Hoja de protocolo del QIAsymphony® RGQ

Ajustes del andlisis con el kit artus® CT/NG QS-
RGQ (Rotor-Gene® Q, software 2.1)

A Antes de realizar el anélisis compruebe si existen nuevas revisiones electrénicas de la

documentacién en www.giagen.com/products/artusctnggsrggkitce.aspx. El estado

actual de la revisién viene indicado por la fecha de edicién (formato: mes/afio).

Informacién general

C€

olor artus CT/NG QS-RGQ Kit Version 1, LREF 1 4569345

Cuestiones importantes antes de comenzar

[ | Dedique tiempo suficiente a familiarizarse con el instrumento Rotor-Gene Q antes de iniciar

el protocolo. Consulte el manual del usuario del instrumento.

| Consulte también el Manual del kit artus CT/NG QS-RGQ (artus CT/NG QS-RGQ Kit
Handbook) y la hoja de aplicacién pertinente en

www.qgiagen.com/products/artusctnggsrggkitce.aspx.

B Asegurese de que los controles positivos/negativos y de que al menos un control negativo
(NTC, suministrado con el kit y pipeteado por el médulo AS) se incluyan en el ciclo de PCR.
El kit artus CT/NG QS-RGQ es un ensayo cualitativo, por lo que no se suministran

estdndares de cuantificacién.

Procedimiento

1. Coloque los tubos de PCR en el rotor de 72 pocillos del Rotor-Gene Q.
2. Coloque tubos vacios de PCR, con tapas, en las posiciones vacias del rotor.

De este modo se asegura una distribuciéon éptima de la temperatura en el Rotor-Gene Q.

3. Bloquee el rotor con el anillo de fijacién.

4. Transfiera el archivo del termociclador del QlAsymphony AS al ordenador del.....

Rotor-Gene Q. .....
QIAGEN®
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5. Abra el cuadro de didlogo “New Run Wizard” (asistente para nuevo ciclo) (figura 1).
Marque la casilla “Locking Ring Attached” (anillo de bloqueo acoplado) y haga clic
en “Next” (siguiente).

New Run Wizard x|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

 Rotor Type

¥ Locking Ring &ttached

Figura 1. Cuadro de didlogo “New Run Wizard”.

6. Seleccione 25 en el campo “Reaction Volume (uL):” (volumen de reaccién) y haga clic

en “Next” (figura 2).

MNew Run Wizard x|

Thiz box dizplays
help on elements in
the wizard. For help
on an item, howver

Thiz zcreen dizplays mizcellansouz options for the rwn. Complete the fields,
clicking Mext when pou are ready to mowve to the next page.

Operatar : IIIJI.&GEN| wour mouse over the
_ itern for help. Wou
Motes : can alzo click on a
camba bax ta display
help about itz

available zettings.

Reacti =l
o T |
Sample Layout ; |1, 2.3 jl

SkipWizard | << Back e I 2

Figura 2. Configuracién de los pardmetros generales del ensayo.
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“New Run Wizard” (figura 3). Programe el perfil de temperatura tal como se muestra

en la tabla 1, utilizando las capturas de pantalla mostradas en las figuras 3-5 como

guia.

Haga clic en el botén “Edit Profile” (editar perfil) en el siguiente cuadro de didlogo

MNew Run Wizard

WL

]— Edit Profile .. I

Channel Setup -

I ame | Source | Detector | Fain | Create New. . |
Green 470 510nm 3 Edit |
ellow 530nm 555nm 533
Orange 585 m  B10nm 5,33 Edit Gait... |
Red E28nm  BEOnm ]

Crimzon  B20nm  F10hp g Remaove |
Reset Defaults |

2 Gain Optimization. ..

X

Click. this button to

move to the nest
page in the wizard. |f
it iz dizabled, you
may need to perform
an operation on this
page before
continuing.

Skip Wizard {¢ Back I Mest =3 |

Figura 3. Edicién del perfil.

Tabla 1. Perfiles de temperatura para el kit artus CT/NG QS-RGQ

Retencién Temperatura: 95 °

Tiempo: 15 minutos
Retencién 2 Paso no requerido

Ciclos 45 ciclos
95 ° durante 11 segundos
60 ° durante 20 segundos

72 ° durante 20 segundos
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Tew Open  Save As Help
The rur will kake appraimately 106 minute(z] to complete. The graph belaw represents the run to be perfarmed :

Click on a cycle below to modify it :

1 - Insert after... I
gus: 7]
Inzert before... I

Remave I

Hold Temperature : I
2 - . p 95 | deg.
Hold Time : 15 |min: 0O I secs

Figura 4. Activacioén inicial de la enzima hot-start (arranque en caliente).

x
w8 AW | e

ew Open  Save As Help
The run will take approximately 106 minute(s] to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click an a cycle below to madify it :

Insert after... |
Insert before... |
Remove |

2 Thiz cycle repeats £| timelz].

3 ick oh ohe of the steps below ta modify it, or press + or - ko add and remove steps for this cycle.

1

Timed Step
95 deq.

11 seconds

95 deq. for 11 secs

Mat Acquiting

72 deg. for 20 zecs

I” Long Range
I~ Touchdown

B0 deq. for 20 secs

Figura 5. Amplificacién del ADN.
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1——' Set temperature o EU —'I degree&.l

El intervalo de deteccién de los canales de fluorescencia debe determinarse segin
las intensidades de fluorescencia de los tubos de PCR. Haga clic en “Gain
Optimisation” (optimizacién de ganancia) en el cuadro de didlogo “New Run
Wizard” (consulte la figura 3, pagina Fehler! Textimarke nicht definiert.) para abrir el
cuadro de didlogo “Auto-Gain Optimisation Setup” (configuracién de la optimizacién
de ganancia automdtica). Configure la temperatura de calibracién en 60 para que
coincida con la temperatura de renaturalizacién del programa de amplificacién

(figura 6).

Auto-Gain Optimisation Setup il

— Dptimization :
Ty Auto-Gain Optirization will read the fluoresence on the ingerted zample at
I\% different gain levels until it finds one at which the Huorescence levels are

acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chermiztre pou are performing.

Optirnize Al | O pirmize Acquiring I

[~ Perfarm Optimization Eefore 1st Acquisition

[~ Perform Optimization At 60 Degrees At Beginning OF Fun

— Channel Settings :

| o e |

Mame | Tube Position | Min Reading | tax Reading | Min G ain | h ax Gain Edit... I
Green 1 TFI 10F 1 10

Orange 1 1FI 10F! 1 10 Bemove |
Yellow 1 1FI 10FI 1 10 e |

4| |
Start I

M anual... Claze Help I

Figura 6. Ajuste de la sensibilidad de los canales de fluorescencia.

9.

”

Ajuste de la optimizaciéon de la ganancia. Seleccione un “Target Sample Range
(intervalo deseado de las muestras) entre 1 Fl y 10 Fl, como maximo, asi como un
“Acceptable Gain Range” (intervalo aceptable de ganancia) entre 1 y 10 (figura 7, se
muestra un ejemplo para el canal Green [verde]). Hay que efectuar estos ajustes en

cada canal (Green, Yellow [amarillo] y Orange [naranja]).
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Auto-Gain Optimisation Channel Settings

— Channel Settings :
Channel: Green Tube Pasition : I'I j

1_* Target Sample Range ||'| ::J Flup to I'IEI 3 FI.I

2_* Acceptable Gain Bangs: |1 :J b (10 =

3 ‘ Cancel I Help

Figura 7. Ajuste de la optimizacién de la ganancia para el canal Green. Hay que efectuar

estos ajustes en cada canal (Green, Yellow y Orange).

10. Haga clic en el botén “Start” (Inicio) para iniciar la optimizacién de la ganancia. Una

vez concluida la optimizacién de la ganancia, haga clic en “Close” (Cerrar) para

regresar el asistente de ciclo (figura 8).

Auto-Gain Optimisation Setup

X

— Dptimization :
o Auto-Gan Optirmization will read the fuoresence an the inserted sample at
e different gain levelz until it finds one at which the fluorezcence level: are
acceptable. The range of fluarescence vou are laoking for depends on the
chermizty pou are perfarming.
Set temperature to = j degrees.

Optirnize Al | O ptirnize Acquining I

[~ Perform Optimization Eefore 13t Acquisition
[ Perfarm Optimization At B0 Degrees At Beginning OF Fun

— Channel Settings :

t ame | Tube Position | Min Reading | ax Reading | Min G ain | b ax 3 ain

| o e |

Edit .

d | >

Green 1 1FI 10F 1 10
Orange 1 1FI 10FI 1 10 Bemaove |
vellow 1 1F T0F] L 10 Remove &l |

1 b aral... |I Cloze I Help I

Figura 8. Optimizacién de la ganancia.
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11.

programacioén (figura 9). Haga clic en “Start Run” (comenzar ciclo).

New Run Wizard

X

Summary :
Setting I Walue
Green Gain 3
Orange Gain b33
ellow Gain 533
Fotor F2-wfell Rator
Sample Layout 1.2, 3. ..
Reaction Yolume [in microliterz] 25

Once you've confirmed that your run zettingz are comect, click Start Bun bo
beaqin the run. Click Save Template to save settings for future runs.

| Start Run
Save Template |

Skip Wizard << Back

Los valores de ganancia determinados por la calibracién de los canales se guardan

automdticamente y se muestran en la Gltima ventana de mentU del procedimiento de

-1

Figura 9. Inicio del ciclo.

12. Después de iniciar el ciclo, importe la informacién del archivo del termociclador

13. Para interpretar los resultados, consulte el manual del instrumento y la hoja de

Si desea obtener informacién actualizada sobre la licencia y las exenciones de responsabilidad
especificas del producto, consulte el manual o la guio de usuario del kit de QIAGEN

correspondiente. Los manuales y las guias de usuario de los kits QIAGEN estdn disponibles en

haciendo clic en el botén

)

(“Abrir”), o edite las muestras manualmente.

aplicacién pertinente en www.giagen.com/products/artusctnggsrggkitce.aspx.

www.giagen.com o pueden solicitarse al Servicio Técnico de QIAGEN o al distribuidor local.

Marcas comerciales: QIAGEN®, QlAsymphony®, artus®; Rotor-Gene® (Grupo QIAGEN).

© 2013 QIAGEN, reservados todos los derechos.
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