del

Rotor-Gene Q MDx.
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I§ oT¥ Temperature Yerification Results |

— Surnmary :

Yerification Result:  Adjustment Recommended

— Details -

Lower Paoint: Mo Adjustment Required
Middle Point : Mo Adjustment Required

Upper Point ;. Adjustment Regquired

Apply Adjustment... |

Cloze |

6. Cuando finalice esta, el software indicard si el Rotor-Gene Q MDx estd dentro del rango de

especificaciones.

7. Si se requiere algin ajuste, el usuario deberd hacer clic en Apply Adjustment (Aplicar ajuste).
Se le pedird al usuario que lleve a cabo una serie de verificacién. Una vez que esta finalice,
no deberia hacer falta ningin ajuste adicional. Si se requiere algin ajuste adicional, péngase

en contacto con su distribuidor.

8. Cuando los ajustes del Rotor-Gene Q MDx se encuentren dentro de las especificaciones, podra

visualizar e imprimir un informe de la serie.
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10 Andlisis de disociacién de alta resoluciédn

Los andlisis de disociacién de alta resolucién (High resolution melt, HRM) conforman una técnica
innovadora basada en la disociacién de ADN. Los HRM caracterizan las muestras de ADN segin
su comportamiento de disociacién a medida que pasan de ADN bicatenario (ADNbc) a ADN
monocatenario (ADNmc) con un aumento de temperatura (consulte la figura que aparece a
continuacién). Los instrumentos de HRM recogen las sefiales fluorescentes con gran precisién éptica

y térmica, lo que ofrece una amplia gama de posibilidades de aplicacién.
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= disociacién T
m
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Grdfico de HRM tipico. La curva de disociacién marca la transicién desde un nivel de fluorescencia elevada en la fase de
predisociacién inicial, a medida que disminuye durante la fase de disociacién y hasta el nivel basal de fluorescencia en la
fase de posdisociacién. La fluorescencia disminuye a medida que el colorante de intercalado de ADN se libera del ADNbc
mientras se disocia en cadenas Gnicas. El punto medio de la fase de disociacién, a la que la velocidad de cambio de
fluorescencia es mayor, define la temperatura de disociacién (melting temperatura, Tm) del ADN objeto de andlisis.

Antes de llevar a cabo el andlisis de HRM, debe ampliarse la secuencia objetivo a un nimero de
copias elevado. Esto suele llevarse a cabo mediante PCR en presencia de un ADNbc que se
infercala con un colorante fluorescente. El colorante no interactéa con el ADNmc, pero se
infercalard activamente con el ADNbc y emitird fluorescencia al intercalarse. El cambio en la
fluorescencia se puede utilizar para medir el aumento en las concentraciones de ADN durante las
PCR y, posteriormente, para medir directamente la disociacién de ADN termoinducida por HRM.
Durante el HRM, la fluorescencia serd elevada al inicio porque la muestra comienza como ADNbc.
Posteriormente, la fluorescencia disminuiré a medida que se eleva la temperatura y el ADN se
disocia en cadenas Unicas. El comportamiento de disociacién que ocurre es caracteristico de una

muestra de ADN concreta.
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Mediante el HRM, el Rotor-Gene Q MDx caracteriza las muestras a partir de la longitud de la
secuencia, el contenido de GC y la complementariedad de la secuencia de ADN. El HRM puede
utilizarse en aplicaciones de genotipado, como andlisis de inserciones/deleciones o polimorfismos
de un solo nucledtido (single nucleotide polymorphisms, SNP), asi como para detectar posibles
mutaciones genéticas desconocidas. También puede usarse en aplicaciones de epigenética para
defectar y analizar estados de metilacién de ADN. Ofra de sus utilidades es detectar
cuantitativamente una proporcién pequefia de variantes de ADN sobre un fondo de secuencia
nativa con una sensibilidad cercana al 5 %. Esto resulta prdctico, por ejemplo, para estudiar

mutaciones adquiridas somdticamente o cambios en el estado de metilacién de las islas CpG.
El HRM en el Rotor-Gene Q MDx posibilita varias aplicaciones, entre las cuales:

® Identificacién de genes de candidatos con predisposicién

e Estudios de asociacién (comparacién de casos y controles, genotipo a fenotipo)

® Determinacién de prevalencia de alelos dentro de una poblacién o subgrupo

e Cribado y validacién del SNP

® Deteccién de pérdida de heterocigosidad

o Identificacién del ADN

e Caracterizacién de bloques de haplotipos

e Andlisis de metilacién del ADN

® Mapeo del ADN

e Identificacién de especies

® Descubrimiento de mutaciones

® Determinacién del ratio de mutaciones somdticamente adquiridas

e Tipificacién de HLA

El HRM es mds sencillo y rentable que los ensayos de genotipado basados en sondas y, a
diferencia de lo que ocurre con los métodos convencionales, es un sistema de tubos cerrados que

evita la contaminacién con productos de PCR. Los resultados son comparables a los de los métodos

convencionales, como la secuenciacién de ADN, SSCP, DHPL y RFLP.
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10.1 Instrumentacién

El Rotor-Gene Q MDx proporciona las siguientes funciones en tiempo real y termodpticas,
necesarias para el HRM.

lluminacién de alta intensidad
Deteccién éptica de alta sensibilidad
Adquisicién de datos répida

Control preciso de la temperatura de las muestras

Variacién éptica y térmica minima entre muestras

10.2 Sustancias quimicas

QIAGEN ofrece el Type-it® HRM PCR Kit para el andlisis de los SNP y de las mutaciones mediante HRM
y el EpiTect® HRM PCR Kit para los andlisis de mefilacién. Ambos kits contienen el colorante fluorescente
de intercalado EvaGreen. Los kits combinan el tampén de HRM y HotStarTag® Plus DNA Polymerase
para evitar productos de amplificacién inespecificos y proporcionar resultados fiables.

Nota: Todos los kits QIAGEN HRM y reactivos estdn indicados para el uso con instrumentos

Rotor-Gene Q solo para las aplicaciones descritas en los manuales de uso correspondientes de los

kits de QIAGEN.

10.3 Ejemplo de genotipado de SNP

En el ejemplo que aparece a continuacién, el Type-it HRM PCR Kit se utilizé en el andlisis de HRM para
diferenciar el SNP humano rs60031276 en las formas homocigético nativo, homocigético mutante y
heferocigético. Para obtener la informacién tcnica, consulte el Manual de uso del Type-it HRM PCR.
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i HRM Results - HRM A.HRM {Page 1)

M. |ﬂ M ame | Genotype [ Confidence &
22 &8 Hurman SHP rsB0031276 | homo A4 100,00

23 [ unknown homo A, 93.49

24 . unknown homo Ad, 939,76

28 [ 4G Human SNP 60031276 hetero A5 100,00

29 . unknown hetero Al 93,49

30 [ unknown hetero AG 98,47

34 [ GG Human SMP 60031276 homo GG 100,00

35 [ unknown homo GG 598,30

36 unknown horna GG 939,53

Genotipado de SNP por HRM. El rs60031276 de SNP humano (sustitucién de A a G) en el gen PPPTR14B (proteina fosfatasa
1, subunidad reguladora [inhibidor] 14B) se analizé en el Rotor-Gene Q con 10 ng de ADN genémico de distintos genotipos
y el Type-it HYM Kit. En m, una curva de disociacién estandar normalizada, y en Eg, un grdfico de diferencias normalizado en
muestras de tipo nativo, aparecen muestras del tipo nativo homocigético (AA), del tipo mutante (GG) y del tipo heferocigético.
Los genotipos [8 de las muestras desconocidas se asignaron mediante el software de Rotor-Gene Q.

10.4 Ejemplo de andlisis de metilacién

En el ejemplo que se muestra, el EpiTect HRM PCR Kit se utilizé en un andlisis de HRM para
diferenciar varios ratios de ADN metilado y no metilado. Para obtener la informacién técnica,
consulte el Manual de uso del EpiTect HRM PCR.

n

100% metilado
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Andlisis de metilacién cuantitativo por HRM. Se analizaron vy clasificaron varios ratios de ADN-APC (adenomatosis polyposis
coli) metilados y no metilados mediante el andlisis de metilacién de HRM en el Rotor-Gene Q con el EpiTect HRM Kit. El gréfico
muestra E, una curva de disociacién estdndar normalizada, y B, un grdéfico de diferencias normalizado al 50 % de muestra
metilada.

10.5 Directrices para un andlisis de HRM éptimo

El éxito del andlisis de HRM depende enormemente de la secuencia concreta que se esté
analizando. Algunos motivos de secuencia, como bucles de horquilla u otras estructuras
secundarias, regiones localizadas de contenido GC inusualmente alto o bajo, o secuencias de
repeticién pueden afectar al resuliado. Ademds, el uso de kits estandarizados y protocolos
optimizados de QIAGEN puede ayudarle a evitar muchos de los posibles problemas que podrian
surgir. A continuacién, se detallan algunas directrices sencillas para garantizar un resultado

Sptimo.
Andlice fragmentos de ADN pequefios

Analice fragmentos inferiores a 250 bp. Aunque es posible analizar productos de mayor tamaiio,
la resolucién obtenida serd inferior. Esto se debe a que, por ejemplo, una variacién de base Gnica
tiene un mayor efecto en el comportamiento de disociacién de un amplicén de 100 bp que en un

amplicén de 500 bp.
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Asegurese de que la PCR contiene solo producto especifico

Las muestras contaminadas con artefactos posteriores a la PCR, como dimeros de cebador o
productos no especificos pueden hacer que los resultados de HRM sean dificiles de interpretar. Los
kits de QIAGEN para los andlisis mediante HRM garantizan la méxima especificidad, sin que sea

necesario llevar a cabo procesos de optimizacién.
Utilice un molde de preamplificacién adecuado

El andlisis de los datos obtenidos de realtime PCR puede resultar muy dtil a la hora de resolver
problemas en andlisis de HRM. Los gréficos de amplificacién deben tener un Cr (ciclo de umbral)
igual o inferior a 30 ciclos. Los productos que se amplifican mds tarde (debido a un molde inicial
de baja cantidad o a la degradacién del molde) suelen producir resultados de HRM variables
debido a los artefactos de la PCR.

Estandarice la concentracién del molde

la cantidad de molde que se afiade a la reaccién debe ser constante. Estandarice las
concentraciones iniciales para que todos los graficos de amplificacién estén dentro de un rango
de 3 Cr entre si. Esto garantiza que las concentraciones de entrada estén en un rango de 10

unidades.
Revise detenidamente las posibles graficas de amplificacion alteradas

Antes de ejecutar un andlisis de HRM, examine los datos del gréfico de amplificacién
cuidadosamente para buscar posibles formas de amplificacién inusuales. Las lineas que no son
inclinadas, sino demasiado abruptas, dentadas o alcanzan una sefial de fluorescencia demasiado
baja en fase de meseta en comparacién con ofras reacciones pueden ser indicativas de una
amplificacién pobre o una sefial fluorescente demasiado baja (esto puede ocurrir si, por ejemplo,
la concentracién del cebador es demasiado baja). Las reacciones de baja intensidad pueden ser
el resultado de los inhibidores de reaccién o de una configuracién de reaccién incorrecta. Los
datos de HRM de este tipo de muestras podrian no ser concluyentes u ofrecer una resolucién baja.
Para evitar resultados poco fiables, le recomendamos utilizar los kits de QIAGEN para la

preparacién de las muestras y los andlisis de HRM.
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Mantenga unos niveles similares de concentraciéon de muestra posamplificacién

La concentracién de un fragmento de ADN afecta a su temperatura de disociacién (Tn). Por este
motivo, los niveles de concentracién del ADN de la muestra deben mantenerse lo mds similares
posibles. Cuando analice productos de PCR, deberd garantizar que todas las reacciones se
amplifican hasta la fase de meseta. En la fase de meseta, todas las reacciones se habrdn
amplificado en la misma medida, independientemente de la cantidad inicial. Sin embargo,
recuerde que las reacciones leves podrian no alcanzar la fase de meseta con la misma cantidad
amplificada. Esto podria deberse, por ejemplo, a una configuracién incoherente del ensayo (es

decir, si la concentracién del cebador era demasiado baija).
Garantice la uniformidad entre muestras

Todas las muestras deben tener el mismo volumen y el mismo nivel de concentracién de colorante.
El comportamiento de disociacién del ADN se ve afectado por las sales presentes en la mezcla de
reaccién, por lo que es importante que la concentracién del tampén, Mg y ofras sales sea lo mas
uniforme posible en todas las muestras. Igualmente, utilice solo tubos de reaccién idénticos, del
mismo fabricante, para evitar variaciones derivadas del grosor del pléstico y las propiedades

autofluorescentes.
Permita una cantidad de datos suficiente para las fases de predisociacién y posdisociacion

Recoja los datos de puntos de HRM de un intervalo de 10 °C aproximadamente, tomando como
punto de referencia el Tn analizado (consulte la figura de la pdgina 10). Asi, dispondrd de
suficientes puntos de datos de base para una normalizacién de la curva eficaz, lo que daré lugar

a duplicados més reproducibles y una interpretacién de los datos mds sencilla.

Manual del usuario de Rotor-Gene Q MDx CE  02/2022

182



10.6 Preparacién de las muestras

Es importante evitar que las muestras se degraden durante la purificacién y mientras se mantengan
almacenadas. Evite el exceso de inhibidores, como el arrastre de etanol. Para mejorar los
resultados de HRM, le recomendamos que mantenga la misma cantidad de molde entre las distintas
muestras. Es recomendable llevar a cabo un andlisis espectrofotométrico para determinar la
concentracién de ADN y pureza. Ademds, le recomendamos que utilice los kits de QIAGEN para

la preparacién de las muestras.

Nota: A 260 nm, una unidad de absorcién es igual a 50 pg/ml en ADN. EI ADN puro da como
resultado un ratio de 260 nm a 280 nm del 1,8.

10.7 Configuracién del software

1. Abra un nuevo archivo de serie; para ello, seleccione New... (Nuevo...) del men File (Archivo).

En el asistente avanzado, seleccione HRM.

x

Guick Start  Advanced I

b ] Corbett Life Sdence
Mo JUp High Resolution Melt

run.

HRM™

(1]

"2 HRM™ with Pre-amplification

Cahcel

Help

I

¥ Show This Screen When Software Opens
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2. Defina el tipo de rotor (por ejemplo, en este caso, se estd utilizando el 72-Well Rotor). Confirme
que el anillo de bloqueo esté bien fijado en su sitio y que la casilla de verificacién Locking Ring

Attached (Anillo de bloqueo sujeto) estd marcada antes de continuar al siguiente paso.

New Run Wizard x|

Welcome to the Advanced Bun Wizard!

— Roator Type

36-Well Rotor

Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100

¥ Locking Ring Attached

Skip Wizard |

¢ Hack I Hest »» |

3. Defina los detalles de la serie. Introduzca el nombre del usuario (opcional) y afada los

comentarios que desee sobre el experimento (opcional). Seleccione el volumen de reaccién

(obligatorio) y el formato de muestra deseado.

New Run Wizard ] _5[

This screen displays miscellaneous options for the run, Complate te fields,
clicking Next when you are ready to move to the next page.

Operator : [Fotor-Gene O Operator

Notes :

Enter any notes for the particular HRM experiment |

Reaction | =
WVolume (uL}: & =l

Sample Layout : |l.2,3... ﬂ

This bo displays

help on elements in
the wizard, For help
on an item, haver
your mouse aver the
itemn for help, 'You
can alzo click on &
combo bow to display
help about its
available settings.

Skip Wizard |

<< Back | Nest >> |
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4. Haga clic en el botén Edit Profile... (Editar perfil) para modificar la hora y la temperatura de la

reaccién.

5. Defina un tiempo de retencién inicial adecuado. Este tiempo dependerd del tipo de polimerasa
de ADN que se utilice. El Type-it HRM PCR Kit y el EpiTect HRM PCR Kit requieren un tiempo

de activacién de 5 minutos. El tiempo de activacién predeterminado es de 10 minutos.

New Run Wizard E|

Temperature Profile : This baw displays
help on elements in
the wizard. Far help

ok anitern, hover
pour mouse over the
itern far help. You

can also click on a
combo bow to display
help abaut its
available settings.

Edit Profile ...

Channel Setup
Marme | Source | Detector | Gain | Create Hew. . |
Green 470nm  5100m 267 L
Yellow  530nm  B55nm =
Orange  585nm B10mm

Red E25nm  BEOnm

Crimzon  B80nm  710hp
HFik 470nm  510nm

Gain Qptimis ation...

Skipwizard | <<Back | Newt»» |

Bemove
33 Reset Defaults

R L |

A
.8 H a
Mew Open  Save As Help

The run will take approximately 104 minute(s] to complete. The graph below represents the run to be performed

R

Click an a cycle below ta modify it

Insert after

Cycling

HRM Insert before: I
Remove I

Hold Temperature: 95 deg,
Hold Time : 2 ming 0 |secs
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6. Moadifique el ciclo para que coincida con el amplicén.

Edit Profile 2]
@, & H ]
New Open SaveAs | Help

The run will take approximately 104 minute(s) to complete. The graph below represents the rwn to be performed :

AR, - "

Click on a cycle below to modify it

Hold Insert after
HRM Irisert before...

Femove
This cycle repeats il tirne(z].

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

Timed Step k4 EE

80 deg , F5deg forSsecs

10 seconds

Aequiring to Cyeling A

on Green

[~ Long Ranoge
[~ Touchdown

B0 deg. for 10 secs

Ok

7. Asegirese de que se recogerdn los datos de fluorescencia. Recoja los datos en el canal verde

al final del paso de hibridacién.

Same az Previous : I [Mew Acquisition) j

— Acquizition Configuration :
Aivailable Channels - Acguiing Channels :

M ame I 5 || Mame
Crimzan _I

HFiM Ll

Qrange

Fied «

ellow

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

Dpe Chart »> | ak. I Don't Acquire Help

Dye Channel 5election Chart

470nm  |510nm | FAM, SybiGreen, alexadds

JOE, CalGold, Callrange'™, TET, Yakima Yelow, WIC
elow B30nm | 555nm 5 HE®. alewat iz

Orange | 585nm | B100m RO, Redmond Fed™, alexated
BE25nm | BE0nm CyE, QuazarB?0Y, LCReds40L
E30nm | ¥10hp Quazarf05, LCRed 705, alexafal
A60nm [510nm | LCGreend

Manual del usuario de Rotor-Gene Q MDx CE  02/2022 186



8. Defina las condiciones de la serie de HRM. Modifique las condiciones para que coincidan con

el amplicén. En el primer conjunto de experimentos, permita un dominio de disociacién amplio.
Utilice el Tn tedrico como nivel orientativo para un rango adecuado. Una vez que haya
determinado el punto en el que se disociard el producto, reduzca el dominio de disociacién a
un intervalo de, como mdximo 10 °C. Asegirese de que el inicio de la disociacién ocurra 5 °C
antes de la primera transicién de disociacién. La rampa predeterminada estard definida a
0,1 °C, con una retencién de 2 segundos en cada paso. La transicién de rampa minima es de
0,05 °C con una retencién de 1 segundo en cada paso. los datos se adquieren
automdticamente en el canal de HRM. La optimizacién de ganancia automdtica se lleva a cabo
de manera predeterminada. El software buscard el ajuste de ganancia éptima para que el
valor de fluorescencia mds elevado detectado no esté por encima de 70 unidades en una

escala de 100. Tenga en cuenta que esta cifra puede definirse en un maximo de 100.

Edit Profile E|
T @
Mew Open  Save As Help:

The un will take approximately 104 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

A"

Click an a oycle below to modify it

Hald Insert after...
Cycling
Insert before...
Remove
Ramp fom [T0 —degeesto [83 =] degrees.

Risingby |01 ﬂ degiee(s] each step,
“Wait for a0 seconds of pre-melt conditioning on first step,
Waitfor |2 =] seconds for each step aftenwards

Acquire to HEH & on HRM

Gain Optimisation

[ Optimise gain before melt on all tubes.

The gain giving the highest fluarescence less than I?D ::i
will be selected.

9. Opcional: defina la optimizacién de ganancia automdtica. Esto se aplica solo al paso de

amplificacién en tiempo real y se define para el canal verde. Haga clic en el botén Optimize
Acquiring (Optimizar adquisicién) para optimizar solo los canales que utilice la serie. El mejor
momento para llevar a cabo la optimizacién es justo antes del primer paso de adquisicién, por
lo que deberd marcar la casilla de verificacién Perform Optimization Before First
Acquisition(Llevar a cabo optimizacién antes de la primera adquisicién). El rango de
fluorescencia de fondo recomendado para el intercalado de colorantes se encuentra entre 1y
3 unidades de fluorescencia. Para modificar este ajuste, haga clic en el nombre del canal para

seleccionarlo de la lista y, después, en el botén Edit (Editar).
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Auto-Gain Optimisation Setup x|

— Optimization :

o Auto-Gain Dptimization will read the Huoresence on the inzerted sample at

I\‘Q different gain lewvels until it finds one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of fluorezcence you are looking for depends on the

chemistry pou are performing.

Set temperature to IBD jl degrees.

Optimise Al | Optimise Acquiring |

¥ Perform Optimisation Before 15t Acquisition

™ Perform Dptimisation At B0 Degrees At Beginning OF Fun

— Channel Settings :

! o __aw |

MHame I Tube Position I tin Reading I Max Reading I tin Gain I Max Gain Ed... |

Green 1 1FI 3Fl 10 10 B |
Remowve Al |

Start I I Etual.. | Claze I Help I

10.Ponga en marcha la serie; para ello, haga clic en Start Run (Iniciar serie) y guarde el archivo

de la serie en el ordenador.

New Run Wizard E|
Summary ;
Sefting | Walue
Green Gain 7
Ratar 7244l Rotar
Sample Layout 1.2.3. .
Reaction Waolume [in microliters] 25

Start Run

Once you've confirmed that your run settings are comect, click Start Rurn to Save Template
begin the run. Click Save Template to save settings for future wns.

[ Shp'Wizad )| << Back
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11.Edite los nombres de las muestras (opcional). Los nombres de las muestras se pueden editar

durante o después de una serie analitica.

i hsmeies ~loix
File Edit Format Security
Standard | Fatar Style I
Setftings :
lrﬁiven Conc. Format I j Unit ICDpiesa‘u\ j More Options |
—Samples :
wild tupe 1 O\ &3S @ I
C |ID |Mame | Type | Groups | Given Cone, |Selected | 2|
Mo
Unknovin Mo
Bz widpet Unknown Mo
B 4 outstiond Unknown Mo
- 5 mutation 1 Urknowe Mo
- B mutation 1 Urknowe Mo
¥ heterozpgote 1 Unknown Mo
8 heterozpgote 1 Unknown Mo
3 heterozpgote 1 Unknown Mo
10 Unknowin Mo
1 Unknowin Mo
12 Unknowin Mo LI
Page :
’7Name' IPageW % | b | Mew | Delete [ Synchronize pages
Undo I OK Cancel Help I

10.8 Andlisis de datos de realtime PCR

Llevar a cabo un andlisis de los datos de realtime PCR antes del andlisis de los datos de HRM
puede resultar dtil. Los datos de realtime PCR pueden ayudar a detectar los ensayos de bajo
rendimiento. |dentificar estos valores atipicos vy filtrarlos para que no formen parte de los andlisis
de HRM que se lleven a cabo en el futuro mejorard en gran medida la eficacia general de los
andlisis de HRM, ya que analizar productos de PCR de baja calidad dard lugar a HRM de
resultados poco fiables. Recomendamos analizar los datos cuantitativos de realtime PCR de la

siguiente manera:

1. Analice los datos de realtime mediante la opcién Quantitation (Cuantificacién) de la ventana
Analysis (Andlisis). Si hay algin valor de Cr queda por encima de 30, se considerard que las
reacciones correspondientes se han amplificado demasiado tarde. Estas muestras deberdn
analizarse con cautela o eliminarse del andlisis al considerarse valores atipicos. La
amplificacién tardia suele deberse a una cantidad de molde demasiado escasa y/o a que la

muestra esté muy degradada.

2. Evalte el nivel de fluorescencia de punto final. Si la fluorescencia de punto final en cualquiera
de los grdficos de amplificacién es baja en comparacién con la mayoria de los gréficos del
conjunto de datos, omita esas muestras del andlisis, aunque el valor de su Cr sea inferior a 30.
Una fluorescencia de punto final baja indica una cantidad de colorante incorrecta, unos niveles

de componentes de reaccién incorrectos (por ejemplo, los cebadores) o la accién de los

inhibidores.
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3. Utilice la opcién Comparative Quantitation (Cuantificacién comparativa) de la ventana Analysis
(Andlisis) para obtener la eficacia de reaccién de cada muestra. Si la eficacia no es similar a

la de las demés reacciones en el experimento o es inferior a 1,4, la reaccién deberd excluirse

por constituir un valor atipico.

Comparative Quantitation Analysis - Cycling A.Green (Page 1)

Reports...  Results

=10l x|

dF 220

ﬂ s 10 15 0 25 30 35 40
Cyole

Adiusk Scale futo-Scale  Defaul Seale |
8 Comp. Quant Results - Cycling A.Gree! . =1
Mo [Name. Take Off [Amplfication [ Comparative Conc. | Rep. Takeoff | Rep. Takeoff [95% CI) [ Rep. Amp. | Rep. Amp. (5% C1) | Rep. Conc. |Rep C
T mutation T 112 166 1.00E+00 112 168 1.00E+00 Calibra
2 mulation2 114 165 S04E-01 114 185 904E-01
3 mulation 3 1.4 164 9.04E-01 11.4 154 QO4E-D1
4 widiype 1 13 166 701ED1 118 186 7OIEDT
5 widiype2 18 166 738601 118 188 7.38E-01
B widiype3 113 166 7OIEDT 113 188 TOEDI
7 heterozvote 1 1.4 167 S.04E-M1 1.4 167 S4E01
3 heterozygots 2 15 1.66 5360 15 166 8.59E-01
3 heterozygote 3 13 167 951E01 113 167 951E01
. 3

Resultados de cuantificacién comparativa. La eficacia de reaccién se muestra en la columna “Amplification” (Amplificacién)

como una puntuacién sobre 2 (2 = 100 % de eficacia).

Nota: Si sospecha que puede haber dimeros de cebador o productos no especificos, evalte

las reacciones generando un gréfico derivativo con la opcién Melt (Disociacién) de la ventana

Analysis (Andlisis). AsegUrese de que hay un Gnico pico, lo que indica que se trata de un Gnico

producto. Si es posible, aplique un gel para comprobar que solo hay un producto de

amplificacién. Si hubiera mds de un producto, la reaccién deberd repetirse o reoptimizarse.

10.9 Andlisis de los datos de HRM

Los andlisis de HRM habilitan la identificacién visual y automdtica de genotipos. Los resultados

pueden verse como grdfico de disociacién normalizado o como gréfico de diferencias. Las curvas

normalizadas proporcionan la representacién bdsica de los distintos genotipos segin el

desplazamiento de la curva (para homocigotos) y el cambio de forma de esta (para heterocigotos).

Los grdficos de diferencia resultan dtiles a la hora de llevar a cabo una interpretacién visual.

En ellos se representa la diferencia en la fluorescencia de una muestra respecto a un control

seleccionado en cada transicién de temperatura. Los grdficos de diferencia ofrecen una perspectiva

alternativa de las diferencias entre las transiciones de curva de disociacién.
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Nota: El primer andlisis de curva de disociacién derivativa (como lo utiliza la opcién Melt
[Disociacién] estédndar en la ventana Analysis [Andlisis]) se considera inadecuado para el
andlisis de HRM. Esto se debe a que cualquier derivacién de los datos afiade ruido artificial y

dificulta la interpretacion de los datos.

Los siguientes pasos describen el andlisis de los resultados de HRM mediante el software
Rotor-Gene Q.

1. Seleccione la opcién HRM de la ventana Analysis (Andlisis).

Analysis #
2 5td Curves (Fel) | Other. |

Quantitation kel

" HRM AHRM [Page 1)

Show | Hide |

2. Aparecerdn una serie de ventanas en las que se muestran los datos sin procesar, los graficos
normalizados y los resultados. La ventana de datos sin procesar permite ajustar las regiones
de normalizacién. La normalizacién permite comparar las curvas con los mismos niveles de
sefal de inicio y finalizacién para facilitar la interpretacién y el andlisis. Se proporcionan dos
cursores por regién que, de manera predeterminada, estardn en los extremos de la curva. Los
puntos de datos dentro de las regiones se utilizardn para normalizar la fluorescencia (solo en
el eje y) en el inicio (Regién 1) y en el final (Regién 2) del grdfico de disociacién. Los datos
que queden fuera de las regiones definidas no se tendrén en cuenta. Ajuste las regiones para
abarcar los datos de valores de referencia representativos de las fases de predisociacion y
posdisociacién. Si se amplian las regiones (haciendo clic y arrastrando), el software podré
ajustar la pendiente de los valores de referencia. Para garantizar que las curvas se normalizan

de manera eficaz, no amplie las regiones de normalizacién durante la fase de disociacién.
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B Rotor-Gene Q Series Software - high resolution melt demo 18] X
Fle Andlyss Run Gan View window Help
4l ) » 7 d
ACH P UEO | I & & ([
New Open Save | Siat Pase o | Help Settings Progress Profie  Temp. Samples Anaysis Reports Arrange
]channe\; ' Melt AFarRed . Melt Affrom 82). FarRed
[BY HRM Analysis - Melt A{from 82).FarRed {Page 1) -|O] x| | Page: Page 1
= = 7
Reports. Resubs  Mormalised Graph | Genokypes. i 197
— T 4
o 3| 5 195
— H ©
0 — 5 7
[ — 5
== i 8 0
= !
(il e £ g
3 2 10
B0 n 23
i 12
ol 3 13 167
i 14 neal
ol § 15 189
£ 18
n| 2
g <
] | BarkOn | BankOf ||
10 — NamedOn | AIOn | AIDH |
20 @s @0 @5 a0 ss G0 s 80 e 40 s 80 s 0 s 90 Edi Sompls. |
deg
Aot Scde | Auto-scale ~Normalisation Regions
Leading Range
B HRM Normalised Graph - Melt A{fro =) St 24 =

Normalised Giraph | Difference Graph |

ormalised Fluarescency

E 4 85 5 & E Es
deg

=

mulalion
hetercaygote
mutation
hetsiozygots
heterozygote
wild type
wild type
heterozygote
heterozygole

End: [R28 =]

Tisiing Range
=
stat:[B33 5

=l
End: B37

Canfidence Percentage
=y
Theshold [0 =%

Rtor-Gene 0 Series Software 1.7 (Build 34]

Nota: Recomendamos mover los cursores solo si desea evitar dreas de la curva de disociacién.

El movimiento de los cursores hacia las transiciones de fase de disociacién puede afectar a los

grdficos de substraccién y los porcentajes de confianza.

3. La ventana Normalised Graph (Grdfico normalizado) muestra las curvas de disociacién

normalizadas. Las muestras también pueden visualizarse como grdficos de diferencia respecto

a uno de los controles.

rotor-Gene Q Series Software - high resolution melt demo - [HRM Normalised Graph - Melt A(from 82).FarRed (Page 1)1

O Fle Analysis Run Gain View Window Help

7 = : / R
ACHPHUNERO W« ¢ & W m| N ‘
New Open Save | Stat Pause St | Help Settings Progress Profie  Temp, Samples Andlyss Reperts Arange

|chanmets vk aFarmed o el Arom a2) FavRed‘

| Difterence Graph |

Normalized Fluorescence

J 825 830 83§ 840 845 80 85 880 885 &70
dea

Page: Page 1
T
2 137
3 o
N
5 135
6
T
8 201
9

10

11 &

K —
Bark On Bark Off
NamedOn | AlOn | AlGH

Exit Samples.

- Nomalisation Regions
Leading Range
start: [24 =
end: [f28 =]

Traiing Range
|
st [m3 5

=
End: a7 5

Confidence Percentage
Theshoid [0 =

Fictor-Gene Q Series Software 1.7 (Buid 34)

4. Haga clic en el botén Genotypes... (Genotipos...) para definir los genotipos. Introduzca el

nombre de categoria de cada genotipo y seleccione una muestra representativa para cada uno

de la lista de muestras.
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%@ HRM Genotypes

Clear |

Genotype Cantral

mtation 198
wild type 20
heterozygote 197

ok

Cancel

=10l x|

elect a Control

x|

Please select the control that is representative of this
genatype.

Currently Selected : 198

[21197
[3] hegl
[4]156
[5]1595
[E] heg2
[7)202

[B12m =
ol -

Select I Select None | Cancel

diferencia). Después, seleccione el genotipo con el que desea comparar el resto de las muestras
del mend desplegable situado en la parte superior de la ventana. En el ejemplo que aparece

a continuacién, todas las muestras se representan sustraidas de un esquema de los valores

5. Consulte el grdfico de diferencias seleccionando la pestafia Difference Graph (Grdfico de

medios de todas las muestras etiquetadas como Mutation 1 (Mutacién 1).

fRotor-Gene Q Series Software - high resolution melt demo - [HRM Normalised Graph - Melt Alfrom 82).FarRed (Page 1)] —181x]
. Fie Analysis Run Gain View Window Help 18] x|
7 - 2 % v g o
AEHPINRG v & O & A W 5 h

New Open Save | Star Pause Stop | Hel Settings Progress Profie  Temp. Samples Analysis Reports Arange

JChanne\; 7 Melk AFarRed 7 Mkt Affrom 82).FarRed

Nomised Groph  Diference Graph | Page: Page1

T
Genotypes | I 2 197
3 =

15 4
5 135

6

7
g a0

a

0 1
1 G

Normaised minus mutetion

T —
Bank On Bank Off
NemedOn | Aln | AlDR
Edil Samples.

ion Regions

T
|
/:
\,

Leading ange
Start: [24 =
end: [f28 =]
Traiing Alange

sten:[33 =]

=l
End: [B87

J 25 830 835 840 845 850 855 6.0 6.5 870 a5 8.0
deg

Confidence Percentage
=y
Thieshod [0 %

Rotor-Gene 0 Series Software 1.7 (Buid 3]
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6. El software identificard los genotipos de manera automdtica en la ventana Results (Resultados).

Se proporcionard un valor de confianza como comprobacién de integridad de los resultados

identificados automdticamente. Es posible editar el valor del umbral por encima del cual se

llevan a cabo las identificaciones automdticas. Las muestras que quedan por debajo del umbral

definido se marcardn como variaciones para examinarlas cuidadosamente o volver a

someterlas al andlisis.

Genotype Confidence %

mutation 100.00
2 197 heterozygate 100,00
4 W= mutation 95.72
) 195 heterozygote | 97.58
7 . 202 heterozpgate | 97.80
8 . am wild type 100.00
5 2o wild type 3386
10 M1s heterozygote | 98.91
12 B heterozygole | 96.23
13 187 wild type 99.23
15 189 wild type 97.59
e v . e

Mormalization Regions
Leading Rangs
Stat: [B24 =
End: 28 =
Traling Ranae

. =
Start : |89.3 =

End: [837 =

Confidence Percentage
Thieshold [30 =%
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11 Resolucién de problemas

En este apartado se proporciona informacién acerca de qué hacer si se produce un error durante
el uso del Rotor-Gene Q MDx System.

Si necesita asistencia adicional, pédngase en contacto con el servicio técnico de QIAGEN mediante

la informacién de contacto que se indica a continuacién:
Sitio web: support.giagen.com

Cuando se ponga en contacto con el servicio técnico de QIAGEN por un error con el Rotor-Gene Q MDx,
anote los pasos que han dado lugar al error y cualquier informacién que aparezca en los cuadros

de didlogo. Esta informacién ayudard al servicio técnico de QIAGEN a resolver el problema.

Cuando se ponga en contacto con el servicio técnico de QIAGEN para notificar un error, tenga a

mano la informacién siguiente:

Numero de serie, tipo y versién del instrumento Rotor-Gene Q MDx
Versién del software (si procede)

Fecha y hora de la primera aparicién del error

Frecuencia de aparicién del error (es decir, error intermitente o persistente)
Descripcién detallada de la situacién de error

Si es posible, una fotografia del error

Copia de los archivos de registro

Esta informacién le ayudard a usted y al especialista de servicio t#écnico de QIAGEN a abordar el

problema de la manera mas eficiente.

Nota: La informacién sobre las versiones més recientes del software y del protocolo se puede
encontrar en www.giagen.com. En algunos casos, puede que se disponga de actualizaciones para

abordar problemas especificos.
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11.1 Ficheros de registro

El software almacena un registro sin modificar de cada andlisis junto a la informacién del
diagnéstico en el repositorio de ficheros de registro. Puede enviar un mensaje de correo electrénico
con toda la informacién de diagnéstico necesaria al servicio técnico de QIAGEN con la funcién
Help (Ayuda) de la opcién Send Support Email (Enviar correo electrénico al servicio técnico)

(consulte el apartado 6.12.1).

Para ahorrar espacio en disco, solo se almacenarén los ficheros de registro de las Gltimas 60
series. Los registros de fichero mds antiguos se irdn sobrescribiendo a medida que se crean nuevos
registros.

11.2 Errores de hardware y de software

11.2.1 Resolucién de problemas para HRM

Comentarios y sugerencias

No se puede ejecutar el HRM.

El modelo de Rotor-Gene Q MDx no  Péngase en contacto con su representante local de QIAGEN.
estd equipado para HRM.

No se han obtenido datos de HRM.

Configuracién incorrecta. Compruebe los ajustes del filtro.
Compruebe si el tipo de rotor es correcto.
Compruebe si se han utilizado los reactivos adecuados.
Compruebe si la reaccién se ha configurado correctamente.

Ejecute la serie como experimento de control positivo (es decir, como
ensayo que se sabe que dara resultados).

La linea del gréfico es dentada.

Baja amplificacién o sin Compruebe si se han utilizado los protocolos y los reactivos correctos. Le
amplificacién. recomendamos que utilice los kits de QIAGEN para los andlisis de HRM.

Compruebe si la reaccién se ha configurado correctamente.
Compruebe las condiciones de ciclado.

Compruebe la calidad y la cantidad iniciales del molde. Ademds, le
recomendamos que utilice los kits de QIAGEN para la preparacién de las
muestras.

Los grdficos de disociacion o amplificacion estan saturados.

El nivel de ganancia es demasiado  Utilice la opcién Auto-Gain Optimisation (Optimizacién de ganancia
elevado. automdtica) (consulte la pdgina 64).

Los porcentajes de confianza han cambiado.

Las regiones de normalizacién se Mueva las regiones de normalizacién solo si es necesario para evitar
han movido haciendo clic y partes de la curva de disociacion.
arrastrando.
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Comentarios y sugerencias

Hay valores afipicos en los datos.

Configuracién de reaccién
incoherente.

Hay inhibidores en la muestra.

Molde demasiado escaso o

degradado.

Compruebe si se han utilizado los reactivos adecuados.
Compruebe que los tubos utilizados son uniformes.

Compruebe que se ha utilizado la misma mezcla maestra en todas las
muestras.

Compruebe la calidad y la cantidad iniciales del molde.

11.3 Mensajes de error y advertencia

11.3.1 Errores generales del instrumento

Mensaje de error

Comentarios y sugerencias

Can't open the serial port
<COMPORT> (No se puede abrir el
puerto de serie <PUERTO COM>)

Chamber lid open (Tapa de la
cdmara abierta)

Could not continue run; the chamber
lid was opened during a run. Please
reset the machine, and restart the
software. (No se ha podido
continuar con la serie; la tapa de la
cdmara se abrié durante la serie.
Restablezca el equipo y reinicie el

software).

Chamber lid open (Tapa de la
cdmara abierta)

The instrument chamber lid is open.
Please close the lid and then click
Continve. (La tapa de la camara del
instrumento estd abierta. Cierre la
tapa y haga clic en Continue
[Continuar]).

Communication corrupted
(Comunicacién dafiada)

Communication out of sequence
(Comunicacién fuera de secuencia)

Instrument has received data from
the machine that is out of sequence
(El instrumento ha recibido datos del
equipo que estan fuera de la
secuencia).

Este error ocurre en el arranque del software cuando este no puede
establecer la comunicacién con el instrumento a través del puerto COM
configurado. Esto se debe, habitualmente, a un cable dafiado o suelto, a
un puerto de serie o USB fafiado, a un problema en el controlador USB o a
un problema en el controlador conversor de USB a serie.

Vuelva a conectar o sustituya el cable. Reinstale los controladores
adecuados. Inicie el software en Virtual Mode (Modo virtual) y seleccione
Setup/Auto-Detect (Configuracién/Deteccién automdtica) del meng File
(Archivo) para restablecer el puerto COM configurado.

Este error ocurre cuando el software detecta que la tapa se ha abierto en
medio de una serie.

Restablezca el equipo y reinicie el software.

Este error ocurre cuando el usuario intenta iniciar una serie con la tapa del
instrumento abierta.

Cierre la tapa y haga clic en Continue (Continuar).

Este error se produce cuando los datos recibidos del instrumento no se
ajustan al patrén esperado.

Un técnico de campo especializado de QIAGEN debe realizar més
investigaciones para diagnosticar cudl es exactamente el problema del
instrumento.

Péngase en contacto con su distribuidor o con el servicio técnico de
QIAGEN.

Este error se produce cuando los datos recibidos del instrumento no estén
en el orden correcto.

Un técnico de campo especializado de QIAGEN debe realizar més
investigaciones para diagnosticar cudl es exactamente el problema del
instrumento.

Péngase en contacto con su distribuidor o con el servicio técnico de
QIAGEN.
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Mensaije de error Comentarios y sugerencias

Communication protocol error (Error  Este error ocurre cuando el protocolo de comunicacién configurado en el

de protocolo de comunicacién) firmware no es el mismo que en el protocolo esperado.

A communication protocol error Un técnico de campo especializado de QIAGEN debe realizar mas
occurred with this run (Ha ocurrido  investigaciones para diagnosticar cudl es exactamente el problema del
un error de protocolo de instrumento o del protocolo de comunicacién.

comunicacién en la serie).

Detector motor jam, stopped Este error puede ocurrir cuando se inicia el Rotor-Gene Q MDx justo
machine (Atasco en el motor del después de haberse entregado, en entornos frios.

detector, se ha detenido el equipo) Si es el caso, deje que el instrumento se aclimate a temperatura ambiente

durante al menos una hora antes de encenderlo.

Si el error no desaparece, péngase en contacto con su distribuidor o con
el servicio técnico de QIAGEN.

Fatal hardware malfunction (Error  Este error ocurre cuando el software detecta un error fatal del hardware y
fatal del hardware) activa un procedimiento de autoproteccién que hace que se apague el
The instrument detected that there equipo.

was a fatal hardware malfunction.  Apague el instrumento inmediatamente y péngase en contacto con su

Do not attempt to re-use the machine  distribuidor o con el servicio técnico de QIAGEN.
until the machine has been serviced

by your distributor (El instrumento

detecté un fallo fatal del hardware.

No intente reutilizar el equipo hasta

que su distribuidor haya realizado

las tareas de mantenimiento

pertinentes).

Machine error (Error del equipo) Este error ocurre cuando el software detecta errores en el equipo que no se
This run was stopped as machine han podido subsanar. El software detiene la serie.

errors occurred that could not be Inténtelo de nuevo con ofra serie. Si el problema persiste, péngase en
recovered from. Please contact your  contacto con su distribuidor o con los servicio técnico de QIAGEN y
distributor if this occurs again, adjunte un archivo de soporte.

attaching a support archive file (Se
ha detenido la serie porque han
ocurrido errores en el equipo que no
se han podido subsanar. Péngase
en contacto con su distribuidor si
esto vuelve a ocurrir y no olvide
adjuntar un archivo de soporte).

Machine unplugged (Equipo Este error ocurre cuando el instrumento no logra establecer la
desenchufado) comunicacién con el software después de un infervalo de tiempo definido.
The instrument is not responding and Normalmente, se debe a algin error del instrumento o un exceso de
failed with the message <ERROR actividad del ordenador, lo que hace que se pierda el paquete.
MESSAGE >. This is an Algunas de las causas habituales relacionadas con el software son, por
unrecoverable failure, please reset  ejemplo, tareas que sobrecargan el procesador, como tareas de andlisis
the instrument and restart the programados o proteccién del antivirus, tarjetas inalémbricas o tarjetas de
software. (El instrumento no infrarrojos.

responde y ha dado un error con el
mensaje <MENSAJE DE ERROR>.
Se trata de un fallo no subsanable;
restablezca el instrumento y reinicie  Péngase en contacto con su distribuidor o con el servicio técnico de
el software). QIAGEN si el problema persiste.

Inhabilite o desinstale la tarea o el software que sobrecarga el procesador.

Restablezca el instrumento y reinicie el software.
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Mensaije de error

Comentarios y sugerencias

Machine unplugged (Equipo
desenchufado)

The instrument is not connected to
your computer on <PORT NAME>.
Reconnect the serial cable to the
back of the computer and then click
Continue. (El instrumento no estd
conectado al ordenador en
<NOMBRE DE PUERTO>. Vuelva a
conectar el cable de serie a la parte
trasera del ordenador y, después,
haga clic en Continue [Continuar]).

Obiject variable or with block
variable not set (Objeto variable o
con variable de bloque no definida)

Rotor speed failure (Error de
velocidad del rotor)

Time out while setting the rotor
speed (Se ha agotado el tiempo de
espera al establecer la velocidad
del rotor).

Serial port in use (Puerto de serie en
uso)

The serial port is currently being
used by another application. Close
any applications such as
communications or synchronization
software and then retry (El puerto de
serie estd siendo utilizado por ofra
aplicacién. Cierre el resto de las
aplicaciones, como las de software
de comunicacién o sincronizacién, y
vuelva a intentarlo).

Shutdown timeout (Tiempo de espera
para apagar agotado)

The instrument has exceeded the
expected time fo shutdown. Please
reset the machine, and reset the
software (El instrumento ha
superado el tiempo de espera hasta
el apagado. Restablezca el equipo
y el software).

Este error ocurre cuando se pierde la comunicacién USB o de serie con el
instrumento.

Vuelva a conectar el cable de serie a la parte trasera del ordenador y,
después, haga clic en Continue (Continuar).

Este error ocurre en el arranque del software cuando el archivo de molde
del experimento predeterminado se ha dafiado. Esto puede ocurrir si el
software/ordenador se apaga sin cerrarlo correctamente, por ejemplo,
durante un corfe de energia.

Elimine el archivo C:\Program Files\Rotor-Gene Q
Software\Templates\normal.ret (C:\Archivos de programa\Rotor-Gene Q
Software\Templates\normal.ref) y reinicie el software.

Este error ocurre cuando el software ha intentado establecer la velocidad
del rotor y no ha podido definir la velocidad deseada durante el tiempo de
espera.

Un técnico de campo especializado de QIAGEN debe realizar més
investigaciones para diagnosticar cudl es exactamente el problema del
instrumento.

Péngase en contacto con su distribuidor o con el servicio técnico de
QIAGEN.

Este error ocurre cuando el software trata de establecer conexién con el
equipo en el puerfo COM configurado cuando el puerto estd siendo
utilizado por otro software.

Cierre el resto de las aplicaciones, como las de software de comunicacién
o sincronizacién, y vuelva a infentarlo.

Este error ocurre cuando el software ha lanzado el comando para apagar
el instrumento, pero el equipo sigue enviando datos después de esperar un
periodo de gracia.

Restablezca el equipo y reinicie el software.
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Mensaije de error

Comentarios y sugerencias

Temperature protection activated
(Proteccién de temperatura activada)

The instrument detected that the
chamber temperature increased
above a safe level. It has therefore
entered a self-protection mode.
Please turn off the instrument and
contact your distributor if the
problem persists (El instrumento ha
detectado que la temperatura de la
cdmara ha aumentado y estd por
encima del nivel que se considera
seguro. Por tanto, ha entrado en
modo de autoproteccién. Apague el
instrumento y péngase en confacto
con su distribuidor si el problema
persiste).

Thermistor is open (El fermistor estd
abierto)

The instrument detected that the
thermistor is open, and so to prevent
damage to the machine, it has been
turned off. Please contact your
distributor if this occurs again. (El
instrumento ha detectado que el
termistor estd abierto. Para evitar
dafios en el equipo, se ha apagado.
Péngase en contacto con su
distribuidor si vuelve a ocurrir).

Unrecoverable errors occurred (Se
hQn producido errores no
subsanables)

This run was stopped as machine
errors occurred that could not be
recovered from. Please contact your
distributor if this occurs again,
attaching a support archive file (Se
ha detenido la serie porque han
ocurrido errores en el equipo que no
se han podido subsanar. Péngase
en contacto con su distribuidor si
esto vuelve a ocurrir y no olvide
adjuntar un archivo de soporte).

Este error ocurre cuando el software detecta que la tfemperatura de la
cdmara ha aumentado y esté por encima del nivel que se considera
seguro, por lo que se activa un procedimiento de autoproteccién.

Apague el instrumento inmediatamente y péngase en contacto con su
distribuidor o con el servicio técnico de QIAGEN.

Este error ocurre cuando el software detecta que el termistor estd abierto y

no puede leer la temperatura. El software activa un procedimiento de
autoproteccién y apaga el equipo.

Apague el instrumento inmediatamente y péngase en contacto con su
distribuidor o con el servicio técnico de QIAGEN.

Este error ocurre durante una serie, cuando el software ha agotado los
infentos para subsanar un error sin éxito.

Un técnico de campo especializado de QIAGEN debe realizar més
investigaciones para diagnosticar cudl es exactamente el problema del
instrumento.

Péngase en contacto con su distribuidor o con el servicio técnico de
QIAGEN.

Manual del usuario de Rotor-Gene Q MDx CE  02/2022

200



11.3.2 Mensajes del software de Rotor-Gene Q

A continuacién se presenta una lista de mensajes de uso, advertencia y otros que podrian aparecer
en el software Rotor-Gene durante el funcionamiento del hardware y el software. Las partes
variables de cada mensaje, como las descripciones del error de caracteristicas se proporcionan
entre paréntesis angulares (por ejemplo, < ERROR DESCRIPTION > [<DESCRIPCION DEL
ERROR>]).

Texto del mensaje

Mensajes generales

1 A raw channel already exists for this page. If you would like to recreate this page, you must first delete
the raw channel via the Options button and then try again. (Ya existe un canal sin procesar para esta
pégina. Si desea recrear esta pagina, primero deberd eliminar el canal sin procesar en el botén
Options [Opciones] y volver a intentarlo).

2 A serious problem has occurred which requires shutting down the software. After you click OK, your
current work will be saved, and the machine will be turned off, if possible. If this problem persists, please
contact your distributor (Ha ocurrido un problema y el software debe cerrarse. Una vez que haga clic en
OK [Aceptar], se guardard la tarea actual y el equipo se apagard, si es posible. Si el problema persiste,
pdngase en contacto con su distribuidor).

3 Cannot delete this page. There must always be at least one sample page (No es posible eliminar esta
pégina. Siempre debe haber, al menos, una pégina de muestra).

4 Can't connect to instrument on serial port <COMPORT>. Check the machine is correctly plugged into the
back of the computer, then retry (No se puede establecer la conexién con el instrumento en el puerto de
serie <PUERTO COM>. Compruebe que el equipo estd correctamente enchufado en la parte posterior
del ordenador y vuelva a intentarlo).

5 Can't open the serial port <COMPORT> to connect to the instrument. Check you do not have any
communications software open, then refry (No se puede abrir el puerto de serie <PUERTO COM> para
establecer la conexién con el instrumento. Compruebe que no tiene ningin software de comunicacién
abierto y vuelva a intentarlo).

6 Could not save to run because some data on the form was invalid. Please check your entries then try
again (No se ha podido almacenar en la serie porque algunos datos del formulario no eran vélidos.
Compruebe los datos introducidos y vuelva a intentarlo).

7 Couldn't save file. Confirm the disk has enough space and that it is free of errors (No se puede guardar
el archivo. Confirme que el disco tiene suficiente espacio y que no tiene errores).

8 E-mail application could not be started. Confirm that it has been correctly installed on your computer (No
ha podido iniciarse la aplicacién de correo electrénico. Confirme que estd correctamente instalada en
su ordenador).

9 Encountered an error during run: <ERROR DESCRIPTION>. The run will continue, and a message will be
logged in the messages tab of Run Info (Se ha defectado un error durante la serie: <DESCRIPCION DEL
ERROR>. La serie continuard ejecutdndose y el mensaje se archivard en la pestafia Messages
[Mensajes] de Run Info [Informacién de la serie]).

10 Instrument was not detected. Please ensure you have correctly connected the instrument, and that the
instrument is turned on (No se ha defectado ningdn instrumento. Asegirese de que lo ha conectado
correctamente y de que estd encendido).

11 Logging is currently disabled due to a previous error. Archived logs cannot be viewed until the software
has been restarted (El registro de archivos estd inhabilitado debido a un error anterior. Los registros de
ficheros no pueden visualizarse hasta que el software se haya reiniciado).

12 Not all samples could be normalised as the fluorescent level was too low (No se han podido normalizar
todas las muestras porque el nivel de fluorescencia fue demasiado baijo).

13 Only runs performed with the same rotor as the current run may be imported (Solo se pueden importar
series ejecutadas con el mismo rotor que la serie actual).

14 Please note that log files for the current run will not be available until it has completed (Tenga en cuenta
que los archivos de registro de la serie actual no estarén disponibles hasta que esta finalice).
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Texto del mensaje

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29
30

31

32

33

Please type valid number of times to repeat. It should be more than O (Escriba un valor vélido en el
némero de repeticiones. Debe ser una cifra superior a 0).

Problem encountered while updating log data. Logging has been disabled, but will be renabled on the
next run (Se ha detectado un problema durante la actualizacién de los datos del registro. Se ha
inhabilitado el registro de archivos, pero volverd a habilitarse en la siguiente serie).

Run file signing ensures the integrity of your run results. Information about a run's signature can be found
in the Run Info window (Firmar el archivo de la serie garantiza la integridad de los resultados. Puede
encontrar la informacién de la firma de una serie en la ventana Run Info [Informacién de la serie]).

Sample ID is locked. Cannot paste over locked samples (Se ha bloqueado el ID de la muestra. No se
pueden pegar datos en muestras bloqueadas).

TeeChart Office has not been installed on this computer. Please re-install the Rotor-Gene software (No se
ha instalado TeeChart Office en este ordenador. Vuelva a instalar el software de Rotor-Gene).

The COM port configured for the instrument is not selected. You must select a COM port (El puerfo COM
configurado para el instrumento no se ha seleccionado. Debe seleccionar un puerto COM).

The loaded run file contains a signature which does not match the file contents. This means the file has
either been corrupted, or tampered with since it was written by the Rotor-Gene software (El archivo
cargado contiene una firma que no coincide con el contenido del archivo. Esto significa que el archivo
estd dafiado o que se ha modificado desde que lo escribié el software Rotor-Gene).

The loaded run file has no signature. The contents of this file cannot be guaranteed (El archivo cargado
no tiene firma. El contenido de este archivo no puede garantizarse).

The Machine serial number is not valid. Serial numbers must be at least 6 digits long (El ndmero de serie
del equipo no es vélido. Los nimeros de serie deben tener al menos 6 digitos).

The machine will now be cooled to <TEMPERATURE> degrees. The chamber and surfaces will still be
very hot when opening the machine. Please exercise due caution and wear protective gloves if touching
any of the surfaces or tubes (El equipo se enfriaré hasta alcanzar los <TEMPERATURA> grados. La
camara y las superficies seguirdn estando muy calientes cuando se abra el equipo. Tenga cuidado y no
olvide usar guantes de proteccién para tocar la superficie o los tubos).

The regional settings for your computer are conflicting. Ensure your currency and numeric decimal
placeholders are matching (La configuracién regional del ordenador es incoherente. Asegirese de que
los marcadores de divisa y decimales coinciden).

The serial number entered in the welcome screen <SERIAL NUMBER 1> does not match the serial number
stored in the attached machine <SERIAL NUMBER2>. The computer's serial number has now been
updated to match the connected machine (El némero de serie introducido en la pantalla de bienvenida
<NUMERO DE SERIET> no coincide con el nimero de serie almacenado en el equipo conectado
<NUMERO DE SERIE 2>. El némero de serie del ordenador se ha actualizado para que coincida con el
del equipo conectado).

There was a problem communicating with the communication board. You should reboot the computer
and then retry (Ha ocurrido un problema al intentar establecer la comunicacién con la placa de
comunicacién. Reinicie el ordenador y vuelva a intentarlo).

There was a timeout attempting fo talk to the instrument. Check it is correctly plugged in (Se ha agotado
el tiempo de espera al intentar establecer la comunicacién con el instrumento. Compruebe que estd
correctamente conectado).

This feature cannot be used in virtual mode (Esta funcién no se puede utilizar en el modo virtual).

This profile file was created in a more recent version of the Rotor-Gene software. Certain aspects may not
load correctly (Este archivo de perfil se ha creado en una versién mas reciente del software Rotor-Gene.
Es posible que algunos elementos no se carguen correctamente).

This run file was created in a more recent version of the Rotor-Gene software. Certain aspects of the run
may not load correctly (Este archivo de serie analitica se ha creado en una versién més reciente del
software Rotor-Gene. Es posible que algunos aspectos de la serie no se carguen correctamente).

This sample file was created in a more recent version of the Rotor-Gene software. Certain aspects may
not load correctly (Este archivo de muestra se ha creado en una versién mds reciente del software Rotor-
Gene. Es posible que algunos elementos no se carguen correctamente).

This software will perform basic simulation of @ machine for training and demonstration purposes. You
can disable this setting via the Setup screen, accessible from the File menu (Este software llevaré a cabo
una simulacién bésica de un equipo con fines demostrativos y de formacién. Puede inhabilitar este
ajuste en la pantalla Setup [Configuracién], a la que podrd acceder desde el mend File [Archivo]).
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Texto del mensaje

34

35

36

37

38

39

40

41
42

43

44
45

46

47

48

49

50

51

This template was created in a more recent version of the Rotor-Gene software. Certain aspects of the
template may not load correctly (Este molde se ha creado en una versién més reciente del software
Rotor-Gene. Es posible que algunos elementos del mismo no se carguen correctamente).

Unable to load this sample file as tube layouts do not match. Load these samples before starting the run
(No es posible cargar este archivo de muestra porque la disposicién de los tubos no coincide. Cargue
estas muestras antes de iniciar la serie).

Unable to open communications with the machine because another application is already using
<COMPORT>. Check you do not have any applications running that use the same serial port, then retry
(No es posible establecer la comunicacién con el equipo porque otra aplicacién ya estd utilizando el
puerto <PUERTO COM>. Compruebe que no se estén ejecutando ofras aplicaciones que utilicen el
mismo puerto y vuelva a intentarlo).

Unrecoverable errors were encountered while attempting to load the file. The file was not loaded (Se han
detectado errores no subsanables al intentar cargar el archivo. No se ha cargado el archivo).

You cannot stop the program while the run is in progress (No puede detener el programa mientras se
estd ejecutando una serie).

You have insufficient rights to use the software. Please contact the domain administrator to set up groups
(No dispone de derechos suficientes para utilizar el software. Pédngase en contacto con el administrador
para que configure los grupos).

You must have performed a quantitation analysis to export samples (Debe haber llevado a cabo un
andlisis de cuantificacién para poder exportar las muestras).

You must select a COM port before continuing (Debe seleccionar un puerto COM para continuar).

Your run could not be saved to its default location. On the following window, select an alternative
location to save your run (La serie no se ha podido guardar en la ubicacién predeterminada. Seleccione
en la ventana siguiente una ubicacién alternativa donde guardarla).

Your settings have been saved. Click OK to close the software (Se han guardado sus ajustes. Haga clic
en OK [Aceptar] para cerrar el software).

You must select a rotor before continuing (Debe seleccionar un rotor para continuar).

You cannot start the run until you tick the checkbox to confirm that the locking ring has been attached
(Para poder iniciar la serie, debe marcar la casilla de verificacién que indica que se ha fijado el anillo
de bloqueo).

Mensajes de ajuste de ganancia automdtica

Manual gain adjustment uses the channels you have defined in your profile. As you have not defined any
acquisition points in your profile, you cannot perform manual gain adjustment (La configuracién de la
ganancia manual utiliza los canales que ha definido en su perfil. Debido a que no ha definido ningin
punto de adquisicién en su perfil, no podré ajustar la ganancia manualmente).

The temperature you entered was not saved because it was outside the range of the machine. Enter a
valid temperature (No se ha guardado la temperatura que ha introducido porque se encontraba fuera
del rango del equipo. Infroduzca una temperatura vélida).

Mensaijes del editor

Please enter a valid group code. Group codes must be a maximum of 5 characters, and contain no
spaces or commas (Introduzca un cédigo de grupo vélido. Los cédigos de grupo deben tener una
longitud méxima de 5 caracteres y no deben contener espacios en blanco ni comas).

Please enter a valid group name. Group names cannot contain commas or be empty (Infroduzca un
nombre de grupo vdlido. Los nombres de grupo no deben contener comas ni estar vacios).

Mensaijes de calibracién de la desnaturalizacién éptica

Unable to set as optical denature point due to calibration failure. Please enter a valid number of seconds
to hold. It should be a positive value (No es posible ajustar un punto de desnaturalizacién éptica debido
a un fallo de la calibracién. Introduzca un ndmero vélido de segundos para el mantenimiento. Debe ser
un valor positivo).

A melt peak could not be detected during Optical Denature Calibration. This may be because the
incorrect tube was selected for calibration, or that an inappropriate chemistry was used for this sample.
A timed step profile was run instead (No se ha defectado un pico de disociacién durante la calibracién
de la desnaturalizacién éptica. Esto se puede deber a que se ha seleccionado el tubo incorrecto para la
calibracién o a que se ha utilizado un producto quimico inadecuado para esta muestra. Se ha
ejecutado, en su lugar, un perfil de paso temporizado).

Mensajes de OTV
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You must enter a valid OTV serial number to perform the run (Debe introducir un ndmero de serie de
OTV vélido para ejecutar la serie).

This temperature verification file has been corrupted. Please uninstall and re-install the Rotor-Gene
software to correct this error (Este archivo de verificacién de temperatura estd dafiado. Desinstale y
vuelva a instalar el software Rotor-Gene para corregir este error).

This run file is not correctly signed. Results cannot be displayed (Este archivo de serie no est4
correctamente firmado. No se pueden mostrar los resultados).

You cannot start until you tick the checkbox to confirm that the fluorescent insert has been placed
correctly (Para poder iniciar la serie, debe marcar la casilla de verificacién que confirma que la placa
insertable fluorescente se ha insertado correctamente).

This rotor has expired. Please contact your distributor to obtain a replacement (Este rotor ha caducado.
Péngase en contacto con su distribuidor para obtener un repuesto).

Mensajes del menu de seguridad

Could not open the Windows user/group manager (No se ha podido abrir el administrador de
usuarios/grupos de Windows).

Could not create groups (No se han podido crear grupos).

Cannot modify access of inbuilt accounts (No se puede modificar el acceso de las cuentas
incorporadas).

Menu de andlisis

You have only selected one channel for analysis. To select multiple channels, drag a rectangle around
the channels you wish to display in the analysis selection window (Solo ha seleccionado un canal para
el andlisis. Para seleccionar varios canales, trace un rectdngulo alrededor de los canales que desee
visualizar en la ventana de seleccién de andlisis).

You have selected multiple channels for analysis. This analysis technique only allows single channels to
be analysed (Ha seleccionado varios canales para el andlisis. Este método de andlisis solo permite
analizar canales individuales).

Mensajes de medicién de la concentracién

Concentration Measurement performs auto-gain optimisation on the first rotor position. Ensure you have
your highest concentration standard in the first rotor position (La medicién de la concentracién lleva a
cabo una optimizacién automética de la ganancia en la primera posicién del rotor. Asegirese de que el
estandar de concentracién méximo aparezca en la primera posicién del rotor).

Mensajes de andlisis de punto final

To use end-point analysis you must have positive and negative controls in each channel. To define these
controls click OK (Para poder utilizar el andlisis de punto final, debe disponer de controles positivos y
negativos en cada canal. Para definir estos controles, haga clic en OK [Aceptar]).

You have not defined any positive controls. You must define positive controls for each channel you are
analysing (Todavia no ha definido ningén control positivo. Debe definir controles positivos para cada
uno de los canales que esté analizando).

You have not defined any positive controls. You must define positive controls for each channel you are
analysing (Todavia no ha definido ningiin control negativo. Debe definir controles negativos para cada
uno de los canales que esté analizando).

You have not defined any NTC controls. You must define NTC controls for each group (Todavia no ha
definido controles NTC. Debe definir controles NTC para cada grupo).

Mensajes de andlisis de HRM

Genotype <GENOTYPE NAME> does not have a control defined (No se ha definido un control para el
genotipo <NOMBRE DE GENOTIPO>).

Duplicate genotype combinations are not allowed (No se permiten combinaciones de genotipo
duplicadas).

High resolution melts are not supported on this instrument. Please contact your distributor for more
information (Este instrumento no admite disociaciones de alta resolucién. Para obtener mds informacion,
pdngase en contacto con su distribuidor).

Mensaijes de andlisis de disociacién

The genotypes can not be defined until bins have been placed. Please define all bins and then try again
(No se pueden definir los genotipos hasta que no se hayan definido los bins. Defina todos los bins y
vuelva a intentarlo).
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Texto del mensaje

71 You must enter an abbreviation for <GENOTYPE NAME> genotype (Debe introducir una abreviatura
para el genotipo <NOMBRE GENOTIPO>).

Mensaijes de andlisis con diagrama de dispersién

72 Scatter plot analysis requires exactly 2 channels to be selected. To select multiple channels, drag a
rectangle around the channels you wish to display in the analysis selection window, or click while
holding the SHIFT key on each channel (Para el andlisis con diagrama de dispersién se deben
seleccionar exactamente 2 canales. Para seleccionar varios canales, trace un recténgulo alrededor de
los canales que desee visualizar en la ventana de seleccién de andlisis o haga clic en cada canal
mientras mantiene pulsada la tecla MAYUS).

Mensaijes de andlisis de cuantificacién

73 The autofind threshold feature requires that you have defined at least 2 selected standards. To set this
up, rightclick on the sample list and select “Edit Samples...” (Para utilizar la funcién de autodeteccién
del umbral deberd haber definido como minimo 2 esténdares seleccionados. Para configurarlos, haga
clic con el botén derecho del ratén en la lista de muestras y seleccione “Edit Samples...” [Editar
muestras...]).
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12 Glosario

Término

Descripcion

Adquisicién

Bins

CEIVD

Canal

Ganancia

Optimizacién de
ganancia

Bloque de carga

Anillo de bloqueo

Rotor

Rotor-Disc

La adquisicién es la recogida de los datos de fluorescencia. Cada adquisicién (grupo de
datos de fluorescencia) procedente de un canal se visualiza en el software como datos sin
analizar en una ventana “Raw channel” (Canal sin procesar). Estos datos se pueden
analizar mediante las opciones del mend Analysis (Andlisis).

En un andlisis de disociacién, los bins definen una regién donde se espera que se
produzca un pico de disociacién. Los genotipos se pueden definir en virtud de la presencia
de picos en determinados bins o en determinadas combinaciones de bins.

Marcado que indica el cumplimiento de la Directiva Europea 98/79/CE sobre productos
sanitarios para el diagnéstico in vitro.

Un canal consta de un diodo emisor de luz (light emitting diode, LED) con un filtro de
excitacién combinado con un filtro de emisidn. El LED y el filtro de excitacién excitan las
muestras a una longitud de onda determinada. La fluorescencia emitida por las muestras
pasa a través del filtro de emisién antes de ser detectada por un fotomultiplicador.

El instrumento Rotor-Gene Q MDx utiliza un fotomultiplicador para recoger fotones de
fluorescencia y convertirlos en sefiales electrénicas. La ganancia es un ajuste de
configuracién que determina la sensibilidad del fotomultiplicador. Si la ganancia esta
ajustada demasiado alta, la sefial estard excesivamente saturada. Si la ganancia estd
ajustada demasiado baja, no serd posible diferenciar la sefial del ruido de fondo.

La optimizacién de ganancia es un proceso que ajusta dindmicamente el ajuste de
ganancia, permitiendo la seleccién de un ajuste apropiado, lo cual da lugar a una
deteccién 6ptima de la sefial.

Los bloques de carga son bloques de aluminio disponibles en diferentes tamafios que se
utilizan para sujetar los tubos o los Rotor-Disc durante la preparacién de la reaccién. Los
Rotor-Disc Loading Blocks también se utilizan con el Rotor-Disc Heat Sealer para termosellar
los Rotor-Disc.

Los anillos de bloqueo son anillos metdlicos que se acoplan al rotor para impedir que los
tubos y las tapas se suelten durante el funcionamiento del instrumento Rotor-Gene Q MDx.
Los tapones, tapas o tubos sueltos pueden causar dafios al instrumento.

Rotor metdlico que aloja los tubos o discos Rotor-Disc en el instrumento Rotor-Gene Q MDx.
Permite que las muestras giren en la cdmara del instrumento y garantiza que las muestras
estén correctamente alineadas con el sistema éptico. El rotor esté asegurado con un anillo
de bloqueo.

Los discos Rotor-Disc son placas circulares de pocillos de reaccién orientados verticalmente.
Hay disponibles formatos de Rotor-Disc para 72 y para 100 reacciones. Los discos Rotor-
Disc se sellan con la lémina termoselladora Rotor-Disc Heat Sealing Film y el termosellador
Rotor-Disc Heat Sealer.
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13 Especificaciones técnicas

QIAGEN se reserva el derecho de cambiar estas especificaciones en cualquier momento.

13.1 Condiciones ambientales y condiciones de funcionamiento

Potencia 100-240 V de CA, 50-60 Hz, 520 VA (pico)

Potencia nominal 60 VA (modo de espera)

Las fluctuaciones de la tensién de red no deben superar el 10 % de las

tensiones de alimentacién nominales.
Fusible Fusible F5A 250 V
Disipacién térmica/carga térmica  Media: 0,183 kW (632 BTU/hora)
Pico: 0,458 kW (1578 BTU/hora)

Categoria de sobretensién I

Temperatura del aire 18 hasta 30 °C

Humedad relativa 10-75 % (sin condensacién)
Altitud Hasta 2000 m

Ubicacién de funcionamiento Para uso exclusivo en interiores
Nivel de contaminacién 2

Clase de entorno 3K2 (IEC 60721-3-3)

3M2 (IEC 60721-3-3)

13.2 Condiciones de transporte

Temperatura del aire -25 °C hasta 60 °C en el embalaje del fabricante
Humedad relativa Méx. 75 % (sin condensacién)
Clase de entorno 2K2 (IEC 60721-3-2)

13.3 Condiciones de almacenamiento

Temperatura del aire 15 °C hasta 30 °C en el embalaje del fabricante
Humedad relativa Méx. 75 % (sin condensacién)
Clase de entorno 1K2 (IEC 60721-3-1)

13.4 Datos mecénicos y caracteristicas del hardware

Dimensiones Anchura: 370 mm
Altura: 286 mm
Profundidad (sin cables): 420 mm
Profundidad (puerta abierta): 538 mm
Peso 12,5 kg, configuracién predeterminada
Capacidad Hasta 100 muestras por serie con Rotor-Disc 100
Software Software Rotor-Gene Q versién 2.3.x (donde x es >0)
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13.5 Especificaciones (hardware y software)

13.5.1 Especificaciones térmicas

Descripcion Especificacién
Rango de temperatura Entre 35 °Cy 99 °C
(Entre 50 °C y 99 °C en el caso de aplicaciones de termociclado)
Precisién térmica 0,5 °C
(calibrado con el procedimiento de OTV Rotor-Disc)
Resolucién térmica +0,02 °C
(incremento minimo programable)
Uniformidad térmica +0,02 °C

13.5.2 Especificaciones épticas

Descripcion Especificacion

Fuentes de excitacién Diodos emisores de luz de alta energia
Detector Fotomultiplicador

Tiempo de adquisicién 4s
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14 Apéndice A: Términos legales

14.1 Declaracién relativa a la FCC

La “Comisién Federal de Comunicaciones de EE. UU.” (United States Federal Communications
Commission, USFCC) ha declarado (en el titulo 47 del CFR, apartado 15. 105) que los usuarios

de este producto deben ser informados de los hechos y de las circunstancias siguientes.

“Este dispositivo cumple las estipulaciones establecidas en la Parte 15 de la normativa de la FCC:
El funcionamiento estd sujeto a las siguientes dos condiciones: (1) Este dispositivo no puede causar
interferencias perjudiciales y (2) este dispositivo debe aceptar cualquier interferencia recibida,

incluidas las interferencias que puedan causar un funcionamiento no deseado”.
“Este aparato digital de Clase B cumple la Norma Canadiense ICES-0003".

La siguiente frase se aplica a los productos incluidos en este manual, salvo que se especifique lo

contrario. La frase para otros productos aparecerd en la documentacién correspondiente.

Nota: Este equipo ha sido probado y cumple con los limites establecidos para dispositivos digitales
de Clase B, de conformidad con el Apartado 15 de la Normativa de la FCC y cumple con todos
los requisitos de la Norma Canadiense sobre Equipos Causantes de Interferencias ICES -003 para
aparatos digitales. Estos limites se han disefiado para garantizar una proteccién razonable frente
a interferencias perjudiciales en instalaciones residenciales. Este equipo genera, utiliza y puede
emitir energia de radiofrecuencia y, si no se instala y utiliza de acuerdo con las instrucciones,
puede ocasionar interferencias perjudiciales en las comunicaciones por radio. Sin embargo, no
existen garantias de que no vayan a producirse inferferencias en una instalacién determinada. Si
este equipo provoca inferferencias perjudiciales para la recepcién de radio o televisién, lo que
puede establecerse encendiendo y apagando el aparato, el usuario deberia intentar solucionar la

interferencia en una o mas de las siguientes medidas:

® Reorientar o reubicar la antena receptora
e Aumentar la separacién entre el equipo y el receptor

e Conectar el equipo a un enchufe de ofro circuito, distinto de al que se haya conectado el

receptor

Consulte con su distribuidor o técnico especialista en radio y televisién para recibir ayuda.
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14.2 Cumplimiento con el estédndar IEC EN 61326

El Rotor Gene-Q MDx cumple con los requisitos de emisién de interferencia e inmunidad frente a
inferferencias que se describen en los estandares [EC 61326-1 e IEC 61326-2-6.

QIAGEN GmbH Alemania no se responsabiliza de las interferencias de radio o de televisién
causadas por modificaciones no autorizadas de este equipo, o por la sustitucidn o la conexién de
cables de conexién y de equipos diferentes a los especificados por QIAGEN GmbH, Alemania.
La correccién de interferencias generadas por dichas modificaciones, sustituciones o conexiones

no autorizadas es responsabilidad del usuario.
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14.3 Declaracién de conformidad
Nombre y direccién del fabricante legal
QIAGEN GmbH
QIAGEN Strasse 1

40724 Hilden

Alemania

Puede solicitar una declaracién de conformidad actualizada al servicio técnico de QIAGEN.
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14.4 Residuos de aparatos eléctricos y electrénicos (RAEE)

En esta seccién encontrard informacién sobre la eliminacién de residuos de aparatos eléctricos y

electrénicos por parte de los usuarios.

El simbolo de contenedor con ruedas tachado (consulte mds abajo) indica que este producto no se
puede eliminar con ofros residuos, sino que debe llevarse a un centro de tratamiento de residuos

aprobado o a un punto de recogida para reciclaje conforme a la normativa y la legislacién locales.

La recogida selectiva y el reciclaje de residuos de aparatos electrénicos en el momento de su
eliminacién ayudan a preservar los recursos naturales y garantizar que el producto se recicle de

manera que contribuya a proteger la salud humana y el medio ambiente.

QIAGEN ofrece servicios de reciclaje a peticién con un coste adicional. En la Unién Europea, de
acuerdo con los requisitos de reciclaje de RAEE especificos y cuando QIAGEN suministre un

producto de sustitucién, se ofrece el reciclaje gratuito de equipos electrénicos con marcado RAEE.

Para reciclar equipos electrénicos, péngase en contacto con su oficina comercial de QIAGEN para
solicitar el formulario de devolucién necesario. Una vez enviado el formulario, QIAGEN se pondrd
en contacto con usted para solicitarle informacién de seguimiento a fin de programar la recogida

de los residuos electrénicos o proporcionarle un presupuesto individualizado.
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14.5 Cldusula de responsabilidad

QIAGEN se verd eximida de todas sus obligaciones de garantia si las reparaciones o las
modificaciones son llevadas a cabo por personas ajenas al personal de la empresa, excepto en
los casos en los que la empresa haya dado su consentimiento por escrito para la realizacién de

dichas reparaciones o modificaciones.

Todos los materiales sustituidos en los términos de esta garantia estardn garantizados
exclusivamente durante el periodo de garantia original y en ningin caso més alld de la fecha de
vencimiento de esta, salvo que lo haya autorizado por escrito un responsable de la empresa. Los
dispositivos de lectura, los dispositivos de interconexién y el software relacionado Gnicamente estén
garantizados durante el periodo ofrecido por parte del fabricante original de estos productos. Las
declaraciones y garantias realizadas por cualquier persona, incluidos los representantes de
QIAGEN, que sean incoherentes o entren en conflicto con las condiciones de la presente garantia

no serdn vinculantes para la empresa excepto si se especifican por escrito y se aprueban por un
responsable de QIAGEN.
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14.6 Acuerdo de licencia del software

1. En el siguiente acuerdo, “Qiagen” hace referencia a Qiagen GmbH y sus empresas asociadas,
y “Software” hace referencia a los programas y datos suministrados en soporte fisico (por ejemplo,
CD-ROM,) o de Internet con estas condiciones. (Si tiene dudas o preguntas sobre cualquier aspecto
del presente acuerdo, envie un correo electrénico a support@qiagen.com). El Software y la
documentacién que lo acompafian se han desarrollado con financiacién privada en su totalidad.

El Software se entrega y cede, sujeto a licencia, como “software informdtico comercial”.
2. Licencia

La cesién de la licencia no le confiere la propiedad del Software y no supone una venta de los
derechos del mismo. La condicién de la licencia no transferible y no exclusiva por parte de Qiagen

se realiza en las siguientes condiciones:

2.1 Se le concede el uso de un nimero indeterminado de copias del Software dentro de su
organizacién, siempre y cuando el Software solo se ponga a disposicién de los empleados de la
organizacién y que la empresa sea propietaria de un instrumento Rotor-Gene Q. La puesta a
disposicién de este Software a usuarios que no pertenecen a su organizacién supone una

infraccién del presente acuerdo.

2.2 Solo podrd hacer copias del presente Software segin resulte necesario con fines de
mantenimiento de copias de seguridad o cuando la realizacién de una copia sea un paso
imprescindible para un uso autorizado del Software. Deberd reproducir en todas las copias la
totalidad de los avisos de derechos de autor que aparecen en el Software original. Se prohibe
terminantemente la reproduccién del software en tablones de anuncios, sitios web de Internet o

sistemas de distribucién de informacién piblicos o privados similares.

2.3 No estd permitido poner el Software a disposicién de terceros de ninguna manera (donacién,

préstamo o contratacién).

2.4 No estd permitido incorporar el Software o parte del mismo en programas o sistemas

informdticos desarrollados o usados por usted.

2.5 No estd permitido el uso o la generacién de archivos de datos u ofros archivos procesados

por el Software (a excepcién de los derivados del funcionamiento normal del Software).
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2.6 No estd permitido el desensamblaje, la ingenieria inversa o compilacién inversa, el
desbloqueo o la traduccién de cualesquiera partes del Software, asi como los intentos de obtener
el cédigo fuente o los algoritmos subyacentes del Software. No estd permitido modificar
cualesquiera archivos de datos u ofro tipo de archivos que conformen el Software (a excepcién de

los derivados del funcionamiento normal del Software).

2.7 Si la presente es una demostracién o versién de prueba del Software, solo se le autoriza a
usarla con fines de evaluacién y de acuerdo con las restricciones descritas (por ejemplo, las
relativas a limitaciones de tiempo, de series u ofras). El Software podria intentar aplicar el
cumplimiento de dichas restricciones. En caso de que no se lograra el cumplimiento, ello no otorga

al usuario licencia o autorizacién para incumplir dichas restricciones.

2.8 Por la presente, acepta obtener cualquier clave de licencia o registro Gnicamente de Qiagen

o un distribuidor autorizado, y mantener la confidencialidad de la misma frente a terceros.
3. Rescision

3.1 Si usted incumple los términos y condiciones de la presente licencia, QIAGEN podria rescindir

dicha licencia sin prejuicio de cualesquiera otros derechos.

3.2 Dentro de los siguientes 7 dias desde la rescisién de la presente licencia, deberd hacer llegar
a Qiagen una carta en la que se certifique la destruccién del original y cualesquiera copias del
Software, asi como de las claves de licencia o registro. Usted puede rescindir la presente licencia

en cualquier momento haciendo llegar la confirmacién anteriormente descrita.
4. Garantia y responsabilidad limitadas
4.1 Qiagen garantiza que:

a) Si el Software se proporciona en CD-ROM, dicho CD-ROM no contendrd ningin defecto de
material o fabricacién en condiciones de uso normales durante un periodo de noventa (90) dias
desde la fecha de compra. (En caso de que el CD-ROM esté defectuoso, se sustituird por ofro sin

coste adicional).

b) el Software funcionard sustancialmente segin se indica en la documentacién que lo acompaiia
o cualquier ofra especificacién publicada por Qiagen durante un periodo de noventa (90) dias

desde la fecha de compra.
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4.2 La responsabilidad méxima por parte de Qiagen, que conformaréd la Gnica compensacién a
la que usted tendrd derecho, serd, a eleccién de Qiagen, la devolucién de un importe de doscientos

cincuenta délares (250 USD) o el reemplazo del Software que no cumple con la garantia limitada.

4.3 A EXCEPCION DE LAS GARANTIAS ESPECIFICADAS EN LA SECCION 4.1 Y DENTRO DE
LOS LIMITES PERMITIDOS POR LA LEY, QIAGEN NO PROPORCIONARA NINGUNA OTRA
GARANTIA RESPECTO AL SOFTWARE.

4.4 DENTRO DE LOS LIMITES PERMITIDOS POR LA LEY, BAJO NINGUNA CIRCUNSTANCIA NI
CONFORME A NINGUNA TEORIA LEGAL, RESPONSABILDAD EXTRACONTRACTUAL,
CONTRATO O CUALQUIER OTRO FUNDAMENTO LEGAL, QIAGEN SERA RESPONSABLE ANTE
USTED O CUALQUIER OTRA PERSONA DE CUALQUIER DANO INDIRECTO, ESPECIAL,
FORTUITO O RESULTANTE DE NINGUN TIPO, INCLUIDOS, SIN LIMITACIONES, LOS DANOS
POR PERDIDA DE REPUTACION, INTERRUPCION DEL TRABAJO, FALLOS O ERRORES DE
FUNCIONAMIENTO EN EQUIPOS INFORMATICOS O CUALQUIER OTRO TIPO DE DANOS O
PERDIDAS COMERCIALES, INCLUSO AUNQUE DICHA PARTE HAYA SIDO INFORMADA DE LA
POSIBILIDAD DE DICHOS DANOS. EN CUALQUIER CASO, LA RESPONSABILIDAD TOTAL DE
QIAGEN BAJO EL PRESENTE ACUERDO SE LIMITARA A LAS TASAS DE LICENCIA PAGADAS POR
USTED POR EL SOFTWARE. ESTA LIMITACION DE RESPONSABILIDAD NO SE APLICARA A LA
RESPONSABILIDAD POR MUERTE O DANOS PERSONALES RESULTANTES DE LA NEGLIGENCIA
DE DICHA PARTE HASTA EL LIMITE EN QUE LA LEGISLACION APLICABLE PROHIBA DICHA
LIMITACION.
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15 Apéndice B: Métodosmatemdticos

En este apéndice se describen de forma detallada los métodos matemadticos utilizados.
15.1 Cuantificacién

Las concentraciones calculadas se obtienen a partir de un modelo de regresién lineal sencillo,
siendo los valores conocidos las concentraciones logaritmicas (x) y los valores experimentales los

valores CT (y).

Las concentraciones logaritmicas y los valores CT de los estdndares se utilizan para crear un

modelo de la forma siguiente:
y=Mx+B
15.1.1 Intervalos de confianza para las concentraciones calculadas

Utilizamos el intervalo de confianza siguiente 100(1- o) % para el célculo de una nueva

observacién x0 a partir de la curva estédndar.

Vo—fo S, 1 (w—5)?1
S I I T
Zill fl i e

Este es el intervalo de confianza para la concentracién de una Gnica incégnita.

Supongamos ah¢ __ jue disponemos de k observaciones adicionales a x = x0 y determinamos su

media mediante * 0. Entonces,

2
- . T
Yo ~ NG + B1xg. ;—\|

y los argumentos similares al anterior dan como resultado
Yo — o 51 | g — .:']2

; :I:'_':? b=+ —— )%, 2,0/2
11 i1 h n Orx
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Esta férmula indica cémo se determinan los intervalos de confianza para concentraciones de

incégnitas de duplicaciones.

Para el céleulo de estdndares, se puede obtener un intervalo de confianza mds estrecho:

Tt =) n 2,0

Esta férmula implica que la adicién de duplicaciones a una concentracién individual estandar
reduce la amplitud del intervalo para todos los célculos cuando se aumenta n. La adicién de un
nimero elevado de duplicaciones a una incégnita reducird su incertidumbre a la de un estédndar
dnico. Las duplicaciones adicionales reducen la incertidumbre debido a que la incégnita no forma

parte del modelo lineal.
15.1.2 Intervalos de confianza para valores CT

Asumimos que el error en los valores CT de las duplicaciones es lineal y que presenta una

distribucién normalizada.

Por consiguiente utilizamos el intervalo de confianza de una muestra t. El valor p serd el valor
) U ¢ o'y T & | ;
medio para los valores CT de una duplicacién' -0 n—1! Enfonces, un infervalo de

confianza de 100(1- a) % para un valor CT p serd:

] ]

o f [

L= lafin-1 —
; NeT

W n

Nos gustaria agradecer a Peter Cook, del Departamento de Matemdticas de la Universidad de
NSW, Sidney, Australia, su incalculable ayuda a la hora de verificar los enfoques matematicos

utilizados.
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16  Informacién para pedidos

16.1 Productos, accesorios y consumibles de Rotor-Gene Q MDx

Producto

Contenido

N.° de cat.

Rotor-Gene Q MDx 5plex

Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM

Rotor-Gene Q MDx éplex

Accesorios

Rotor-Disc 100 Starter Kit

Rotor-Disc 100 (30)

Rotor-Disc 100 (300)

Termociclador para realtime PCR con

5 canales (verde, amarillo, naranja,
rojo, carmesi), equipo portdtil,
software, accesorios, 1 afio de garantia
en piezas y mano de obra

Termociclador para realtime PCR y
analizador de disociacién de alta
resolucién con 5 canales (verde,
amarillo, naranja, rojo y carmesi) mds
un canal HRM, ordenador portdtil,
software, accesorios, garantia de 1 afio
para piezas y mano de obra.

Termociclador para realtime PCR con 6
canales (azul, verde, amarillo, naranja,
rojo, carmesi), ordenador portdtil,
software, accesorios, garantia de 1 afio
para piezas y mano de obra,
instalacién y formacién

El kit incluye: El kit incluye: 2 paquetes
de Rotor-Disc 100, una termoselladora
Rotor-Disc Heat Sealer, l[dminas de
termosellado Rotor-Disc Heat Sealing
Film, un rotor Rotor-Disc 100 y un anillo
de bloqueo Rotor-Disc 100 Locking
Ring, un bloque de carga Rotor-Disc
100 Loading Block, un sistema de
ayuda de pipeteado Rotor-Disc Pipetting
Aid.

30 discos envasados individualmente
para 3000 reacciones

10 x 30 discos envasados
individualmente para 30.000

reacciones

9002022

9002032

9002042

Consultar

981311

981313
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Producto

Contenido

N.° de cat.

Rotor-Disc 100 Rotor

Rotor-Disc 100 Locking
Ring
Rotor-Disc 100 Loading
Block

Rotor-Disc Pipetting Aid

Rotor-Disc Heat Sealer

Rotor-Disc Heat Sealing
Film (60)

Rotor-Disc Heat Sealing
Film (600)

Rotor-Disc 72 Starter Kit

Rotor-Disc 72 (24)

Rotor-Disc 72 (240)

Rotor-Disc 72 Rotor

Para fijar los discos Rotor-Disc 100 en
el Rotor-Gene Q MDx; se requiere el
Rotor-Disc 100 Locking Ring

Para bloquear un Rotor-Disc 100 en el
rotor Rotor-Disc 100

Bloque de aluminio para la
preparacién manual o automatizada de
la reaccién en los discos Rotor-Disc 100

Sistema de ayuda para el marcado de
los pocillos durante la preparacién de
la reaccién manual en un Rotor-Disc
Loading Block

Termoselladora para usar con Rotor-
Disc; requiere el uso de un bloque de
carga Rotor-Disc 72 o 100 Loading
Block

60 ldminas para el sellado de los
discos Rotor-Disc 100 o Rotor-Disc 72

10 x 60 lédminas para el sellado de los
discos Rotor-Disc 100 o Rotor-Disc 72

El kit incluye: 3 paquetes de Rotor-Disc
72, una termoselladora Rotor-Disc Heat
Sealer, l[dminas de termosellado Rotor-
Disc Heat Sealing Film, un Rotor-Disc
72 Rotor y un anillo de bloqueo Rotor-
Disc 72 Locking Ring, un bloque de
carga Rotor-Disc 72 Loading Block, un
sistema de ayuda de pipeteado Rotor-
Disc Pipetting Aid.

24 discos envasados individualmente
para 1728 reacciones

10 x 24 discos envasados
individualmente para 17.280

reacciones

Para fijar los discos Rotor-Disc 72 en el
Rotor-Gene Q MDx; se requiere el
Rotor-Disc 72 Locking Ring

9018895

9018896

9018909

9018897

9018898

981601

981604

Consultar

981301

981303

9018899
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Producto

Contenido

N.° de cat.

Rotor-Disc 72 Locking
Ring

Rotor-Disc 72 Loading
Block

Strip Tubes and Caps,
0.1 ml (250)

Strip Tubes and Caps,
0.1 ml (2500)

72-Well Rotor

Locking Ring 72-Well

Rotor

Loading Block
72 x 0.1 ml Tubes

Loading Block
72 x 0.1 ml Multi-channel

PCR Tubes, 0.2 ml (1000)

PCR Tubes, 0.2 ml
(10000)

36-Well Rotor

36-Well Rotor Locking
Ring

Loading Block
96 x 0.2 ml Tubes

Rotor-Disc OTV Kit

Para bloguear un Rotor-Disc 72 en el
rotor Rotor-Disc 72

Bloque de aluminio para la
preparacién manual o automatizada de
la reaccién en los discos Rotor-Disc 72

250 tiras de 4 tubos y tapones para
1000 reacciones

10 x 250 tiras de 4 tubos y tapones
para 10.000 reacciones

Para sujetar tubos de tiras y tapones de
0,1 ml (Strip Tubes and Caps, 0.1 ml);
requiere Locking Ring 72-Well Rotor

Para fijar tubos de tiras y tapones de
0,1 ml (Strip Tubes and Caps, 0.1 ml)
en el 72-Well Rotor

Bloque de aluminio para preparacién
manual de reacciones con una pipeta
monocanal en 72 tubos de 0,1 ml

Bloque de aluminio para la
preparacién de reacciones con pipetas
multicanal en 72 tubos de 0,1 ml

1000 tubos de pared fina para
1000 reacciones

10 x 1000 tubos de pared fina para
10.000 reacciones

Para sujetar los PCR Tubes 0.2 ml;
requiere 36-Well Rotor Locking Ring

Para fijar los PCR Tubes 0.2 ml, en el
36-Well Rotor

Bloque de aluminio para preparacién
manual de reacciones en una matriz
estandar de 8 x 12 con 96 tubos de
0,2 ml

Kit para la verificacién éptica de la
temperatura en los sistemas Rotor-Gene,
incluye un Rotor-Disc precargado con

9018900

9018910

981103

981106

9018903

9018904

9018901

9018902

981005

981008

9018907

9018906

9018905

981400
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Producto Contenido N.° de cat.

cristales liquidos termocromdticos,
placas de insercién fluorescentes;
requiere el rotor Rotor-Disc 72 Rotor y
Locking Ring 72-Well Rotor o el o el
Rotor-Disc 72 Starter Kit.

Rotor Holder Soporte metdlico independiente para el 9018908
montaje de tubos y Rotor-Discs en los
rotores

Para obtener informacién actualizada sobre licencias y exenciones de responsabilidad especificas
del producto, consulte el manual de uso o la guia del usuario del kit de QIAGEN correspondiente.
los manuales de uso y las guias del usuario del kit de QIAGEN estédn disponibles en

www.giagen.com o pueden solicitarse al servicio técnico de QIAGEN o a su distribuidor local.
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Acuerdo de licencia limitada para el Rotor-Gene Q MDx

La utilizacién de este producto implica por parte de cualquier comprador o usuario del producto la aceptacién de los siguientes términos:

1. Elproducto puede utilizarse Gnicamente conforme a los protocolos suministrados con el producto y a estas instrucciones de uso y para su uso exclusivo con los componentes
incluidos en el kit. QIAGEN no ofrece licencia alguna bajo ninguna de sus propiedades intelectuales para utilizar o incorporar los componentes suministrados en este kit
con componentes no incluidos en él, excepto segin se describe en los protocolos proporcionados con el producto, estas instrucciones de uso y los protocolos adicionales
disponibles en www.giagen.com. Algunos de estos protocolos adicionales han sido proporcionados por usuarios de QIAGEN para usuarios de QIAGEN. QIAGEN no ha
probado ni optimizado estos protocolos en profundidad. Por ello, QIAGEN no los garantiza ni asegura que no infrinjan los derechos de terceros.

Aparte de las licencias expresamente especificadas, QIAGEN no garantiza que este kit y/o su uso no infrinjan los derechos de ferceros.

Este kit y sus componentes tienen licencia para un solo uso y no se pueden reutilizar, reacondicionar ni revender.

o

QIAGEN renuncia especificamente a toda responsabilidad respecto a cualquier otra licencia, explicita o implicita, distinta de las licencias expr

El comprador y el usuario del kit aceptan no llevar a cabo ni permitir que otros lleven a cabo medidas que puedan conducir a acci prohibidas en las

anteriores o que puedan facilitarlas. QIAGEN se reserva el derecho de emprender acciones legales ante cualquier tribunal para el cumpllrmemo de las prohlblmones
especificadas en este Acuerdo de licencia limitada y recuperard todos los gastos derivados de la investigacién y de los costes judiciales, incluidas las costas procesales,
en cualquier accién emprendida para hacer cumplir este Acuerdo de licencia limitada o cualquier otro derecho de propiedad intelectual en relacién con este kit y/o con
Sus componemes.

.

R e

Para consultar los términos actualizados de la licencia, visite www.giagen.com

Marcas comerciales: QIAGEN®, Sample to Insight®, EpiTect®, HotStarTag®, Rotor-Disc®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager®, Type-it® (QIAGEN Group); Adobe®, lllustrator®
(Adobe Systems, Inc.); Alexa Fluor®, HEX™, JOE™, Marina Blue®, ROX™, SYBR®, SYTO®, TET™, Texas Red®, VIC® (Thermo Fisher Scientific o sus filiales); CAL Fluor®, Quasar®
(Biosearch Technologies, Inc.); Core™, Intel® (Intel Corporation); Cy® (GE Healthcare); EvaGreen® (Biotium, Inc.); Excel®, Microsoft®, Windows® (Microsoft Corporation); LC
Green® (Idaho Technology, Inc.); LightCycler® (Roche Group); Symantec® (Symantec Corporation); TeeChart® (Steema Software SL); Yakima Yellow® (Nanogen, Inc.). Los nombres
registrados, las marcas comerciales, etc., ufilizados en este documento, incluso cuando no aparecen marcados como tales, estén protegidos por la legislacién. Los nombres
registrados, las marcas comerciales, efc., utilizados en este documento, incluso cuando no aparecen marcados como tales, estdn protegidos por la legislacion.

TeeChartOffice: Derechos de autor o copyright 2001-2013 por David Berneda. Reservados todos los derechos.

Para los paises en los que sea vdlido:

Este termociclador en tiempo real esté autorizado conforme a la licencia pendiente de derechos de patente de EE. UU. para aparatos o sistemas para termociclado automatizado
con detectores de fluorescencia y de acuerdo con la prioridad del N.° de serie de EE. UU. 07/695,201 y las reclamaciones correspondientes en cualquier patente equivalente
internacional propiedad de Applied Biosystems LLC, en todos los campos, incluidos investigacién y desarrollo, todos los campos aplicados y diagnéstico in vitro humano y
animal. No se concede ningin otro derecho de forma expresa, implicita o por impedi legal sobre cuall patentes en métodos de andlisis en tiempo real, incluidos,
entre ofros, los ensayos de nucleasa de 5', o cualesquiera reivindicaciones de patente sobre un reactivo o un kit. Para obtener més informacién sobre la adquisicién de derechos
adicionales, péngase en contacto con el Director de Concesién de Licencias en Applied Biosystems, 850 Lincoln Centre Drive, Foster City, California, 94404, EE. UU.

Para los paises en los que sea vdlido:

La adquisicién de este producto incluye una licencia limitada e intransferible de una o varias patentes de EE. UU., nomero 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; 7,273,749; 7,160,998; a las aplicaciones de patente de EE. UU. ndmero 2003-
0224434 y 2006-0019253 y las aplicaciones de patente de PCT nimero WO 2007/035806 y todas las continuaciones, divisionales y reivindicaciones correspondientes en
patentes y aplicaciones de patente fuera de EE. UU. propiedad de la University of Utah Research Foundation, Idaho Technology, Inc., Evotec Biosystems GmbH, y/o Roche
Diagnostics GmbH, solo para uso en diagnéstico in vitro humano o animal. No se concede ningtn derecho de forma expresa, implicita o por impedimento legal sobre cualesquiera
reactivos, kits, patentes o reivindicaciones de patente propiedad de University of Utah Research Foundation, Idaho Technology, Inc., Roche Diagnostics GmbH u otras partes.
Este producto solo puede utilizarse con reactivos autorizados, como los ensayos y kits totalmente licenciados por QIAGEN. Para obtener mds informacién sobre la adquisicién

de licencias para reactivos o aplicaci de diagnéstico in vitro, péngase en contacto con Roche Molecular Systems, 4300 Hacienda Drive, Pleasanton, CA 94588, EE. UU.

HB-3090-001 02/2022 © 2022 QIAGEN. Todos los derechos reservados.
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