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1 Introducao

Obrigado por ter escolhido o Rotor-Gene Q MDx. Temos a certeza de que este instrumento se

tornard parte integrante do laboratério onde trabalha.

Antes de utilizar o Rotor-Gene Q MDx, é essencial ler atentamente este manual do utilizador e
prestar especial atengdo as informagées de seguranca. As instrucdes e informagdes de seguranca
no manual do utilizador devem ser seguidas para garantir o funcionamento seguro do instrumento

e para manter o instrumento em condigdes seguras.

Tenha em atencdo que o Rotor-Gene Q MDx existe em vdrias configuracdes. Para obter mais

detalhes, incluindo informacdes de encomenda, consulte a secgdo 16.
1.1 Acerca deste manual do utilizador
Este manual do utilizador fornece informacdes sobre o Rotor-Gene Q MDx nas seguintes seccdes:

® Introducdo

® Informagdes de seguranga

e Descrigdo geral

® Procedimentos de instalacdo
® Procedimentos operacionais
® Manutencdo

® Resolugdo de problemas

e Especificagdes técnicas

® Anexos

Os anexos incluem as seguintes informagdes:

e Apéndice A - Aspetos legais

e Apéndice B — Técnicas matemdticas
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1.2 Informacdes gerais
1.2.1 Assisténcia técnica

Na QIAGEN®, orgulhamo-nos da qualidade e da disponibilidade da nossa assisténcia técnica.
Os nossos Departamentos de Servicos de Assisténcia sdo compostos por cientistas experientes com
conhecimentos prdticos e tedricos abrangentes em biologia molecular e utilizacdo dos produtos
QIAGEN. Em caso de dividas ou de quaisquer dificuldades em relagdo ao Rotor-Gene Q MDx ou

aos produtos QIAGEN de um modo geral, ndo hesite em contactar-nos.

Os clientes da QIAGEN sdo a principal fonte de informagdo no que diz respeito as utilizagdes
avangadas ou especializadas dos nossos produtos. Estas informagdes sdo Gteis a outros cientistas,
assim como aos investigadores da QIAGEN. Por conseguinte, incentivamo-lo a contactar-nos, caso

tenha alguma sugestdo acerca do desempenho dos produtos ou de novas aplicagdes e técnicas.
Para obter ajuda, contacte os Servicos de Assisténcia da QIAGEN.

Para  obter informacdes atualizadas sobre o  Rotor-Gene Q MDx, visite o site

https:/ /www.qgiagen.com/products/instruments-and-automation/pcr-instruments/ rotor-gene-g-mdx/ .
Site: support.qgiagen.com

Quando contactar os Servicos de Assisténcia da QIAGEN acerca de um erro, tenha & méo as

seguintes informagdes:

® Nomero de série, tipo e versdo do Rotor-Gene Q MDx

e Cadigo de erro (se aplicavel)

e Dia e hora da primeira ocorréncia do erro

® Frequéncia da ocorréncia do erro (ou seja, erro intermitente ou persistente)

e Cépia dos ficheiros de registo
1.2.2  Declaragéo de politica

Faz parte da politica da QIAGEN melhorar os produtos & medida que véo sendo disponibilizados
novos componentes e técnicas. A QIAGEN reserva-se o direito de alterar as especificagdes em
qualquer altura. Num esforco de produzir documentagéo dtil e adequada, agradeciamos que nos
enviasse os seus comentdrios acerca deste manual do utilizador. Contacte os Servicos de
Assisténcia da QIAGEN.
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1.2.3 Gestdo da versdo

Este documento corresponde & revisGo R1 do Manual do utilizador do Rotor-Gene Q MDx para os

instrumentos Rotor-Gene Q MDx que utilizam o software Rotor-Gene Q, versdo 2.3.x (em que x é >0).
1.3 Utilizagdo prevista do Rotor-Gene Q MDx

O instrumento Rotor-Gene Q MDx foi concebido para a realizagdo de termociclagem em tempo
real, detegdo e/ou quantificagdo utilizando a reagdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain

Reaction, PCR) em aplicacdes clinicas.

O Rotor-Gene Q MDx destina-se a ser utilizado apenas em conjunto com os kits QIAGEN
indicados para utilizagdo com os instrumentos Rotor-Gene Q para as aplicacdes descritas nos
respetivos manuais dos kits QIAGEN.

Se o instrumento Rotor-Gene Q MDx for utilizado com outros kits que ndo os da QIAGEN, é da
responsabilidade do utilizador validar o desempenho dessa combinacdo de produtos para
qualquer aplicagdo especifica.

O instrumento Rotor-Gene Q MDx destina-se a ser utilizado em diagnéstico in vitro.

O instrumento Rotor-Gene Q MDx destina-se a ser utilizado por profissionais, tais como técnicos e

médicos formados em técnicas de biologia molecular e na utilizagdo do Rotor-Gene Q MDx.
1.3.1 Requisitos do Rotor-Gene Q MDx

A tabela seguinte abrange o nivel geral de competéncia e conhecimentos necessdrios para o

transporte, a instalagdo, utilizagdo, manutengdo e assisténcia técnica do Rotor-Gene Q MDx.

Utilizacdo de rotina
(execugdo de protocolos)

Manutencdo de rotina

Assisténcia técnica e
manutencdo anual

equivalente

Técnicos de laboratério ou
equivalente

Técnicos de laboratério ou
equivalente

Apenas especialistas de

Assisténcia Local da QIAGEN

Tarefa Pessoal Formacdo e experiéncia
Entrega Sem requisitos especiais Sem requisitos especiais
Instalagdo Técnicos de laboratério ou Pessoal com formagdo e experiéncia adequadas,

familiarizado com a utilizagdo de computadores e
automatizagdo em geral

Utilizadores profissionais com formagdo em técnicas
de biologia molecular, tais como técnicos ou médicos

Utilizadores profissionais com formagdo em técnicas
de biologia molecular, tais como técnicos ou médicos

Que recebam formacdo regularmente, certificados e

autorizados pela QIAGEN
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1.4 Materiais necessdrios
Nota: Utilize apenas acessérios fornecidos pela QIAGEN.

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

® Rofor-Gene Q MDx 5Plex HRM (n.° de cat. 9002030)

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

o Laptop (n.° de cat. 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  Materiais necessdrios, mas ndo fornecidos

Oculos de protecdo
® luvas

Bata de laboratério

Para utilizar o Rotor-Gene Q MDx, é necessdrio um kit de PCR que tem de ser adquirido em

separado. Para descobrir a gama de kits disponiveis, consulte QIAGEN.com.
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2  Informacdes de seguranca

Antes de utilizar o Rotor-Gene Q MDx, é essencial ler atentamente este manual do utilizador e
prestar especial atengdo as informagdes de seguranga. As instrugdes e informacdes de seguranca
no manual do utilizador devem ser seguidas para garantir o funcionamento seguro do instrumento

e para manter o instrumento em condi¢des seguras.

Os tipos de informacdes de seguranca seguintes aparecem ao longo do Manual do utilizador do

Rotor-Gene Q MDx.

AVISO O termo AVISO é utilizado para informar sobre situacdes que poderdo

resultar em lesées pessoais no utilizador ou noutras pessoas.

Sdo fornecidas informacdes detalhadas sobre estas circunstancias numa

caixa semelhante a esta.

O termo CUIDADO ¢é utilizado para informar sobre situacdes que poderdo

CUIDADO . .
resultar em danos no instrumento ou noutro equipamento.

Sdo fornecidas informacdes detalhadas sobre estas circunsténcias numa caixa

semelhante a esta.

As orientacdes constantes deste manual destinam-se a complementar, e ndo a substituir, os

requisitos de seguranca normais em vigor no pais do utilizador.

Tenha em atencdo que poderd ser necessdrio consultar os regulamentos locais para comunicar
incidentes graves, que possam ocorrer em relacdo ao dispositivo, ao fabricante e/ou ao representante

autorizado e & autoridade reguladora do local onde o utilizador e/ou doente se encontram.
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2.1 Utilizacdo adequada

AVISO Risco de lesdes pessoais e danos materiais

A utilizagdo indevida do Rotor-Gene Q MDx pode provocar lesdes pessoais ou
A danos no instrumento.
O Rotor-Gene Q MDx deve ser utilizado apenas por pessoal qualificado e com

a devida formacdo.

Qualquer procedimento de assisténcia técnica do instrumento Rotor-
Gene Q MDx deve ser efetuado apenas por um especialista de Assisténcia
Local da QIAGEN.

Realize a manutencdo, conforme descrito na secgdo 8. A QIAGEN cobra pelas reparagées que

forem necessdrias devido a manutencdo incorreta.

AVISO Risco de lesdes pessoais e danos materiais

pessoa. Para evitar lesdes pessoais ou danos no instrumento, ndo o levante sozinho.

f O Rotor-Gene Q MDx é demasiado pesado para ser levantado por apenas uma

Contacte os Servicos de Assisténcia da QIAGEN para deslocar o instrumento.

AVISO Risco de lesdes pessoais e danos materiais

f Ndo tente movimentar o Rotor-Gene Q MDx durante o seu funcionamento.

CUIDADO | Danos no instrumento
Evite derramar dgua ou substancias quimicas sobre o Rotor-Gene Q MDx. Os
A danos provocados pelo derrame de dgua ou de substdncias quimicas irdo

anular a sua garantia.

Nota: Em caso de emergéncia, desligue o Rotor-Gene Q MDx no interruptor de alimentagdo na

parte traseira do instrumento e retire o cabo de alimenta¢do da tomada.
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CUIDADO

A

Risco de lesdes pessoais e danos materiais

Nao tente abrir a tampa durante uma experiéncia ou enquanto o Rotor-
Gene Q MDx estiver a rodar. Caso contrdrio, se conseguir desbloquear a
fechadura da tampa e aceder ao interior, corre o risco de entrar em contacto
com pecas quentes, sob tensdo elétrica ou em movimento a altas velocidades,

podendo causar lesdes ao utilizador ou danos no instrumento.

CUIDADO

A

Risco de lesdes pessoais e danos materiais

Caso precise de parar rapidamente uma experiéncia, desligue o instrumento
da fonte de alimentacdo e depois abra a tampa. Permita que a cédmara
arrefeca antes de aceder ao interior. Caso contrdrio, corre o risco de lesGes

pessoais ao tocar em pecas que estdio quentes.

CUIDADO

A

Risco de lesdes pessoais e danos materiais
Se o equipamento for utilizado de uma maneira diferente da especificada pelo

fabricante, a protecdo fornecida pelo equipamento poderd ser afetada.

CUIDADO

A

Risco de lesdes pessoais e danos materiais
Papel solto debaixo do Rotor-Gene Q MDx interfere com o arrefecimento do
instrumento. E recomendado que a drea por baixo do instrumento esteja livre

e desimpedida.

CUIDADO

A

Danos no instrumento
Utilize sempre um anel de bloqueio no rotor. Isto evita que as tampas saltem
dos tubos durante a experiéncia. Se as tampas saltarem dos tubos durante uma

experiéncia, podem danificar a cdmara.
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CUIDADO | Risco de danos materiais
f Inspecione visualmente e certifique-se de que o rotor ndo estd danificado ou

deformado antes de cada execucdo.

Se o tilizador estiver carregado de eletricidade estdtica ao entrar em contacto com o
Rotor-Gene Q MDx durante uma experiéncia, o Rotor-Gene Q MDx poderd, em casos graves, ser
reposto a zero. No entanto, o software ird reiniciar o Rotor-Gene Q MDx e continuar a experiéncia.

2.2 Seguranca elétrica

Desligue o cabo de alimentacdo da tomada antes de realizar tarefas de assisténcia t#cnica.

AVISO Perigo elétrico
E provavel que qualquer interrupcdo do condutor de protecdo (condutor
A terra/massa) no interior ou exterior do instrumento ou a desconexdo do

terminal do condutor de protegdo torne o instrumento perigoso.
E proibida a interrupgéo intencional.

Existem tensdes fatais no interior do instrumento
Quando o instrumento estd ligado & alimentacdo elétrica, os terminais podem
estar com carga e é provével que a abertura de tampas ou a remogdo de pecas

exponha os componentes com carga elétrica.

Para garantir um funcionamento seguro e satisfatério do Rotor-Gene Q MDx, siga os conselhos

abaixo:

e O cabo de alimentagdo deve estar ligado a uma tomada que tenha um condutor de protecdo

(terra/massa).
® Nado ajuste ou substitua pegas que se encontrem no interior do instrumento.
® Nado utilize o instrumento com quaisquer tampas ou pecas removidas.
® Se derramar um liquido no interior do instrumento, desligue o instrumento, retire o cabo de

alimentacdo da tomada e contacte os Servicos de Assisténcia da QIAGEN.

Se o instrumento deixar de ser seguro a nivel elétrico, ndo permita que qualquer funcionério

trabalhe com o mesmo e contacte os Servicos de Assisténcia da QIAGEN.
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E provavel que o instrumento ndo seja seguro a nivel elétrico se:

e Tanto o instrumento como o cabo de alimentagdo parecerem estar danificados.

e O instrumento tiver sido armazenado em condigdes desfavordveis durante um periodo

prolongado.

e O instrumento tiver sido sujeito a condicdes de transporte adversas.

AVISO Perigo elétrico
O instrumento tem uma etiqueta de conformidade elétrica, que indica a tenséo
& e a frequéncia da fonte de alimentacdo, assim como a poténcia do disjuntor.

O equipamento deve ser utilizado apenas nestas condices.

2.3 Seguranca biolégica

As amostras e os reagentes que contém materiais de origem biolégica devem ser considerados
como potencialmente infeciosos. Utilize procedimentos laboratoriais seguros, conforme descrito em
publicagdes como Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories (Biosseguranga em

laboratérios microbiolégicos e biomédicos), HHS (https://www.cdc.gov/labs/BMBL.html).
Amostras
As amostras podem confer agentes infeciosos. Deve estar ciente do perigo que tais agentes

representam para a salde e, consequentemente, deve utilizar, armazenar e eliminar as amostras

de acordo com os regulamentos de seguranca necessdrios.
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AVISO Amostras que contém agentes infeciosos

Algumas amostras utilizadas com este instrumento podem conter agentes
infeciosos. Manuseie estas amostras com o maior cuidado e de acordo com os
regulamentos de seguranca necessdrios.

Utilize sempre 6culos de protecdo, dois pares de luvas e uma bata de laboratério.

A entidade responsdvel (por exemplo, o diretor do laboratério) deve tomar as
precaugdes necessdrias para garantir que o local de trabalho envolvente é
seguro e que os operadores do instrumento possuem a formagdo adequada e
ndo estdo expostos a niveis perigosos de agentes infeciosos, conforme definido
nas fichas de dados de seguranca (FDS) aplicdveis ou nos documentos da
OSHA*, da ACGIH'ou do COSHH?.

A extracdo de fumos e a eliminacdo de residuos devem estar em conformidade
com todos os regulamentos e leis nacionais, estatais e locais em matéria de
sadde e seguranca.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (Administragdo de Seguranca e Sadde Ocupacional) (Estados Unidos
da América).

t ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (Conferéncia Americana de Higienistas Industriais
Governamentais) (Estados Unidos da América).

# COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (Controlo de Substéncias Perigosas para a Satde) (Reino Unido).

2.4  Seguran¢a quimica

AVISO Substéncias quimicas perigosas

Algumas substéncias quimicas utilizadas com este instrumento podem ser perigosas
A ou tfornar-se perigosas apds a conclusdo da execugdo de protocolo. Utilize sempre
4culos de protecdo, luvas e uma bata de laboratério. A entidade responsavel (por
exemplo, o diretor do laboratério) deve tomar as precaucdes necessdrias para
garantir que o local de trabalho envolvente é seguro e que os operadores do
instrumento ndo estdo expostos a niveis perigosos de substdncias téxicas (quimicas
ou biolégicas), conforme definido nas fichas de dados de seguranca (FDS)

aplicveis ou nos documentos da OSHA*, da ACGIH ou do COSHH?.

A extracdo de fumos e a eliminacdo de residuos devem estar em conformidade
com todos os regulamentos e leis nacionais, estatais e locais em matéria de
salde e seguranca.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (Administracdo de Seguranga e Sadde Ocupacional)
(Estados Unidos da América).

t ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (Conferéncia Americana de Higienistas Industriais
Governamentais) (Estados Unidos da América).

# COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (Controlo de Substéncias Perigosas para a Satde) (Reino Unido).
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Fumos téxicos

Se trabalhar com solventes voldteis ou substéincias téxicas, deverd dispor de um sistema de

ventilacdo laboratorial eficaz para remover os vapores que possam ser produzidos.
2.5  Eliminacdo de residuos

O material de laboratério usado pode conter substéncias quimicas perigosas. Estes residuos devem

ser recolhidos e eliminados adequadamente de acordo com os regulamentos de seguranca locais.

Para obter mais informagdes sobre como eliminar o Rotor-Gene Q MDx, consulte "Residuos de

equipamentos elétricos e eletrénicos (REEE)", na pdgina 201.
2.6  Riscos mecénicos

A tampa do Rotor-Gene Q MDx deve permanecer fechada enquanto o instrumento se encontra em

funcionamento.

AVISO Pecas méveis
f Para evitar o contacto com pecas méveis durante o funcionamento do Rotor-

Gene Q MDx, o instrumento deve estar em utilizagdo com a tampa fechada.

AVISO Risco de lesdes pessoais e danos materiais

f Abra e feche cuidadosamente a tampa do Rotor-Gene Q MDx para evitar

entalar dedos ou pecas de roupa.

AVISO Danos no instrumento
Certifique-se de que o rotor e o anel de bloqueio se encontram instalados
corretamente. Se o rotor ou o anel de bloqueio apresentarem sinais de danos

mecdnicos ou corrosdo, ndo utilize o Rotor-Gene Q MDx; contacte os Servicos
de Assisténcia da QIAGEN.
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AVISO

Danos no instrumento
As partes mecdnicas podem bloquear quando o Rotor-Gene Q MDx ¢ iniciado

imediatamente apés a entrega em climas frios.

Deixe o instrumento aclimatizar-se & femperatura ambiente pelo menos durante

uma hora, antes de o ligar.

AVISO

A

Danos no instrumento
Em caso de avaria causada por uma falha de energia, remova o cabo de

alimentagdo e aguarde 10 minutos antes de tentar abrir manualmente a tampa.

AVISO

A

Risco de sobreaquecimento
Para assegurar uma ventilagdo adequada, mantenha uma disténcia minima de

10 c¢m na parte traseira e nas partes laterais do Rotor-Gene Q MDx.

As fendas e as aberturas que asseguram a ventilagdo do Rotor-Gene Q MDx

ndo devem ser tapadas.

Perigo de aquecimento

AVISO

A

Superficie quente
A cdmara do Rotor-Gene Q MDx pode atingir temperaturas acima dos 120 °C.

Evite focar no mesmo quando estiver quente.

AVISO

A

Superficie quente
Quando uma execucdo estiver em pausa, o Rotor-Gene Q MDx né&o ird
arrefecer completamente até & temperatura ambiente. Tenha cuidado antes de

manusear o rotor ou quaisquer tubos do instrumento.
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2.7  Seguranca durante a manutengdo

Realize a manutengdo, conforme descrito na secgdo 8. A QIAGEN cobra pelas reparagées que

forem necessdrias devido a manutencdo incorreta.

AVISO/
CUIDADO

A

Risco de lesdes pessoais e danos materiais
Realize apenas a manutencdo especificamente descrita neste manual do

utilizador.

AVISO

A

Risco de incéndio
Quando limpar o Rotor-Gene Q MDx com desinfetante & base de dlcool, deixe
a porta do Rotor-Gene Q MDx aberta para permitir a dispersdo de vapores

inflamdveis.

AVISO/
CUIDADO

A

Risco de choque elétrico

Ndo desmonte o instrumento Rotor-Gene Q MDx.

CUIDADO

A

Danos no compartimento do instrumento
Nunca limpe o compartimento do instrumento com dlcool ou solugdes a base
de élcool. O dlcool ird danificar o compartimento. Para limpar o

compartimento, utilize apenas égua destilada.
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2.8  Simbolos no Rotor-Gene Q MDx

Os seguintes simbolos poderdo aparecer no manual do utilizador ou na embalagem e nos rétulos:

Simbolo

Localizacdo

Descricdo

Perto da cdmara de
amostras, visivel quando a
tampa estd aberta

Perigo de aquecimento — a cémara pode atingir
temperaturas acima dos 120 °C

Parte traseira do instrumento

Consultar as instrugdes de utilizacdo

m~ = P

Placa de caracteristicas na
parte traseira do instrumento

Marcagdo CE para conformidade europeia

IVD

Placa de caracteristicas na
parte traseira do instrumento

Dispositivo médico de diagnéstico in vitro

Placa de caracteristicas na
parte traseira do instrumento

Marca da certificagdo CSA para o Canadd e os EUA

Placa de caracteristicas no
painel do lado direito

Fabricante legal.

Placa de caracteristicas no
painel do lado direito

REEE sobre a eliminacdo de residuos de equipamentos
elétricos e eletrénicos para a Europa e o resto do mundo.

Placa de caracteristicas no
painel do lado direito

Marca FCC da United States Federal Communications
Commission

Placa de caracteristicas no
painel do lado direito

RCM (anterior C-Tick) para a Austrdlia (identificagdo do
fornecedor N17965)

N
31

® P 8 1<k A

Placa de caracteristicas no
painel do lado direito

Marcagdo RoHS para a China (restricGo de utilizagdo de
determinadas substancias perigosas em equipamentos
elétricos e eletrénicos)
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3  Descri¢do geral

O Rotor-Gene Q MDx é um instrumento inovador que permite realtime PCR de alta precisdo e que
é altamente adequado para aplicagdes de diagnéstico in vitro em combinacdo com kits com a

marca IVD da QIAGEN.

O software poderoso e intuitivo garante simplicidade para os iniciantes, assim como uma

plataforma experimental aberta para os utilizadores avancados.
3.1  Principio do Rotor-Gene Q MDx
3.1.1 Desempenho térmico

O Rotor-Gene Q MDx utiliza um modelo sofisticado de aquecimento e arrefecimento para atingir
condigdes de reacdo ideais. O formato rotativo dnico garante uma uniformidade ética e térmica

ideal entre as amostras, o que é essencial para uma andlise precisa e fidvel.

As amostras centrifugam continuamente a 400 rpm durante uma execucdo. A centrifugacdo
previne a condensagdo e elimina bolhas de ar, mas ndo forma um pellet de ADN. Para além disso,

as amostras ndo necessitam de ser viradas para baixo antes de uma execugdo.

As amostras sdo aquecidas e arrefecidas num forno de baixa massa de ar. O aquecimento é
atingido através de um elemento de niquel-cromo na tampa. A cdmara é arrefecida através da

extracdo do ar pelo topo da cdmara enquanto é aplicado ar & temperatura ambiente pela base.

Aquecimento

Os elementos
do aquecedor
ligam

A ventoinha de centrifugagdo
faz circular o ar pela cémara

O:s orificios de ventilagdo da camara
fecham para conter o ar
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Arrefecimento

- A ventoinha de centrifugagdo

faz circular o ar pela cémara

Os orificios de ventilagdo da
camara abrem para expelir o
ar quente

A ventoinha de centrifugacdo
faz entrar o ar na cémara

Entrada de ar frio

Os elementos
do aquecedor
desligam

llustragdo do sistema de aquecimento e arrefecimento.

3.1.2 Sistema btico

Com uma escolha de 6 fontes de excitagdo e 6 filiros de detegdo combinados com uma trajetéria
dtica curta e fixa, o Rotor-Gene Q MDx pode ser utilizado para reacdes multiplex, assegurando

uma variabilidade da fluorescéncia minima entre amostras e eliminando a necessidade de

calibragéo ou compensagdo.

As amostras sdo excitadas a partir do fundo da cdmara por um diodo emissor de luz. A energia
é transmitida através das paredes finas na base do tubo. A fluorescéncia emitida atravessa os
filtros de emiss@o na parte lateral da cdmara e é posteriormente recolhida por um fotomultiplicador.
A trajetéria dtica fixa assegura uma excitacdo consistente para cada amostra, o que significa que

ndo hé& necessidade de utilizar um corante interno passivo de referéncia, como o ROX™.
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Cémara de reagdo

Filtros de
detecdo

Conjunto do
detetor PMT

. Conijunto da
Os tubos no rotor giram fonte de luz
e passam pela dtica LED
llustragdo do sistema ético.
3.1.3 Canais disponiveis

Canal Excitagdo (nm) Detecdo (nm) Exemplos de fluoréforos detetados

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 passa-alto  Quasar 705, LightCycler Red705,
Alexa Fluor 680

Fusdo de alta resolucdo 460 = 20 510+ 5 SYBR Green |, SYTO®9, LC Green®,

(High Resolution Melt, HRM) LC Green Plus+, EvaGreen

Nota: Os kits QIAGEN indicados para utilizagdo com os instrumentos Rotor-Gene Q MDx sdo

otimizados relativamente a certas combinacdes de corantes. Consulte os manuais dos kits

correspondentes para obter mais informagdes.

Manual do utilizador CE do Rotor-Gene Q MDx

02/2022

24



3.2 Caracteristicas externas do Rotor-Gene Q MDx

1 Orificios de ventilagdo na tampa 3 Camara do rotor

2 Pega da tampa 4 Luzes de estado do instrumento
3.2.1 Orificios de ventilagdo na tampa
O Rotor-Gene Q possui orificios na parte traseira da tampa do instrumento. Estes orificios permitem
ao instrumento libertar calor da cdmara durante o funcionamento. Um bloqueio ou um espago
insuficiente & volta dos orificios pode afetar o desempenho do instrumento.

3.2.2 Pega da tampa

A pega da tampa é utilizada para fazer deslizar a tampa do instrumento para trds. Esta pega ndo

se destina a suportar o peso do instrumento e ndo deve ser utilizada para o levantar.
3.2.3 Cémara do rotor

A cédmara do rotor é o local onde os rotores sdo carregados e submetidos aos passos de

aquecimento e ciclagem programados.
3.2.4 Lluzes de estado do instrumento

Existem duas luzes de estado no Rotor-Gene Q. A luz de suspensdo indica que o instrumento ndo estd

a ser utilizado. A luz de funcionamento fica intermitente quando o Rotor-Gene Q estd a ser utilizado.
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3.3  Caracteristicas internas do Rotor-Gene Q MDx

Vista interna da camara do Rotor-Gene Q

1 Cubo do rotor 2 lente dtica
3.3.1  Cubo do rotor
O cubo do rotor mantém o rotor no devido lugar dentro do instrumento.
3.3.2 Llente dtica

Lente ética onde a luz do diodo de excitacdo é focada nos tubos.
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4  Procedimentos de instalacao

4.1  Fornecimento e instalacdo do sistema

A instalagdo deve ser orientada por uma pessoa que esteja familiarizada com o seu equipamento

laboratorial e informdtico.
S&o fornecidos os seguintes itens:

® |Instrumento Rotor-Gene Q MDx
® Manual do utilizador do Rotor-Gene Q MDx
e Estacdo de trabalho

e Software Rotor-Gene Q MDx (serd instalado pela Assisténcia Local da QIAGEN durante a

configuragdo inicial)
4.1.1 Desembalar o Rotor-Gene Q MDx

O Rotor-Gene Q MDx é fornecido com todos os componentes necessdrios para configurar e utilizar

o instrumento. A caixa também contém uma lista de todos os componentes fornecidos.
Nota: Verifique esta lista para se certificar de que estdo presentes todos os componentes.

Nota: Certifique-se de que o instrumento e os acessérios fornecidos ndo apresentam danos de

transporte antes da instalagdo.
A caixa dos acessérios encontra-se no topo da espuma de profegdo. A caixa dos acessérios contém:

e Guia de instalagdo (em inglés; tradugdes disponiveis no suporte de dados amovivel fornecido

com os manuais)
® Suporte de dados amovivel (software)
e Suporte de dados amovivel (manuais)
e loading Block 96 x 0.2 ml Tubes
e loading Block 72 x 0.1 ml Tubes
® Rotor Holder (desmontado para transporte seguro)
® 36-Well Rotor (este rotor tem uma cor vermelha)

® 36-Well Rotor Locking Ring
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Os itens seguintes encontram-se embalados nas laterais da espuma de protegdo:

® USB e cabo de série RS-232

e Conjunto do cabo de alimentagdo internacional
® PCR Tubes, 0.2 ml (1000)

e Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (1000)

Quando todos estes componentes tiverem sido removidos da caixa, retire a espuma de protecdo
no topo do Rotor-Gene Q MDx. Retire cuidadosamente o Rotor-Gene Q MDx da caixa e
desembrulhe a cobertura de pldstico. Abra a tampa, deslizando-a em dire¢do & parte traseira,

para aceder & cdmara de reagdo.
Os seguintes itens |d estdo instalados dentro do Rotor-Gene Q MDx:

e 72-Well Rotor (este rotor tem uma cor azul)
e 72-Well Rotor Locking Ring

Um computador portdtil poderd estar incluido na embalagem, dependendo dos detalhes da sua

encomenda.
4.1.2 Instalacdo do hardware

Quando o Rotor-Gene Q MDx tiver sido desembalado, proceda & instalagéo conforme descrito abaixo.

CUIDADO | Danos no instrumento
As partes mecénicas podem bloquear quando o Rotor-Gene Q MDx ¢ iniciado
A imediatamente apés a entrega em climas frios. Deixe o instrumento aclimatizar-se

& temperatura ambiente pelo menos durante uma hora, antes de o ligar.

Proceda da seguinte maneira:

1. Coloque o Rotor-Gene Q MDx numa superficie nivelada.

2. Certifique-se de que existe espago suficiente atrds do instrumento para que a tampa abra

totalmente.

3. Certifique-se de que o interruptor de alimentacdo na parte traseira do instrumento pode ser

alcancado facilmente.

4. Nao obstrua a parte traseira do instrumento. Certifique-se de que o cabo de alimentagdo pode

ser facilmente retirado, se necessdrio, para desligar a alimentagdo do instrumento.
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5. Ligue o cabo USB ou o cabo de série RS-232 fornecido a uma porta USB ou de comunicagdes
na parte traseira do computador.
Ligue o cabo USB ou o cabo de série RS-232 & parte traseira do Rotor-Gene Q MDx.

7. Em seguida, ligue o Rotor-Gene Q MDx a uma fonte de alimentagdo. Ligue uma extremidade
do cabo de alimentagdo de CA & tomada localizada na parte traseira do Rotor-Gene Q MDx

e a outra extremidade & tomada de CA.

O iinmn. =
Interruptor
Li;or/gresligar\ - -

Porta da fonte ——H1 |

de alimentagdo

Placa de caracteristicas
incluindo o nimero de série Ventoinha de  Porta de Porta USB
arrefecimento  série

Nota: Ligue o Rotor-Gene Q MDx ao computador apenas com o cabo USB ou o cabo de série

fornecidos com o instrumento. Ndo utilize outros cabos.
4.1.3 |Instalacdo do software

1. Para instalar o software Rotor-Gene Q, transfira-o de QIAGEN.com para o computador num
suporte de dados amovivel sem virus ou insira o Suporte de dados amovivel (software) fornecido

com o instrumento no computador.

2. Se a instalagdo do software for iniciada automaticamente, selecione Install Operating Software
(Instalar software de funcionamento) na janela apresentada ou navegue até & pasta do software

RGQ no suporte de dados amovivel.

Nota: Consulte o Guia de instalagdo do Rotor-Gene Q fornecido com o instrumento para uma

instalacdo fécil e para obter orientacées pelos préximos passos de instalacdo do software.
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Rotor-Gene Q — Pure Detection

¥ Install Operating Software

B Exit

3. Quando o software estiver instalado, serd criado automaticamente um icone no ambiente de
trabalho.

4. ligue o Rotor-Gene Q MDx movendo o interruptor localizado no lado esquerdo da parte de

trés para a posicdo "I". Uma luz azul "Standby" (Em suspensdo) na parte da frente do Rotor-

Gene Q MDx indica que o instrumento estd pronto a ser utilizado.

Nota: Ao iniciar pela primeira vez, ligado a um computador, o Rotor-Gene Q MDx serd
reconhecido pelo sistema operativo e serdo apresentadas vdrias mensagens. Consulte o Guia
de instalagdo do Rotor-Gene Q fornecido com o instrumento (Suporte de dados amovivel e

edi¢cdo impressa) para obter orientacdes.
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5. Clique duas vezes no icone do ambiente de trabalho Rotor-Gene Q Series Software (Software

da série Rotor-Gene Q) para iniciar o software.

6. E apresentada a janela Welcome (Bem-vindo) quando o software é iniciado pela primeira vez,

mas ndo volta a aparecer em atualizagdes do software posteriores.

& |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 Introduza o nimero de série (7 digitos), que pode ser encontrado na parte traseira

(NGmero de série do do Rotor-Gene Q MDx.

instrumento):

Port (Porta): Escolha um cabo USB ou cabo de série. Selecione a porta de comunicagdes
adequada ou clique no botdo Auto-Detect (Autodetegdo).

Auto-Detect (Autodetecdo) Quando utilizar esta opgdo, a porta de série ou porta USB correspondente seré
detetada automaticamente e apresentada na lista pendente Port (Porta).

Run in Virtual Mode (for Selecionar esta caixa permite a instalagdo do software Rotor-Gene Q num

demonstration) (Executar em  computador que ndo esteja ligado a um Rotor-Gene Q MDx. O software estd

modo virtual [para completamente funcional e pode simular execugdes.

demonstragdo]): Nota: Se esta caixa estiver marcada e um Rotor-Gene Q MDx estiver ligado ao
computador, é apresentada a seguinte mensagem antes do inicio da execugdo: You
are about to run in Virtual mode (Esté prestes a executar em modo virtual). Para
efetuar uma execugdo real, a configuragdo deve ser alterada na janela Setup
(Configuragdo) (consulte a secgdo 6.5.4).

Begin (Iniciar): Quando toda a informagdo tiver sido introduzida, clique em Begin (Iniciar). Espere

até que a inicializagdo esteja concluida, o que pode demorar alguns segundos. Se
tiver sido escolhido o modo virtual, é apresentada a seguinte mensagem:

Rotor-Gene () Series Software il

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

Se a caixa Run in Virtual Mode (Executar em modo virtual) néo estiver marcada, o
software serd iniciado e aberto automaticamente.

Exit Program (Sair do Ao clicar neste botdo sai do programa.
programay):
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4.1.4 Versdo do software

Para descobrir qual é o nimero da sua verséo, clique em Help (Ajuda) e, em seguida, em About
This Software... (Sobre 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 janela apresenta informacdes gerais sobre o software, incluindo a verséo do software, o

nimero de série e o modelo do instrumento.

O software pode ser copiado livremente para utilizagdo dentro de uma organizagdo que seja
proprietdria de um Rotor-Gene Q MDx. O software ndo pode ser copiado e distribuido para

terceiros fora da organizagdo.
4.1.5 Software adicional em computadores ligados a instrumentos Rotor-Gene Q MDx

O software Rotor-Gene Q gere processos de tempo critico durante a execugdo de PCR e o processo
de aquisicdo de dados. Por este motivo, é importante assegurar que nenhum outro processo utiliza
recursos significativos do sistema, tornando o software Rotor-Gene Q mais lento. E particularmente

importante prestar atengdo aos pontos listados abaixo.

Os administradores do sistema sdo aconselhados a considerar qualquer impacto que uma

modificagdo do sistema possa ter nos recursos antes de implementé-la.
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Software antivirus

A QIAGEN estd ciente da ameaga que os virus de computador representam para qualquer
computador que troque dados com outros computadores. Prevése que o software
Rotor-Gene AssayManager, versdo 1.0 ou 2.1 seja instalado primeiramente em ambientes nos
quais existem politicas locais para minimizar esta ameaca. Contudo, a QIAGEN recomenda a

utilizagdo de um software antivirus em qualquer caso.

A selegdo e instalagdo de uma ferramenta de detecdo de virus adequada sdo da responsabilidade
do cliente. No entanto, a QIAGEN validou a compatibilidade do software Rotor-Gene Q com o

computador portdtil QIAGEN em conjunto com o seguinte software antivirus:

® Microsoft Defender, versdo de cliente 4.18.2005.5

Consulte a pdgina do produto em QIAGEN.com para obter as Gltimas versdes do software antivirus
que foram validadas em conjunto com o software Rotor-Gene Q e Rotor-Gene AssayManager,

versdo 1.0 ou 2.1.

Se um software antivirus estiver selecionado, certifique-se de que pode ser configurado de forma
a que o caminho da pasta da base de dados possa ser excluido da andlise. Caso contrdrio, existe
o risco de ocorrerem erros de ligacdo & base de dados. Dado que o Rotor-Gene AssayManager,
versdo 1.0 ou 2.1 cria novos arquivos da base de dados de forma dindmica, é necessdrio excluir
o caminho da pasta para os ficheiros e ndo os ficheiros Gnicos. N&o recomendamos a utilizagdo
de software antivirus onde apenas podem ser excluidos ficheiros Unicos, por exemplo,
McAfee Antivirus Plus V16.0.5. Se o computador for utilizado num ambiente sem acesso & rede,

certifique-se também de que o software antivirus € compativel com atualizacdes offline.

Para obter resultados consistentes apés a instalagdo de software antivirus, os administradores do

sistema devem garantir o seguinte:

e Conforme foi explicado anteriormente, o caminho da pasta da base de dados do
Rotor-Gene AssayManager 1.0 ou 2.1  (C:\Program  Files\Microsoft SQL  Server\
MSSQL10_50.RGAMINSTANCE\MSSQL\DATA) deve ser excluido da andlise dos ficheiros.

® Nao sdo efetuadas atualizacdes & base de dados de virus durante a utilizagdo do

Rotor-Gene AssayManager 1.0 ou 2.1.

e Certifique-se de que as andlises parciais ou totais do disco rigido estdo desativadas durante a
aquisicdo de dados de realtime PCR. Caso contrdrio, existe o risco de impacto negativo no

desempenho do instrumento.

Leia o manual do software antivirus escolhido para obter mais informagdes sobre configuragdo.
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Firewall e redes

O software Rotor-Gene Q pode ser executado em computadores sem acesso & rede ou num
ambiente de rede, caso seja utilizado um servidor de base de dados remoto. Para o funcionamento
em rede, a firewall no computador portétil fornecido pela QIAGEN ¢é configurada de forma que o
tréfego de entrada seja bloqueado para todas as portas, exceto as necessdrias para estabelecer
uma ligagdo & rede.

Tenha em atengdo que bloquear as ligagdes de entrada ndo afeta as respostas a solicitagdes
acionadas pelo utilizador. As ligagdes de saida sdo permitidas, uma vez que tal pode ser
necessdrio para obter atualizagdes.

Se a sua configuragdo for diferente, a QIAGEN recomenda configurar a firewall do mesmo modo
descrito acima. Para este efeito, um administrador do sistema deve iniciar sessdo e efetuar os
seguintes passos:

1. Abra o Control Panel (Painel de controlo) e selecione Windows Firewall (Firewall do Windows).

QO T > Comarars + A Carrt Pt » Tor]|

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 Flder Optons A 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 & Noification Area lcons & Parental Controls B Performance Information and Tools
| = pesomaiiotion (5] Phone and Modem $ Power Options 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 R Windows Mobility Center & Windows Update (]

R Wireess Confguraton Usity

and malicious software,

)~ > o Part » Al CorttPr s » VindoneFrewal

Control Pane! Hog Help protect your computer with Windows Firewall

Allow  program or feature. Windows Firewsll can help prevent hackers or malicious software from gaining access to your computer
through Windows Firewall through the Interet or a network.

& Change nofifcation settings How does afirewal help protect my computer?

@) Tum Windows Firewall on or What are netwark locations?
off

® Restore defauts Update your Firewal settings

I & Advanced settings ‘Windows Firewall is not using the recommended s recommended setfings
settings to protect your computer. i
Troubleshoot my network
What are the recommended settings?

I [l % Home orvork (private) networks Not Connected (v)
% Pubiic networks Connected ()
Networks in public places such as airports or coffee shops. I
I Windows Firewl state off i
Incoming eonnections: Block all connections to programs that zre not on the
Tt slowed programs I
Active publc networks Nene
Netifcaton stte Notiy me when Windows Firewsl blocks a new
program
| E—
Il Action cenmter

Network and Sharing Center
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3. Verifique se as seguintes definicdes estdo ativas:

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

Control Pane! Hog Help protect your computer with Windows Firewall

Allow a program or festure Windows Firewall can help prevent hackers or malicious software from gaining access to your computer

through Windows Firewall through the Intemet or a netuwork. f
) Change notification settings How does a firewall help protect my computer?
@ TomWindows Freucllon or Wt e ek ocatons?
of .
@ : )
P B @ Home or vork private) networks Not Connected (2
I
) 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
. program

Action Center
Network and Sharing Center

Por motivos de seguranca e fiabilidade, deve ser utilizado um acesso & rede por cabo em vez de
Wi-Fi. Os computadores portateis fornecidos pela QIAGEN t&m um adaptador Wi-Fi desativado.
Se a sua configuracdo for diferente, um administrador do sistema deve desativar o adaptador Wi-

Fi manualmente, através dos seguintes passos:

1. Abra o Control Panel (Painel de controlo) e selecione Network and Sharing Center (Centro de

rede e partilha).

@ )~[F s Corarare + Aot ntme +

Adjust your computer's settings Viewby:  Smallicons v
¥ Action Center Administrative 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 A Fonts & Getting Started
| & HomeGroup & Indeing Options Intel(®) HD Graphics @ Intel® Rapid Storage Technology
Intemet Options. & Keyboard Location and Other Sensors & Mouse
52 Network and Sharing T 5 Notification Area Icons 5 Parental Controls M Performance Information and Tools
[ & personalization ‘Network and Sharing Center fem 3 Power Options Programs and Features
© Recovery Check network status, change guage 95 RemoteApp and Desktop Connections & Sound
| 8 specchrecosmiion |forsmaicssndprmtese . = 5ysem L Toskoaran ot Miens
3 Troubleshooting 58 Urer Accounts & Windows Anytime Upgrade 5 Windows Cordspace il
8 Windows Defender WP Windows Firewall R Windows Mobility Center & Windows Update [l

P Wireless Configuration Uity
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2. Selecione Change adapter settings (Alterar definicdes do adaptador).

|lE) g
(_)=[5E » Control Panel » Al Control Panel lterns » Network and Sharing Center [ 3 ||| Search Con... £
)

o

Control Panel Home . . . . .
View your basic network infarmation and set up connections

Manage wireless networks Ll! ® “?D See full map

Miaaw?%_w QUAGEN-PC Intemet I
(i .

settings.

View your active networks Connectto a network.
You are currently ot connected to any networks.

i
Change your networking settings
I i Set up a new connection or network
" Setup a wireless, broadband, dial-up, ad hoc, or VPN connection; or set up a router or access point.
g Comnectto anetwork
I Connect o reconnect o awirlss, wired, dis-up,or VPN netwrk connection
W Choose homegroup and sharing options
Access files and printers locsted on other or settings. 0
I [ Troubleshoot problems W

Diagnose and repair network problems, or get troubleshooting information,

Seealso
HomeGroup
Internet Options

Windows Firewall

3. Passe o rato por cima de Wireless Network Connection (Ligacdo de rede sem fios), prima o

botdo direito do rato e selecione Disable (Desativar) no menu de contexto.
S g

@ () =[[E + ConolPanel » Networkand temet » Netwrk Comnections » o9 ) search et ]
Organize v ConnectTo  Disable hi kdeice D h R h Change settings of thi - 0O @
= Locol Ares Conecton = T

¥ Network cable unplugged
R @ Intel(R) Ethemet Connection 17-V

x
M Moo oot o
it Srnior] ©
(Rl Boadcon T commect |
e

Diagnose
I @ Bridge Connections

Creste Shortcut
Delete
& Rename

I & Properies

4. Verifique se a Wireless Network Connection (Ligagdo de rede sem fios) estd desativada.
)

&3\ w[E + Conrol anel » Netwark snd Inieines » Netmork Cannsctions » < To2 |[ Search et @
Grganize = )
| Wiirciess Network Connecion
7 [
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Ferramentas do sistema

Muitas ferramentas do sistema podem utilizar recursos significativos do sistema sem qualquer

inferacdo por parte do utilizador. Os exemplos tipicos dessas ferramentas sdo:

® Indexacdo de ficheiros, que é efetuada como tarefa em segundo plano por muitas aplicagdes
de escritério contempordneas

e Desfragmentacdo de disco, que geralmente utiliza também uma tarefa em segundo plano

® Qualquer software que verifica a existéncia de atualizagdes na Internet

® Ferramentas de monitorizagdo e gestdo remotas

Tenha em atengdo que devido & natureza dindmica do mundo de Tl, esta lista pode néo estar

completa e podem ser langadas ferramentas que ndo sejam conhecidas no momento da redagdo

do presente documento. E importante que os administradores do sistema se certifiquem de que

essas ferramentas ndo estdo ativas durante uma execucdo de PCR.
Atualizagées do sistema operativo

Os computadores portdteis fornecidos pela QIAGEN sdo configurados de forma que as
atualizagdes automdticas do sistema operativo estejam desativadas. Se a sua configuracdo for
diferente, um administrador do sistema deve desativar qualquer processo automdtico de

atualizagdo do sistema operativo, através dos seguintes passos:

1. Abra o Control Panel (Painel de controlo) e selecione Windows Update (Atualizagdo do
Windows).

= X
() B+ Conte Pnet » Al Contotpncierns » T [ 7]
Adjust your computer's settings Viewby: Smallicons
W Action Center Administrative Tools [ig AutoPlay W Backup and Restore
8 Color Management B Credential Manager © Date and Time @ Defautt Programs
6 Desktop Gadgets &8 Device Manager & Devices and Printers 5 Disply
I @ Ease of Access Center Folder Options A Fonts &l Getting Started
& HomeGroup & Indeding Options Intel(®) HD Graphics @ Intel® Rapid Storage Technology
€1 Intemet Options & Keyboard [ Location and Other Sensors 2 Mouse
4 Network and Sharing Center fification Area Icons & Parental Controls W Performance Information and Tools
| & personsiuation [ Phone and Modem B Power Options B Programs end Features
& Recovery  Region and Language 145 RemoteApp and Deskiop Connections & Sound
& SpeechRecognition @ Sync Center 18 System L Taskbar and Start Menu
& Troubleshooting 8, User Accounts indows Anytime Upgrade 3 Windows Cardspace I
dows Defender P Windows Firewall B Windows Mobiliy Center & Windows Update W

ge
I

Configuration Utilty
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2. Selecione Change settings (Alterar definicdes).

= [ [

QU

=1+ Control Panel » All Control Panelterns » Windows Update

<[4 | searncon-. P

Control Panel Home.

Windows Update
Check for updtes

Change setings
vﬁm " ﬁm Check for updates for your computer
Always instll the latest updstes to enhance your computerssecurity and

Restore hidden updates: performance.
[ Checkfor updates |

Updates: frequently asked
questions

Most recent check for updates: ~8/8/2017 at1:22 PM
Updates were installed: 8/8/2017 at 2:23 PM. View updlate history
You receive updates: For Windows only.

(et updates for other Microsoft products. Find out more

seealso
Installed Updites
&, Windows Anytime Upgrade

0|

3. Selecione Never check for updates (Nunca procurar atualizaces).

= [ [

(_ J=|E » Control Panel » All Control Panel ltems » Windows Update » Change settings
~@ P g g

~ [ 4] search con.. 2]

Choose how Windows can install updates

When your computer is online, Windows can automatically check for important updates and install 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
N [V =)
Install updates automatically (recommended)
I Download updates but let me choose whether to install them
Check for updates but et me choose whether to download and instell them
o PR B BT G

Who can instal updiates
Allow all users to install updates on this computer

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

4. Verifique se a opcdo Never check for updates (Nunca procurar atualizacdes)

updates (Atualizagdes importantes) estd ativa.

e

(_ )=|E» Control Panel » Al Control Panel Items » Windows Update » Change seftings
(@2 P g g

<[ 43 ][ search Con.. £

Choose how Windows can install updates

When your computer is online, Windows can automatically check for important updates and install 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

I @ [ Never check for updates (not =

Install new updates: [Every day at [300AM

Recommended updates

[7]Giveme

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

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

em Important
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Caso sejam necessdrias atualizagdes devido a questdes de seguranca ndo detetadas, a QIAGEN
fornece mecanismos para instalar um conjunto definido de patches de segurangca do Windows
validados online (se estiver disponivel ligacdo & Internet num computador portdtil QIAGEN) ou

como pacote offline, preparado num computador separado com ligagdo & Internet.
Visite a pégina do produto em QIAGEN.com para obter mais informagdes.
4.2  Requisitos relativamente ao local

Os instrumentos Rotor-Gene Q MDx devem ficar localizados longe da luz solar direta, afastados
de fontes de calor, fontes de vibragdo e de interferéncia elétrica. Consulte o Apéndice A para
obter informagdes acerca das condigdes de funcionamento (temperatura e humidade). No local de
instalac@o ndo deve haver correntes de ar, humidade ou p6 em excesso e o mesmo ndo deve estar

sujeito a grandes flutuagdes de temperatura.

Consulte o Apéndice A para obter informacdes acerca do peso e dimensdes dos instrumentos
Rotor-Gene Q MDx. Certifique-se de que a bancada de trabalho estd seca, limpa e tem espaco
adicional para acessérios. Para obter mais informagdes acerca de especificagdes necessdrias para

a bancada de trabalho, contacte os Servicos de Assisténcia da QIAGEN.

Nota: E extremamente importante que o instrumento Rotor-Gene Q MDx seja colocado numa superficie

estavel, sem niveis ou vibracdes. Consulte as condigées de funcionamento — consulte o Apéndice A.

O instrumento Rotor-Gene Q MDx deve ser colocado a aproximadamente 1,5 m de uma tomada

de CA devidamente ligada & terra (massa).

AVISO Atmosfera explosiva

atmosfera explosiva.

j O instrumento Rotor-Gene Q MDx ndo foi concebido para ser utilizado numa

AVISO Risco de sobreaquecimento
Para assegurar uma ventilacdo adequada, mantenha uma disténcia minima de
A 10 cm na parte traseira do instrumento Rotor-Gene Q MDx.

As fendas e as aberturas que asseguram a ventilagdo do instrumento Rotor-
Gene Q MDx ndo devem ser tapadas.
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4.3 ligacdo a alimentacdo de CA
4.3.1 Requisitos de alimentacdo

O Rotor-Gene Q MDx funciona a:

e 100-240 V CA a 50-60 Hz, 520 VA (pico)

Certifique-se de que a tensdo nominal do Rotor-Gene Q MDx é compativel com a tensdo de CA
disponivel no local de instalagdo. As flutuagdes de tensdo da rede de alimentagdo elétrica ndo

devem ultrapassar 10% das tensdes de alimentacdo nominais.
4.3.2 Requisitos de ligacdo a terra

Para proteger o pessoal que utiliza este instrumento, a QIAGEN recomenda que o
Rotor-Gene Q MDx esteja corretamente ligado & terra (massa). O instrumento estd equipado com
um cabo de alimentagdo de CA com 3 condutores que, quando ligado a uma tomada de CA
adequada, liga o instrumento & terra (massa). Para preservar esta fungdo de protecdo, ndo utilize

o instrumento a partir de uma tomada de CA que ndo esteja ligada & terra (massa).
4.3.3 Instalagdo do cabo de alimentacdo de CA

Ligue uma extremidade do cabo de alimentagcdo de CA & tomada localizada na parte traseira do

instrumento Rotor-Gene Q MDx e a outra extremidade & tomada de CA.
4.4 Configuracdo da seguranca do Windows

Os computadores portateis fornecidos pela QIAGEN para utilizagdo com o instrumento
Rotor-Gene Q MDx podem ter o Microsoft Windows 7 ou o Windows 10 pré-instalado e sdo
configurados com uma conta de utilizador Windows padr&o (ndo administrativa) e uma conta de
administrador. Na utilizacdo de rotina do sistema, deve ser utilizada a conta padréo, uma vez
que o software Rotor-Gene Q e o Rotor-Gene AssayManager, versdo 1.0 ou 2.1 foram concebidos
para ser executados sem direitos de administrador. A conta de administrador (a que tem um fundo
de ambiente de trabalho vermelho) deve ser utilizada apenas para instalar o software
Rotor-Gene Q ou Rotor-Gene AssayManager, versdo 1.0 ou 2.1, e um Software adicional em
computadores ligados a instrumentos Rotor-Gene Q MDx (consulte a seccdo "Software antivirus").
A tilizagdo da conta de administrador é indicada por um fundo de ambiente de trabalho
vermelho. Certifique-se de que inicia sempre sessdo como utilizador padrdo para efeitos de

utilizacdo de rotina.
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A palavra-passe predefinida para a conta de administrador é Q1a#g3nlAb. Altere a palavra-
passe de administrador apds o primeiro inicio de sessdo. Certifique-se de que a palavra-passe é

segura e de que ndo a perde. Ndo existe uma palavra-passe para a conta de operador.

Caso perca a palavra-passe de administrador do portétil, aconselhamos a contactar a Microsoft

para obter assisténcia.

Se a sua configuracdo for diferente e ndo estiver incluida uma conta ndo administrativa, os
administradores do sistema devem configurar uma conta de utilizador Windows padréo adicional
para evitar o acesso a dreas criticas do sistema, como Ficheiros do programa, o diretério Windows
(por exemplo, acesso & funcionalidade de instalagdo ou desinstalagdo, incluindo aplicagdes,
componentes do sistema operativo, definicdes de data/hora, atualizagdes do Windows, firewall,
direitos e fungdes de utilizador, ativagdo de antivirus) ou definicdes relevantes de desempenho,

como poupanga de energia.

Para criar uma conta de utilizador padrdo no Windows 7, siga os seguintes passos descritos na

seccdo "Criar uma nova conta de utilizador":

Abra o painel de controlo do Windows através do menu Start (Iniciar) e selecione User Accounts

(Contas de utilizador) > Manage Accounts (Gerir contas).

1. Selecione Create a new account (Criar uma nova conta).

) I S
p———— -
-‘? o B o Unar hoooures o Mansge Account: = | iy . ]
e = L —
Chocse the scoount you would like to change

 Admin i Guest
“ irst. Gutst tceunt i off

2. D& um nome & conta e selecione Standard User (Utilizador padrdo) como o tipo de conta.
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S e e Y B »

Mame the account and choose an account type

Thii farme wil appar on e Wielcsrne doieen and dn the 5 menu

opesat

Aandird BOCDURE USETS Can Upe most soffvesne sed change sysiems settings that do rat sflect othey usens o

the secunty of B compuber,
Adrmanairaon

Adminigtrators have complebe scoets 1o Bhe coempater and can muke sny desined changes. Baded on
mgtification pettings, sdmnistiaters may be ashoed to provide thew passeord or confumation before

eriing changet that sffect other users.

I e eecommend that you protect every a2count with & il20ng padswoed

e e, MR S

[Creste Accourt | [ Cance

3. Clique em Create Account (Criar conta).

4.5 Requisitos da estacdo de trabalho

O computador portdtil, fornecido opcionalmente com o Rotor-Gene Q MDx, cumpre os requisitos

do software Rotor-Gene Q, detalhados na tabela seguinte.

Requisitos do sistema da estagéo de trabalho

Descricéo

Requisitos minimos

Sistema operativo

Processador

Meméria principal

Espaco no disco rigido

Grdficos

Portas

Dispositivo apontador

Bluetooth

Visualizador de PDF ou semelhante

Opgdes de energia

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

Intel® Core™ 2 Duo, 1,66 GHz ou superior

Minimo de 1 GB de RAM

Minimo de 10 GB de HDD

Adaptador e ecrd com pelo menos 1200 x 800 pixeis

Porta de série RS-232 ou porta USB

E necessario um touchpad ou rato ou equivalente

Deve estar desligado

Deve estar instalado; néo faz parte dos pacotes de instalagdo do software

Nunca desligar os discos rigidos, colocar em hibernagdo ou suspender

E necessdrio o Microsoft Windows 10 ou Windows 7 Professional Edition para executar o software Rotor-Gene Q com
funcionalidades de seguranga (consulte a secgdo 6.9). As funcionalidades de seguranca ndo estdo disponiveis se estiver a

ser utilizada a Home Edition do Windows 10 ou Windows 7.

t Quando utilizar o software Rotor-Gene AssayManager®, versdo 1.0 ou 2.1, os seguintes requisitos minimos do PC sdo
diferentes: processador Intel Core i3-380M, meméria principal com 4 GB de RAM, 250 GB de espago no disco rigido,

porta USB necessdria.
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4.6 Desembalagem e instalacdo do Rotor-Gene Q MDx

O Rotor-Gene Q MDx é fornecido com todos os componentes necessdrios para configurar e utilizar
o instrumento. A caixa também contém uma lista de todos os componentes fornecidos.

Nota: Verifique esta lista para se certificar de que estdo presentes todos os componentes.

Nota: Certifique-se de que o instrumento e os acessérios fornecidos ndo apresentam danos de
transporte antes da instalagdo.

A caixa dos acessérios encontra-se no topo da espuma de prote¢do. A caixa dos acessérios contém:

Guia de instalagdo (em inglés; traducdes disponiveis no suporte de dados amovivel fornecido

com os manuais)

Suporte de dados amovivel (software)

e Suporte de dados amovivel (manuais)

e loading Block 96 x 0.2 ml Tubes

e loading Block 72 x 0.1 ml Tubes

® Rotor Holder (desmontado para transporte seguro)

36-Well Rotor (este rotor tem uma cor vermelha)
e 36-Well Rotor Locking Ring

Os itens seguintes encontram-se embalados nas laterais da espuma de prote¢do:

USB e cabo de série RS-232

e Conjunto do cabo de alimentagdo internacional
e PCR Tubes, 0.2 ml (1000)
e Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (1000)

Quando todos estes componentes tiverem sido removidos da caixa, retire a espuma de protegdo
no topo do Rotor-Gene Q MDx. Retire cuidadosamente o Rotor-Gene Q MDx da caixa e
desembrulhe a cobertura de pldstico. Abra a tampa, deslizando-a em diregdo & parte traseira,

para aceder & cdmara de reagdo.
Os seguintes itens j& estdo instalados dentro do Rotor-Gene Q MDx:

e 72-Well Rotor (este rotor tem uma cor azul)
e 72-Well Rotor Locking Ring

Um computador portdtil poderd estar incluido na embalagem, dependendo dos detalhes da sua

encomenda.
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4.6.1 Atualizacdo do software

As  atudlizagdes de  software  estdo  disponiveis no site da  QIAGEN  em
https:/ /www.giagen.com/products/instruments-and-automation/pcr-instruments/rotor-gene-g-mdx/,
que também pode ser acedido a partir do menu Help (Ajuda) no software. Para transferir o software, é

necessdrio efetuar o registo online.
4.7  Acessorios

Os Rotor-Discs e os acessérios podem ser encomendados separadamente para utilizagdo com o

Rotor-Gene Q MDx. Para obter mais informacdes, consulte a seccdo 16.

4.8 Reembalagem e transporte do Rotor-Gene Q MDx

Ao reembalar o Rotor-Gene Q MDx para transporte, devem ser utilizados os materiais da embalagem
original. Caso os materiais da embalagem original ndo sejam aplicaveis, contacte os Servigos de
Assisténcia da QIAGEN. Certifique-se de que o instrumento foi devidamente preparado (consulte
Manutencdo) antes de o embalar e de que ndo apresenta nenhum perigo biolégico ou quimico.
4.9  Preparagdo

4.9.1 ligar o Rotor-Gene Q MDx e a estagdo de trabalho

Certifique-se de que o Rotor-Gene Q estd ligado ao computador portdtil por USB ou RS-232 e de

que tanto o computador portétil como o Rotor-Gene Q estdo ligados e ativados.

Manual do utilizador CE do Rotor-Gene Q MDx  02/2022

44


https://www.qiagen.com/products/instruments-and-automation/pcr-instruments/rotor-gene-q-mdx/

5  Procedimentos operacionais

Antes de continuar, recomendamos que se familiarize com as caracteristicas do instrumento,

consultando a seccdo 3.

Danos no instrumento
CUIDADO | jiilize apenas células de fluxo e consumiveis QIAGEN com o Rotor-Gene Q
f MDx. Danos causados pela utilizagdo de outros tipos de células de fluxo ou

consumiveis anulardo a garantia.

CUIDADO | Risco de danos materiais

durante o funcionamento para evitar perturbar medigées éticas sensiveis.

i Evite mover a bancada de trabalho e causar vibracdes no Rotor-Gene Q MDx

5.1  Utilizacdo do software Rotor-Gene Q MDx

Podem ser configuradas novas execucdes utilizando o assistente Quick Start (Instalacdo répida) ou
o assistente Advanced (Avangado), apresentados quando o software é iniciado. O assistente Quick
Start (Instalacdo rdpida) foi concebido para permitir que o utilizador inicie a execugdo o mais
rapidamente possivel. O assistente Advanced (Avancado) proporciona mais opgdes, como a
configuracdo de otimizagdo do ganho e definices de volume. Por questdes de comodidade, os
assistentes possuem vdrios modelos com condi¢des de ciclagem e canais de aquisicdo
predefinidos. Para alterar o tipo de assistente, selecione o separador adequado na parte superior

da janela New Run (Nova execugdo).
5.1.1 Assistente Quick Start (Instalacdo répida)

O assistente Quick Start (Instalagdo rdpida) permite que o utilizador inicie a execugdo o mais
rapidamente possivel. O utilizador pode fazer uma selecdo dentro de um conjunto de modelos
mais comummente utilizados e introduzir os par@metros minimos para comegar. O assistente Quick
Start (Instalacdo rdpida) assume que o volume de reagdo é 25 pl. Para outros volumes de reagdo,

utilize o assistente Advanced (Avancado) (consulte a seccdo 5.1.2).
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Como primeiro passo, selecione o modelo pretendido para a execugdo, clicando duas vezes no

modelo da lista na janela New Run (Nova execugdo).

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 (Realizar a Perform Last Run (Realizar a Gltima execucéo) utiliza as definicdes de amostra,
Oltima execugdo): aquisi¢do e ciclagem da Ultima execugdo aberta no software.

Three Step with Melt (Trés passos  Este é um perfil de ciclagem de trés passos e uma curva de fusdo com aquisicdo

com fusdo): de dados no canal verde.

Two Step (Dois passos): Este é um perfil de ciclagem de dois passos com dados adquiridos nos canais
verde, amarelo, laranja e vermelho.

Quenched FRET Este é um perfil de ciclagem de trés passos e uma curva de fuséo. Ao contrario

(FRET supressoral): de Three Step with Melt (Trés passos com fus@o), a aquisicdo ocorre no final

do passo de hibridizacdo.

Nucleic Acid Concentration Este é um modelo predefinido para medir a concentracdo de dcidos nucleicos
Measurement (Medi¢do da utilizando corantes intercalados.
concentragdo de dcidos nucleicos):

HRM: Esta pasta contém perfis de fusdo de alta resolugdo.
Other Runs (Outras execugdes): Esta pasta contém perfis adicionais.
Os perfis de ciclagem e de aquisicdo para todos os modelos podem ser alterados utilizando o

assistente.
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Nota: Os modelos definidos pelo utilizador podem ser adicionados & lista de modelos no assistente
Quick Start (Instalagdo répida) ao copiar ou guardar ficheiros *.ret em C:\Program Files\Rotor-
Gene Q Software\Templates\Quick Start Templates. Depois de copiar um ficheiro para este
caminho, o modelo ird aparecer como um icone na lista. Se pretender personalizar icones para

os seus modelos, crie uma imagem *.ico com o mesmo nome do ficheiro do modelo.

As subpastas podem ser criadas para modelos relacionados a um grupo. Isto permite a
organizagdo dos modelos, o que pode ser conveniente se, por exemplo, vdrios utilizadores
estiverem a utilizar o mesmo instrumento.

Selecdo do rotor

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

Marque a caixa de verificacdo Locking Ring Attached (Anel de bloqueio fixado) e clique em

Next (Seguinte).

* Quick Start
1. Rotor Selection | 2 Confirm Profile

Rotor Type -
36-Well Rotor

Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100

¥ Laocking Ring Attached

coce_|

Confirmar perfil

As condi¢cdes de ciclagem e os canais de aquisicdo do modelo escolhido sdo importados. Estes

podem ser alterados utilizando a janela Edit Profile (Editar perfil) (consulte a seccdo "Editar perfil").

Para iniciar uma execucdo, clique no botdo Start Run (Iniciar execucdo). Também é possivel

guardar o modelo antes de iniciar a execugdo, clicando em Save Template (Guardar modelo).
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I Quick Start

x|
1. Rotor Selection 2 Canfir Prafie |
7. 8 | @
New Open SaveAs | Help
The run wil tske approximately 77 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed
Click o a cpcle below to modify it -
Irisert after.
Cycling
Melt Insert before...
Remave
Hold Temperaure: 85 | deg
Hold Time 2 |mins 0 |secs
< Back Save Template Start Run Cancel

Guardar execucdo

Depois de clicar no botdo Start Run (Iniciar execucdo), é apresentada a janela Save As (Guardar
como). A execucdo pode ser guardada na localizacdo pretendida pelo utilizador. E dado um
nome de ficheiro & execugdo que consiste no modelo utilizado e na data da execucdo. Também
estd incluido um nimero de série (1, 2 etc.) no nome do ficheiro para permitir a designacdo

automdtica de vdrias execugdes que utilizam o mesmo modelo no mesmo 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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Configuragéo da amostra

Apés o inicio da execucdo, a janela Edit Samples (Editar amostras) permite que as amostras sejam

definidas e descritas.

Dy catsomples _loix]
Fle Edit Format Security
Standard | Rotor Style I
Setftings :
lrﬁiven Conc. Farmat : |123,45? j Uit : |52 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
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

A janela Edit Samples (Editar amostras) é apresentada apés o inicio da execucdo para que o
utilizador possa utilizar este tempo para introduzir nomes de amostras. Se os nomes das amostras
forem introduzidos muito répido durante a execugéo (por exemplo, utilizando um leitor de cédigo
de barras), tal pode dar origem a letras transpostas nos nomes das amostras. Por isso, é
recomendado que evite utilizar um leitor de cddigo de barras e, se aplicavel, introduza os nomes
das amostras apés a execugdo ter terminado. Para obter mais informacdes sobre a configuracdo

das definicdes da amostra na janela Edit Samples (Editar amostras), consulte a seccéo 6.8.4.
5.1.2 Assistente Advanced (Avancado)

O assistente Advanced (Avancado) proporciona opgdes que néo estdo disponiveis no assistente

Quick Start (Instalacdo rdpida), como a configuracdo da otimizacdo do ganho.

Para utilizar o assistente Advanced (Avangado), selecione um modelo clicando duas vezes no

nome do modelo na lista do separador Advanced (Avancado) na janela New Run (Nova execucdo).
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x

Quick Statt  Advanced I

Imports the cyding
and acguisition and

a sample definitions

'S Empty Run from the last run open
in the software,

rform Last Run

1]

2 Three Step with Melt

L

H
s Two Step

o HRM™

@ Instrument Maintenance

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

Cancel

i

Help

¥ Show This Screen ‘When Software Opens

As opgdes de modelos fornecidas nesta janela sdo semelhantes as fornecidas quando se utiliza o

assistente Quick Start (Instalagdo répida) (seccdo 5.1.1).

Perform Last Run (Realizar a Perform Last Run (Realizar a Gltima execugdo) importa as definigdes de
Oltima execugdo): amostra, aquisicdo e ciclagem da Gltima execugdo aberta no software.
Empty Run (Execugdo vazia): Trata-se de uma execugdo vazia que permite ao utilizador definir todos os

parémetros do perfil.

Three Step with Melt (Trés passos  Este é um perfil de ciclagem de dois passos com aquisicdo de dados apenas

com fusdo): no canal verde, para acelerar a execugdo.

HRM: Esta pasta contém 2 perfis de fusdo de alta resolugdo.

Other Runs (Outras execugdes): Esta pasta contém perfis adicionais.

Instrument Maintenance Contém o modelo utilizado durante a verificagdo ética de temperatura (Optical
(Manutengdo do instrumento): Temperature Verification, OTV). Para obter mais informacdes, consulte a

secgdo 9. Este modelo estd bloqueado para garantir que o perfil funciona
sempre corretamente.

Nota: Os modelos definidos pelo utilizador podem ser adicionados & lista de modelos ao copiar
ou guardar ficheiros *.ret em C:\Program Files\Rotor-Gene Q Software\Templates\. Depois de

copiar um ficheiro para este caminho, o modelo ird aparecer como um icone na lista.
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Janela do assistente de nova execucdo 1
Na janela seguinte, selecione o tipo de rotor na lista.

Marque a caixa de verificagdo Locking Ring Attached (Anel de bloqueio fixado) e clique em Next

(Seguinte) 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 »>

Janela do assistente de nova execucdo 2

Na janela seguinte, é possivel introduzir o nome do utilizador e as notas sobre a execugdo.

Também deve ser introduzido o volume da reacdo.

Se o 72-Well Rotor tiver sido selecionado na janela 1, estardo disponiveis trés opgdes de Sample
Layout (Disposicdo de amostras) no menu pendente. "1, 2, 3..." é a opgdo predefinida. A maioria
dos utilizadores seleciona esta op¢éo. A opgdo "1A, 1B, 1C..." deve ser selecionada quando as
amostras forem carregadas em tubos de tiras de 0,1 ml adjacentes, utilizando uma pipeta

multicanal com 8 canais. A disposicdo "A1, A2, A3..." pode ser selecionada, caso seja adequado.
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New Run Wizard

This screen dizplays mizcellansous options for the mwn. Complete the fields, this bz 'ljiSpla-"'s 3
clicking Mext when you are ready ta mave to the next page. Elp on elements in
the wizard. For help
Operator on an item, hover
H ’ ] wour maouse aver the
itern for help. ‘r'ou
Motes

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

Reaction ] i
Yolume [plL]: =

Sample Lapout : ]'I, 2 _:_J

Skipwizad | c<Back | Mest»> |

Janela do assistente de nova execucdo 3

Nesta janela, é possivel modificar Temperature Profile (Perfil de temperatura) e Channel Setup
(Configuragdo de canais). Se clicar no botdo Edit Profile... (Editar perfil), é apresentada a janela

Edit Profile (Editar perfil), que permite a alteracdo das condicdes de ciclagem e a selecdo dos
canais de aquisicdo (seccdo Editar perfil).

Depois de configurar o perfil, clique no botdo Gain Optimisation... (Otimizacdo do ganho...) para

apresentar a janela Gain Optimisation (Otimizagdo do ganho) correspondente (consulte a pagina 61).

New Run Wizard [5_<|

Temperature Profile : Thizs box displays

help on elements in

the wizard. Far help
ok anitern, hover
Vour 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

MWame | Source | Detector | Gain Create New...
470nm  510nm i .
Velow  530nm  S56rm 7 _ Ed |
Orange  585nm 610mm 7 Edit Gain...
Red E25nm  BEOnm 7
Crimzon ~ E80nm  710hp 7 Bemave
7

HRM 470nm  510mm Resst Defaults
Gain Qptimis ation...

Skip'wizard | << Back Nest>» |
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Editar perfil

A janela Edit Profile (Editar perfil) permite que as condicdes de ciclagem e os canais de aquisicéo sejam
especificados. O perfil inicial mostrado é baseado no modelo selecionado aquando da configuragdo
da execugdo (consulte a pagina 45). O perfil é apresentado graficamente. A lista dos segmentos do
perfil & apresentada abaixo da apresentagdo grdfica. Esta lista pode incluir Em espera (pégina 53),

Ciclagem (pdgina 54), Fusao (pagina 54) ou HRM se o instrumento possuir um canal HRM (pégina 57).

Todos os passos do perfil podem ser editados clicando na drea correspondente da apresentagdo

gréfica ou no nome na lista e alterando, em seguida, as definicdes que sdo apresentadas.

Insert after... (Inserir apés...): Permite a adigdo de um novo ciclo apés o ciclo selecionado.
Insert before... (Inserir antes...):  Permite a adigdo de um novo ciclo antes do ciclo selecionado.
Remove (Remover): Remove o ciclo selecionado do perfil.

A opgdo Hold (Em espera) indica ao Rotor-Gene Q MDx para permanecer & temperatura
determinada durante um periodo de tempo. Para alterar a temperatura, clique no botdo Hold
Temperature (Temperatura em espera) e introduza manualmente ou utilize a barra deslizante para
selecionar a temperatura pretendida. Para alterar a duragdo da opgdo Hold (Em espera), clique

nos botdes Hold Time (Tempo de espera), mins (min) e secs (s).

E|
.U W 2]
Mewvs Cpen  Save As Help.

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

Click on a cycle below to modify it

Inseit sfter
Cyeling
Insert befiore.
Remove

Hold Temperature: g5 deg
Hold Time : 3 |mins 0 |secs

Se estiver a realizar uma ciclagem de desnaturagdo ética, é possivel utilizar uma espera como um passo
de calibragdo. Neste caso, é efetuada uma fusdo de calibracdo antes da espera. Por predefinicdo, fal

estd configurado para a primeira espera na execugdo, mas pode ser alterado se necessdrio.
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Click. on a cycle below b madify i ;

Ins

Cycling

Inze

R

Haold Temperature : 95 | deq.
Hald Time : 3 |ming ] |SEES

Calibration Step: W

Calibration Settings
Acquining to an

tube 1. Ramp from 30 ta 95
and hold for 3 ming 0 secs,

Offzet : 0 deg.

E dit |

Para obter mais informagdes acerca da ciclagem de desnaturagdo ética, consulte a pdgina 57.

A ciclagem repete as etapas de tempo e temperatura definidas pelo utilizador o nimero de vezes
que for especificado. O nimero de repeticdes é definido utilizando o botdo This cycle repeats X

time(s) (Este ciclo repete-se X vez[es]).

Um ciclo Gnico é apresentado graficamente (conforme mostrado na captura de ecrd adiante).
Todos os passos do ciclo podem ser alterados. A temperatura pode ser alterada movendo a linha
da temperatura no grdfico para cima ou para baixo. A duragdo da etapa pode ser alterada
movendo o limite da temperatura no grdfico para a esquerda ou para a direita. Em alternativa,
clique na etapa e utilize os botdes de temperatura e de tempo & esquerda do gréfico.

Podem ser adicionadas ou removidas etapas do ciclo utilizando os botées "-" e "+" no canto

superior direito do grdfico.
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Edit Profile

.8 OH | e

Hew Open SaveAs | Help

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

Click on a cycle below to modify it

Hold

This cycle repeats 45 | time(s].

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

Insert after
Irisert before...
Femove

Timed Step
95 deq.

= B

20 seconds

Mat Acquiring

[~ Touchdown

[~ Long Range

95 deg. for 20 secs
72 deg. for 20 secs /

60 deq. for 20 secs g

Ok

Long Range (Aumento do tempo
de espera):

Touchdown (Diminuigdo da
temperatura):

Marcar esta caixa de verificagdo aumenta o tempo de espera da etapa selecionado
1 s a cada ciclo.

Marcar esta caixa diminui a temperatura um nimero de graus especificado para um
némero de ciclos iniciais especificados. Em seguida, tal é apresentado no ecré.

Os dados podem ser adquiridos em qualquer canal em qualquer passo da ciclagem. Para definir um

canal para adquirir dados, clique no botdo Not Acquiring (N&o adquirir dados) (se jé tiver sido definido

um canal para adquirir dados neste passo, os canais de aquisicdo sdo apresentados aqui).

lTimeu:I Step "’l

95 deg.

10 seconds

Mot Acguinng

[T Long Bange
[T Touchdown

Depois de clicar no botdo Not Acquiring (N&o adquirir dados), é apresentada a janela

Acquisition (Aquisi¢&o).
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Acqu on

Same az Previous : I[New Acquizition] j
—dequizition Configuration :
Aivailable Channels : Acguining Channels :

Mame | Ll Name |
Crirmzat Green
HFiM Ll
Qrange
Ried «
ellow

To acquire from a channel, select it from the list in the left and click ». To stop acquinng from a
chatnel, select it in the right-hand list and click <. Ta remaove all acquisitions, click <<,

Dian't Acquire Help

Diye Chart = |

Dye Channel 5election Chart

470nm | 510nm  [Fak, SYBR Gresn 14, Fluorescein, EvaGreen, Alexa Fluor 4682

Yelow | 530nm | 5550m JOEY WICEY, HER, TETY, CAL Fluor Gold 540, akima Y ellowt!
Orange  |585nm | E10nm R CAL Fluor Red 6104, Cp3 54, Teras Red. Alexa Fluar 5R3-Y
E25nrn | BRORMm Cy5, Quasar 670, Alexa Fluor 6334
£80nm | 710hp Quasar05+, Alewa Fluar 630+
AB0nm | 5100 SYTO 9% EvaGreent

Para definir um canal de aquisigéo, selecione o canal e mova-o da lista "Available Channels" (Canais
disponiveis) para a lista "Acquiring Channels" (Canais de aquisicdo) utilizando o botdo 2
Para remover um canal selecionado da lista "Acquiring Channels" (Canais de aquisicao), utilize o
botdo 1. O botdo I remove todos os candis da lista "Acquiring Channels" (Canais de aquisicdo).

Clicar no botdo Don't Acquire (N&o adquirir) também remove todas as aquisicdes do passo.

Se estiver incluida mais do que uma sequéncia de ciclagem no perfil, os dados adquiridos podem ser
anexados aos dados adquiridos na ciclagem anterior. Utilize o menu pendente Same as Previous (Igual
ao anterior) para selecionar o passo de ciclagem ao qual devem ser anexados os dados.

O Dye Channel Selection Chart (Gréfico de selecdo do canal de corante) ajuda o utilizador a decidir
qual é o canal mais adequado para o corante que pretende utilizar. Os corantes apresentados na
tabela sdo aqueles que sdo comummente utilizados e ndo indicam os limites do instrumento.

As opgdes de aquisicdo descritas acima também séo aplicéveis aos passos de fusdo, com excecdo de
que ndo é possivel anexar dados de aquisicdo utilizando o menu Same as Previous (Igual ao anterior).

Uma fusd@o corresponde a uma rampa entre 2 temperaturas, desde uma temperatura mais baixa

até uma mais elevada. O intervalo de temperaturas permitido é 35-99 °C.
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Para configurar uma fusdo, especifique a temperatura inicial, a temperatura final, os incrementos
de temperatura, a duragdo do tempo de espera na primeira temperatura de aquisicdo antes de a

rampa ser iniciada, o tempo pelo qual deve ser mantido cada incremento e os canais de aquisi¢do.

Serd gerada uma rampa enfre as 2 temperaturas. Se a tfemperatura inicial for superior & temperatura
final, o nome do passo ird mudar para Hybridisation (Hibridagdo). A opgdo Acquiring To (Adquirir
para), definida para Melt A (FusGo A) na captura de ecrd abaixo, pode ser alterada clicando no

botdo. A janela Acquisition (Aquisicdo) serd apresentada e os canais podem ser selecionados.

R arnp from Ifﬂ_j degrees to Iﬂﬂ_j degrees,

Rizing by |1_j degree(z] each step,

W aik fior IE"J— zeconds of pre-melt conditioning on first step,
W aik fior 4] j geconds for each step aftenwards.

Acquire bo P et & | ot Greet

Na execucdo de uma fusdo padrdo, a temperatura aumenta em incrementos de 1 °C, com uma
espera de 5 segundos antes de cada aquisicdo. O Rotor-Gene Q MDx pode ser configurado para
efetuar fusdes em incrementos de 0,02 °C. O tempo de espera minimo entre as etapas de

temperatura varia dependendo do nimero de graus entre cada etapa.

A andlise de fusdo de alta resolugdo (High Resolution Melt, HRM) caracteriza amostras de ADN
de cadeia dupla com base no seu comportamento de dissociacdo (fusdo). E semelhante &
tradicional andlise da curva de fusdo, mas fornece muito mais informacdes para uma vasta gama
de aplicacdes. As amostras podem ser discriminadas de acordo com a sequéncia, comprimento,

conteddo de GC ou complementaridade da cadeia até alteracdes de pares de base Gnicos.

A andlise de HRM apenas pode ser efetuada em instrumentos que possuem hardware ou software
de HRM instalado. Os dados s&o adquiridos utilizando fontes e detetores de HRM especializados.
A andlise de HRM também inclui a op¢do de efetuar otimizagdo do ganho mesmo antes de a fuséo
comecar. Apés efetuar HRM, os dados podem ser analisados com software de andlise de HRM
(seccdo 10).

A ciclagem de desnaturacdo Stica é uma técnica interessante, disponivel no Rotor-Gene Q MDx,
que efetua andlises de fusdo em tempo real para determinar o pico de fusdo de uma amostra de
referéncia. Isto sinaliza a desnaturagdo de um produto de PCR com maior precisdo do que
deferminar uma temperatura de desnaturacdo especifica para um tempo de espera. Para efetuar
esta técnica, basta que coloque um tubo de referéncia do produto de PCR na posicdo do tubo 1
do rotor. O tubo de referéncia também deve conter um quimico de detecdo que permita a detegdo
da dissociacdo da cadeia.
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Ao aquecer até & temperatura de desnaturagdo inicial, é efetuada uma fusdo no canal verde dos
80 aos 95 °C, por predefinicdo. Os pardmetros desta fusdo inicial podem ser ajustados pelo

utilizador. A partir destes dados, uma curva de fusdo é gerada e automaticamente analisada.

el

T T T T T
75 &0 83 a0 a5 100
“c

O pico de fusdo é referenciado de volta para os dados ndo processados para obter um limiar de

desnaturacdo. Em seguida, em todos os passos da ciclagem de desnaturacéo dtica, o instrumento

é aquecido o mais rapidamente possivel e os dados sdo adquiridos continuamente. Quando o

tubo de referéncia tiver atingido o nivel de fluorescéncia do limiar de desnaturagdo, o instrumento

é imediatamente arrefecido e avanca para o passo programado seguinte no ciclo. Néo é calculado

um pico durante a ciclagem. Em vez disso, o nivel de fluorescéncia é referenciado para o pico de

fusdo e isto designa o limiar de desnaturagdo.

No gréfico seguinte, as leituras de fluorescéncia ndo processadas e o primeiro derivado foram

sobrepostos. Isto mostra a correspondéncia entre o limiar de desnaturagdo e o pico de fusdo obtido

durante a calibracdo.

0,75+

dF/dT
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Pico de fusdo
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desnaturagdo 7
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/
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Para efetuar a ciclagem de desnaturagdo ética, ird precisar de:

e Um produto de PCR pré-amplificado para colocar na posicéo 1 do rotor. Esta amostra deve
conter o mesmo produto de PCR que as amostras de inferesse e um quimico de detegdo para

monitorizar a dissocia¢cdo do produto de PCR.
e Um perfil de desnaturacdo 6tica. E possivel criar um novo perfil ou editar um perfil existente
(consulte as informacdes adiante).

Um ciclo de desnaturacdo ética parece quase idéntico a outros ciclos. As principais diferencas
consistem no passo de fusdo automaticamente inserido no inicio do perfil e o perfil acentuado do
passo de desnaturacdo durante a ciclagem. O ciclo de desnaturagdo ética ndo requer tempos de

espera estabelecidos dado que a dissociagdo do produto é monitorizada a cada ciclo.
Para efetuar esta técnica, sdo necessdrias as seguintes informacdes sobre a execugdo:

e A temperatura de desnaturagdo inicial. Esta é a mesma temperatura do passo de desnaturagdo
num perfil de ciclagem padréo.

® A posicdo do tubo da amostra de PCR que ird produzir uma curva de fusdo no canal verde.

e Deve ser definido um perfil de ciclagem de desnaturagdo ética.

Crie um novo ciclo de desnaturagdo ética da seguinte forma.

1. Abra a janela Edit Profile (Editar perfil). Em seguida, clique em New (Novo). Na janela
apresentada, clique no botdo Insert after (Inserir apés) e selecione New Cycling (Nova ciclagem)
no menu. Selecione uma das etapas de temperatura clicando no gréfico. No menu pendente,
altere Timed Step (Passo programado) para Optical Denature (Desnaturacdo ética). Serd
apresentado um perfil predefinido que contém um passo de desnaturagdo e um passo do ciclo

de desnaturacdo ética.

A regido de rampa no inicio da execugdo representa o processo de calibragdo. Os pontos

verdes representam as aquisicdes executadas em cada ciclo durante o aquecimento. Os pontos
azuis representam a aquisic@o no final da etapa de hibridizacdo a 60 °C. Tenha em aten¢do
que embora o perfil mostre cada etapa com a mesma temperatura de desnaturagdo, este pode
ndo ser o caso. Se a amostra necessitar de um pouco mais de tempo para a fusGo na parte
final da execucdo, o processo de desnaturacdo ética aguarda pela fusdo, em funcdo dos
dados de fluorescéncia e ndo em fungdo do tempo. Por este motivo, o gréfico da temperatura

pode variar em cada ciclo.
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2. Clique na primeira metade do gréfico com o simbolo de desnaturagdo dtica B
informagdes de Calibration Settings (Definicdes de calibragdo) sdo apresentadas no lado

esquerdo do ecrd.

Thiz cycle repeats 45 | time(s),

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

Optical Denature j = B LI
Calibration Settings TI
[&cquiing to RealTime on f

tube 1. Ramp from 80 ta 95
land hold for 3 mins 0 secs Z
Offset : 0 deg

Edit

H B0 deg. for 40 secs

OK

3. As informagdes de "Calibration Seftings" (Definicdes de calibragéo) estdo normalmente
corretas. Para as modificar, se necessdrio, clique em Edit (Editar). A janela Calibration Settings

(Definigdes de calibragdo) é apresentada.

x

— Settings ;

The Optical Denature Calibration zettings determine bow
to perfarm the initial melt up to the denaturation
temperature, to determing the fluorescence level at
which the reference zample haz denatured.

Tube Position ; >

Famp from IEU jl to |95 ﬂdeg. C.
Hald for 3 Imins ] |seu:s

Denature Offset IEI ﬁ deqg. o

aE. Cancel

4. Certifique-se de que:

o O tubo indicado em Tube Position (Posicdio do tubo) contém um produto de PCR que iré
mostrar um pico de fusdo no canal verde.

o A femperatura da rampa final ndo iré queimar a amostra, mas serd suficientemente
elevada para que a fusdo ocorra.

o O tempo de espera é suficiente para desnaturar a amostra.

o O desvio da desnaturagdo é definido de forma adequada. A predefinicdo de 0 °C é
adequada para a maioria das fusdes. As fusdes com transicées muito acentuadas podem
necessitar de um desvio de desnaturacdo de -0,5 °C a -2 °C, conforme determinado pelo

utilizador, para garantir que a transicdo da fusdo é detetada.
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Também ¢é possivel definir um passo de desnaturagdo introduzindo um novo passo de espera.
Clique em Insert before (Inserir antes) e selecione New Hold at Temperature (Nova temperatura em

espera) no menu. Serdo apresentadas as definicdes de calibragdo.

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

As defini¢des de calibragdo sdo sincronizadas com as definicdes de desnaturagdo, logo uma
alterac@o no tempo de espera no passo de desnaturacdo ird automaticamente atualizar o tempo
de espera da calibracdo. Isto ocorre porque o processo de calibragdo e a desnaturacdo sdo

equivalentes na ciclagem de desnaturacdo dtica.

Alterar um passo existente para utilizar a ciclagem de desnaturagdo ética
Para alterar um passo de desnaturagdo existente numa sequéncia de ciclagem, selecione o ciclo
na lista na janela Edit Profile (Editar perfil). Em seguida, selecione o passo de desnaturacdo,

clicando no mesmo no ecra.

Timed Step LI _'I ;I

95 deq. for 20 secs

Optical Denature
U zeconds I

Mat Acquiring |

[~ Long Range

[~ Touchd El deg. for 40 secs
ouchdown

oK
Clique no menu pendente e selecione Optical Denature (Desnaturagéo ética). A temperatura e o

tempo de espera sdo removidos e o icone Optical Denature (Desnaturagdio dtica) Ll é apresentado.

Ao configurar uma nova execugdo, é Util utilizar a fungdo Gain Optimisation (Otimizacdo do
ganho). Tal permitehe otimizar o ganho para uma definigdo que ird fornecer o infervalo
pretendido de fluorescéncia inicial a uma temperatura definida (normalmente a temperatura a que

a aquisicdo de dados ocorre) em cada um dos canais a ser adquirido. O objetivo da otimizagdo
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do ganho é assegurar que todos os dados sdo recolhidos dentro do intervalo dindmico do detetor.
Se o ganho for demasiado baixo, o sinal serd perdido no ruido de fundo. Se o ganho for

demasiado alto, o sinal serd perdido fora da escala (saturagdo).

O intervalo de ganho para cada canal é entre -10 e 10, no qual -10 é o menos sensivel e 10 é o

mais sensivel.

Ao executar reagdes pela primeira vez, recomendamos que prepare uma amostra de teste que
confenha todos os componentes da reacdo. Coloque a amostra de teste no Rotor-Gene Q MDx e
utilize a otimizag¢do do ganho para determinar a melhor definicdo de ganho. Se o ganho escolhido
pela otimizagdo do ganho resultar num sinal fraco, o Target Sample Range (Intervalo de amostras-

alvo) deve ser aumentado. Se tal resultar num sinal saturado, o Target Sample Range (Intervalo de
amostras-alvo) deve ser diminuido.

Para efetuar a otimizacdo do ganho, clique no botdo Gain Optimisation... (Ofimizagdo do ganho...)

na janela do assistente de nova execugdo 3 (consulte Janela do assistente de nova execugdo 3).

New Run Wizard §|

Temperature Profile : Thizs box 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

MWame | Source | Detector | Gain Create New...
470nm  510nm .
Yelow  530nm 555 etk
Edit Gain...

7
Orange  585nm  B10nm 7
Red E25nm  BEOnm 7
Crimzon  B80nm  710hp 7
HFik 470nm  510nm 7

Gain Qptimis ation...

Skipwizard | <<Back | Newt»» |

Bemove

Ll

Reset Defaults

E apresentada a janela Auto-Gain Optimisation Setup (Configuracdo da ofimizacdo do ganho
automdtico). Esta janela permite a otimizagdo ajustando automaticamente as defini¢des de ganho

até que as leituras para todos os canais selecionados estejam dentro ou abaixo de um certo limiar.
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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

Cloze | Help

Set temperature to (Definir
temperatura para):

Optimise All/Optimise Acquiring
(Otimizar todos/Otimizar
aquisi¢do):

Perform Optimisation Before First
Acquisition (Efetuar otimizagdo
antes da primeira aquisi¢do):

Perform Optimisation At [x]
Degrees At Beginning of Run
(Efetuar otimizagdo a [x] graus
no inicio de cada execugdo):

Channel Settings (Definicdes dos
canais):

Edit (Editar):

Antes da leitura, o Rotor-Gene Q MDx serd aquecido ou arrefecido para
corresponder & temperatura especificada. Por predefinicdo, isto é definido
como a temperatura de aquisi¢go.

Optimise All (Otimizar todos) ird fentar ofimizar todos os canais conhecidos pelo
software. Optimise Acquiring (Otimizar aquisicdo) iré apenas ofimizar os canais que
s&o utilizados no perfil térmico definido na execucdio (ciclagem e fuséo).

Selecione esta caixa para efetuar a Gain Optimisation (Otimizagdo do ganho)
no primeiro ciclo no qual ocorre a aquisicdo de dados. Isto é recomendado
para a ofimizagdo do ganho automdtico.

Marque esta caixa para efetuar a otimizagdo do ganho antes de iniciar a
execugdo. O Rotor-Gene Q MDx aquece até & temperatura especificada, a
otimizagdo do ganho é efetuada e, em seguida, comega a ciclagem no
primeiro passo, normalmente um passo de desnaturagdo. Esta op¢do poderd
ser escolhida caso uma ofimizagdo do ganho durante a execugdo resulte em
demasiado tempo despendido no passo inicial. Normalmente é preferivel
Perform Optimisation Before 1st Acquisition (Efetuar ofimizagdo antes da
primeira aquisi¢do) porque a otimizagdo do ganho é efetuada o mais préximo
possivel das condigdes de execugdo.

Este menu pendente permite que sejam adicionados canais. Escolha o canal
de interesse e clique em Add (Adicionar).

Abre uma janela na qual pode ser definido o Target Sample Range (Intervalo
de amostras-alvo). O Target Sample Range (Intervalo de amostras-alvo) consiste
no infervalo de fluorescéncia inicial que pode ser definido para a amostra no
tubo especificado. A ofimizagdo do ganho automdtico |& todos os canais
utilizando definicdes de ganho no intervalo especificado pelo Acceptable Gain
Range (Intervalo de ganho aceitével). Escolhe a primeira definicdo de ganho
que resulta numa leitura de fluorescéncia dentro do Target Sample Range
(Intervalo de amostras-alvo). No exemplo mostrado, a ofimizagdo do ganho
automdtico procura uma defini¢do de ganho entre -10 e 10 que forneca uma
leitura entre 5 e 10 Fl no tubo 1. De forma geral, para corantes intercalados,
um Target Sample Range (Intervalo de amostras-alvo) de 1-3 Fl é adequado,
enquanto um intervalo de 5-10 é mais adequado para quimicos de sonda.
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Auto-Gain Optimisation Channel Setkings x|

Channel Settings :
Channel : Green Tube Pozition ; I'l ::II

Target Sample Bange : |5 ill Flup ta |'| o ﬁ Fl.

Acceptable Gain Rangs: |10 j to I'ID j

QK I Cancel I Help

Remove/Remove All
(Remover/Remover todos):

Start (Iniciar):

Manual:

Changing Gain During a Run
(Alterar o ganho durante uma
execugdo):

Nota: A otimizagdo do ganho pode escolher uma definicdo que ndo se insere no intervalo
especificado. Tal pode acontecer devido a alteracées na fluorescéncia apés o primeiro passo de

espera. Contudo, o resultado da otimizagdo do ganho fornece uma boa indicagéo do nivel de

Remove (Remover) remove o canal realcado. Remove All (Remover todos)
remove todos os canais.

Start (Iniciar) inicia a ofimizacdo do ganho. E escolhido um ganho que resulta
em niveis de sinal de fluorescéncia dentro do intervalo especificado. Se a
fluorescéncia ficar fora do intervalo especificado, o ganho ¢ definido para
fornecer a correspondéncia mais préxima possivel.

Abre a janela Manual Gain Adjustment (Ajuste manual do ganho).

Se o ganho no inicio de uma execugdo for demasiado alto ou demasiado
baixo, pode ser alterado nos primeiros dez ciclos. E apresentada uma linha
vertical onde o ganho foi alterado. Os ciclos anteriores & alteragdo séo
excluidos da andlise.

fluorescéncia em que a execucdo serd iniciada.

Ajuste manual do ganho

Para efetuar um "Manual Gain Adjustment" (Ajuste manual do ganho), clique em Manudl... na
janela Auto-Gain Optimisation Setup (Configuracdo da ofimizacdo do ganho automdtico). E
apresentada a janela Manual Gain Adjustment (Ajuste manual do ganho). Esta janela apresenta as
leituras de fluorescéncia a qualquer temperatura em tempo real. E utilizada quando o fundo de

uma amostra é desconhecido e, portanto, o ganho deve ser determinado para assegurar que o

sinal da amostra é suficiente para ser detetado.
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B Manual Gain Adjustment x|

File Help
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Por predefinicdo, todas as amostras sdo apresentadas no ecrd. As amostras podem ser removidas
ou adicionadas ao ecrd utilizando o botdo de alternancia & direita. O botdo de alterndncia
consiste em células coloridas, sendo que cada uma corresponde a uma amostra no ecrd. As
amostras com uma célula com cores vivas sdo apresentadas, enquanto as amostras com uma célula
com cores esbatidas ndo sdo apresentadas. As amostras podem ser ligadas e desligadas clicando

na célula ou arrastando o ponteiro do rato sobre vdrias células ao mesmo tempo.

Recomendamos que efetue o Manual Gain Adjustment (Ajuste manual do ganho) da seguinte

forma.

1. Ajuste a temperatura na janela Manual Gain Adjustment (Ajuste manual do ganho) para a
temperatura de aquisicdo necessdria para a execucdo.
Nota: A temperatura ndo serd ajustada enquanto o Rotor-Gene Q MDx estiver em
funcionamento. Reinicie o Rotor-Gene Q MDx para aplicar as alteracées feitas & temperatura.

2. Clique em Start (Iniciar). A execucdo é iniciada. A temperatura do Rotor-Gene Q MDx é
ajustada para a femperatura especificada na janela. Os gréficos na janela comecam a
apresentar dados.
Espere que a femperatura estabilize.

4. Tenha em atengdo a leitura de fluorescéncia (Fl) de ponto final.
Se a leitura de Fl ndo estiver no nivel exigido, clique em Edit Gains... (Editar ganhos...) e edite
conforme necessdrio. Este processo pode ndo ser imediato, dado que o Rotor-Gene Q MDx
demora aproximadamente 4 s para adquirir cada ponto em cada canal e durante este tempo

a interface do utilizador estd desativada.

6. Repita o processo até que a Fl esteja no nivel pretendido.
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7. Clique em Stop (Parar). Se a execu¢do ainda estiver a adquirir dados quando clica no botéo
Stop (Parar), o Rotor-Gene Q MDx termina primeiro a aquisicdo e, em seguida, para. Este

processo pode demorar até 5 s para cada canal de aquisicdo.
Janela do assistente de nova execucéo 4
Esta janela resume a execugdo. Verifique os pardmetros e, se estiverem corretos, clique em Start Run

(Iniciar execugdo). Serd solicitado um nome de ficheiro. Também pode guardar as definicées da

execugdo como um modelo para execugdes futuras utilizando o botdo Save Template (Guardar modelo).

New Run Wizard E|
Surnmary
Sefting | Walue
Green Gain 5
Rator 36 el Rotor
Sample Layout 1.2.3. .
Reaction Waolume (in microliters] 25

Start Run

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

Skip'wizard | << Back |

Janela do assistente de nova execucdo 5

Intfroduza tipos de amostra e descrigdes nesta janela enquanto a execugdo estd a decorrer. A
funcionalidade desta janela é semelhante & da janela Edit Samples (Editar amostras) (pdgina 128).

As informagdes da amostra também podem ser introduzidas apés a conclusdo de cada execugdo.

O botdo Finish and Lock Samples (Concluir e bloquear amostras) fecha o ecré e evita que os nomes
das amostras sejam modificados. Para obter mais informacées sobre esta e outras funcionalidades

de seguranca, consulte "Protecdo de acesso ao software Rotor-Gene Q" (pdgina 134).
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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

- 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 Utilizacdo do hardware do Rotor-Gene Q MDx
5.2.1 Tipos de rotor

Primeiro, selecione que tipo de tubo e de rotor pretende utilizar. Existem 4 rotores disponiveis para

acomodar diferentes tipos de tubos.

Nota: O 36-Well Rotor e o 72-Well Rotor sdo fornecidos com o instrumento. Os Rotor-Disc® Rotors

sdo acessorios.

Importante: Utilize tubos semelhantes numa execucdo. Nao misture diferentes tipos de tubos ou
tubos de diferentes fabricantes, dado que isto ird afetar a uniformidade ética. Recomendamos a
utilizagdo de tubos da QIAGEN especificamente concebidos para utilizagdo com o
Rotor-Gene Q MDx (consulte Informagdes de encomenda). Os tubos de fabricantes alternativos
podem autofluorescer, o que poderd afetar a fiabilidade dos resultados. Além disso, os tubos de
fabricantes alternativos podem variar em comprimento e espessura, resultando no desalinhamento
da trajetéria dtica do Rotor-Gene Q MDx e reagdo no tubo. A QIAGEN reserva-se o direito de
recusar assisténcia técnica a problemas induzidos por materiais pldsticos ndo certificados pela

QIAGEN no instrumento Rotor-Gene Q MDx.

Importante: A utilizagdo de materiais plésticos ndo certificados pela  QIAGEN no

Rotor-Gene Q MDx poderd anular a garantia do instrumento.
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CUIDADO Danos no instrumento

/\ Inspecione visualmente e certifique-se de que o rotor ndo estd danificado ou
deformado antes de cada execucdo.

36-Well Rotor

O 36-Well Rotor tem uma cor vermelha. O 36-Well Rotor e o 36-Well Rotor Locking Ring permitem
a utilizagdo de tubos de 0,2 ml. Os tubos ndo precisam de ter tampas transparentes dado que o
Rotor-Gene Q MDx I& a fluorescéncia a partir do fundo do tubo e néo a partir do topo. Também

podem ser utilizados tubos com tampa arredondada.

72-Well Rotor

O 72-Well Rotor tem uma cor azul. O 72-Well Rotor e o 72-Well Rotor Locking Ring s@o utilizados
com Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, que podem ser utilizados para volumes com um minimo de

20 pl. As tampas dispdem de um vedante fidvel e seguro.

Manual do utilizador CE do Rotor-Gene Q MDx  02/2022



Rotor-Disc 72 Rotor

O Rotor-Disc 72 Rotor tem uma cor cinzenta. O Rotor-Disc 72 Rotor e o Rotor-Disc 72 Locking Ring
permitem a utilizagdo do Rotor-Disc 72. O Rotor-Disc 72 consiste num disco com 72 pogos para
utilizacdo de elevado rendimento. Para selar o Rotor-Disc 72 é aplicada uma pelicula de polimero
transparente no topo e selada a quente. A pelicula aplica-se rapidamente e previne a
contaminagdo, proporcionando um vedante forte, duradouro e & prova de adulteragdo. Para obter

mais informacdes acerca do Rotor-Disc 72, consulte a seccdo 5.2.3.

Rotor-Disc 100 Rotor

O Rotor-Disc 100 Rotor tem uma cor dourada. O Rotor-Disc 100 Rotor e o Rotor-Disc 100 Locking
Ring permitem a utilizagdo do RotorDisc 100. O Rotor-Disc 100 consiste num disco com
100 pogos para utilizacdo de elevado rendimento. O Rotor-Disc 100 corresponde ao equivalente
rotativo de uma placa de 96 pogos com 4 pogos de referéncia adicionais. Facilita a infegracdo
do Rotor-Gene Q MDx com fluxos de trabalho laboratoriais de 96 pogos. Os pogos adicionais
podem ser oportunamente utilizados para mais amostras, reagdes de controlo adicionais ou
reacdes de orientacdo, sem ocupar nenhuma das posicdes dos 96 pocos padrdo. Para uma
compatibilidade perfeita do fluxo de trabalho de 96 pocos, os pogos do Rotor-Disc 100 utilizam
as convengdes de etiquetagem da placa de 96 pogos, ou seja, de AT-A12 até H1-H12. Os
4 pogos de referéncia adicionais estdo etiquetados como R1-R4. Para obter mais informagdes

acerca do Rotor-Disc 100, consulte a seccdo 5.2.3.
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Especificagdes do rotor

Tipo de rotor Capacidade do N.° da Tipo de tubo Volume de reacéo
poco (pl) amostra 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 20-25
Rotor-Disc 100 Rotor 30 100 Rotor Disc, 100 15-20

Nota: O 36-Well Rotor e o 72-Well Rotor para o Rotor-Gene Q MDx néo devem ser utilizados em
instrumentos Rotor-Gene 3000, devido a incompatibilidades de alinhamento ético. Continve a

utilizar os rotores antigos de 36 posicdes e 72 posicdes com instrumentos Rotor-Gene 3000.
5.2.2 Configuracdo da reacdo

Importante: Devem ser utilizados controlos adequados em cada execucdo para garantir resultados

figveis.

As reacdes podem ser preparadas utilizando o Loading Block 96 x 0.2 ml Tubes (para PCR Tubes,
0.2 ml), o Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes (para Strip Tubes and Caps, 0.1 ml preparados com uma
pipeta de um canal), o Loading Block 72 x 0.1 ml Multichannel (para Strip Tubes and Caps, 0.1 ml
preparados com uma pipeta multicanal), o Rotor-Disc 72 Loading Block (para o Rotor-Disc 72) ou o
Rotor-Disc 100 Loading Block (para o Rotor-Disc 100). Todos os blocos sdo feitos de aluminio e podem

ser pré-arrefecidos.

O Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes (na imagem) contém 18 tubos de tiras assim como até oito
tubos de 0,5 ml, que podem ser utilizados para preparar uma mistura principal e até dezasseis
tubos de 0,2 ml, que podem ser utilizados para definir curvas-padréo. O procedimento abaixo
descreve a configuracdo da reagdo utilizando o 72-Well Rotor. O mesmo procedimento pode ser

utilizado para a configuragdo da reagdo utilizando o 36-Well Rotor e os acessérios adequados.
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1. Coloque os tubos de tiras no bloco de carregamento e prepare uma aliquota dos componentes

da reacdo.

2. Coloque as tampas nos tubos de tiras de forma segura e inspecione visualmente para confirmar

que estdo bem selados.

3. Insira os tubos de tiras no 72-Well Rotor, certificando-se de que cada tubo se encontra colocado
correfamente e na orientagdo correta.
As amostras ndo serdo alinhadas de forma otimizada no sistema de detecdo se ndo estiverem
corretamente colocadas no rotor. Isto pode resultar numa diminuigdo do sinal de fluorescéncia
adquirido, assim como da sensibilidade da detecéo. E fornecido um Rotor Holder que permite

o carregamento fécil dos tubos.
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Importante: Para garantir o maximo de uniformidade de temperatura, todas as posicdes do
rofor t&m de ter um tubo. Preencher todas as posicdes do rotor garante uma corrente de ar
uniforme em todos os tubos. Tenha disponivel um conjunto de tubos tapados vazios, que

possam ser utilizados para preencher posi¢des néo utilizadas.

4. Insira o 72-Well Rotor Locking Ring no 72-Well Rotor empurrando os 3 pinos de fixagdo através

dos orificios externos do rotor.

O anel de bloqueio assegura que as tampas permanecem nos tubos durante uma execucdo.
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5. Insira o conjunto na cémara do Rotor-Gene Q MDx encaixando-o devidamente no lugar,
utilizando o pino de fixacdo no cubo do rotor. Para remover, basta empurrar o cubo do rotor

para baixo para libertar o conjunto e puxé-lo para fora.

6. Feche a tampa e configure o perfil de execucdo utilizando o software Rotor-Gene Q.
5.2.3 Configuragdo do Rotor-Disc

O Rotor-Disc 72 ou Rotor-Disc 100 sdo constituidos por 72 ou 100 pogos, respetivamente, num
disco de uma peca concebido para elevado rendimento. O Rotor-Disc 72 e o Rotor-Disc 100 néo
utilizam tampas. Alternativamente, é aplicado o Rotor-Disc Heat Sealing Film no topo e selado a
quente utilizando o Rotor-Disc Heat Sealer. A pelicula previne a contaminagdo pois proporciona
um vedante forte, duradouro e & prova de adulteragdo. A selagem a quente do Rotor-Disc é

efetuada da seguinte forma descrita abaixo.

Importante: Leia o folheto do produto fornecido com o Rotor-Disc Heat Sealer antes de iniciar este

procedimento.

1. Ligue o Rotor-Disc Heat Sealer utilizando o interruptor localizado na parte traseira do lado esquerdo.

Acende-se uma luz vermelha "Power" (Alimentacdo). O Rotor-Disc Heat Sealer demora cerca de

10 min a afingir a temperatura de funcionamento até acender uma luz verde "Ready" (Pronto).
2. Escolha entre uma selagem permanente ou removivel.

Nota: Quando o RotorDisc Heat Sealer estiver pronto, é seguro deixdlo em execucdo

continuamente.

3. Insira o Rotor-Disc no Rotor-Disc Loading Block utilizando a aba na posicdo um no RotorDisc e os

orificios guia para os tubos no Rotor-Disc Loading Block.

Manual do utilizador CE do Rotor-Gene Q MDx  02/2022

73



4. Configure as reacdes no Rotor-Disc pipetando manualmente ou utilizando um sistema

automdtico de tratamento de liquidos.

5. Remova a parte central de uma folha do Rotor-Disc Heat Sealing Film, dobrando ligeiramente

a pelicula ao meio, apertando a parte central e retirando-a cuidadosamente.

6. Coloque a pelicula sobre o Rotor-Disc na orientagéo correta, conforme indicado pela etiqueta
"SIDE UP" (LADO PARA CIMA). Certifique-se de que a etiqueta "SIDE UP" (LADO PARA CIMA)
estd posicionada no fundo do Rotor-Disc Loading Block.

O orificio no centro da pelicula deve deslizar facilmente sobre o cilindro do Rotor-Disc Loading

Block e para o topo do Rotor-Disc.
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7. Deslize o conjunto para dentro do Rotor-Disc Heat Sealer utilizando as calhas guia nas laterais do

Rotor-Disc Loading Block. Certifique-se de que o Rotor-Disc Loading Block esté totalmente inserido.

8. Para ativar o mecanismo de selagem, primeiro prima a barra anodizada a azul no topo do

Heat Sealer e, em seguida, empurre o trinco preto para trds.

9. Quando o mecanismo de selagem fiver baixado, acendese uma luz laranja "Sealing" (A selar).
Caso o RotorDisc Loading Block ndo esteja na posigéo correta, é emitido um sinal sonoro de aviso.
10. Quando a selagem estiver concluida, é emitido um sinal sonoro continuo e a luz laranja

"Sealing" (A selar) torna-se intermitente. Prima a barra anodizada a azul para levantar e

libertar o mecanismo de selagem de volta & sua posicéo original.

Importante: N&o continue a selagem durante mais tempo do que o indicado pelo sinal sonoro,
caso contrdrio o Rotor-Disc pode deformar.

Manual do utilizador CE do Rotor-Gene Q MDx  02/2022

75



Nota: Para o avisar, caso acidentalmente n&o liberte o mecanismo de bloqueio, a luz laranja
infermitente "Sealing" (A selar) iré acender permanentemente e o sinal sonoro continuo iré

tornar-se intermitente.
11.Deslize o Rotor-Disc Loading Block para fora do Rotor-Disc Heat Sealer. Deixe a pelicula
arrefecer durante aproximadamente 10 s. Remova o excesso de pelicula vedante ao empurré-
la para baixo, para a separar. N&o puxe o excesso de pelicula em sentido ascendente.
12.Remova o Rotor-Disc do Rotor-Disc Loading Block.

13.Carregue o Rotor-Disc no rotor, utilizando a aba posicionadora na posicdo um como guia para

a orientagdo correta.
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6 Interface gréfica do utilizador

6.1 Espaco de trabalho

O espago de trabalho é o fundo da janela principal. Nesta drea, podem ser abertos graficos de
dados ndo processados e resultados de andlises. Se estiverem abertas vdrias janelas
simultaneamente, estas podem ser organizadas clicando no botdo Arrange (Dispor) na barra de
ferramentas. Existem vdrias opgdes de disposicdo da janela disponiveis que podem ser

selecionadas, clicando na seta para baixo ao lado do botdo Arrange (Dispor).

i

Reports  Arrange

-

Smart Tiling
Tile Harizonkally

Tile Yertically

Cascade

6.2  Barra de ferramentas

Estes botdes sdo atalhos para operacdes utilizadas frequentemente. Estas operacées também

podem ser acedidas a partir dos menus pendentes.

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 Visualizar canais ndo processados

Clique nestes botdes para visualizar os dados ndo processados (ndo analisados) de canais

especificos na execugdo.

=

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

Ao visualizar estes dados, existem védrias op¢des disponiveis para alterar a apresentagdo dos
dados. Os dados ndo processados também podem ser transformados para facilitar diferentes tipos

de andlises.
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Adjust Scale (Ajustar escala):

Autoscale (Escala automdtical):

Default Scale (Escala
predefinidal):

icone da chave inglesa:

g' s

Para selecionar Adjust Scale (Ajustar escala), clique com o botéo direito do
rato na janela apropriada. Adjust Scale (Ajustar escala) abre uma janela na
qual pode ser especificada a escala.

Adjust Scale Ed
b aimnan ; |'| 1a ill
b inimuam : ID ill

a| ok |

Autoscale (Escala automdtica) tenta ajustar a escala as leituras méxima e
minima dos dados.

Default Scale (Escala predefinida) repde a escala para apresentar de 0 até
100 unidades de fluorescéncia.

Consulte a secgdo 7.5 para obter mais informagdes.

15 2 ol 30 35 40 45
Cycle

Azt Sade..._ M-Scde_ Defd.lsrale_ Upiml Page 1 = 4

Options (Opgdes):

Normalise fo... (Normalizar
para...):

Crop start cycles (Eliminar ciclos
de inicio):

Crop end cycles (Eliminar ciclos
de fim):

Page 1 (Pdgina 1):

Normalse to Cyclng A, Yellow
Narmalise to Cycing A.Crangs
Normalise to Cyclng A.Red
Crop start cycles

Cropend cydes

Apresenta o menu pendente mostrado acima, que fornece opgdes para a
transformagdo de dados ndo processados.

Permite a normalizacdo de dados de amplificagdo para dados de um corante
de referéncia passiva, como ROX, adquiridos noutro canal.

Cria um novo conjunto de dados do canal no qual alguns ciclos de inicio foram
removidos. Isto & Util se forem observados grandes saltos nos ciclos iniciais,
que podem ocorrer quando s@o utilizados certos quimicos.

Cria um novo conjunto de dados do canal no qual alguns ciclos de fim foram
removidos.

Indica a pdgina atualmente selecionada para apresentar os gréficos dos
dados ndo processados. A janela Edit Samples (Editar amostras) permite a
criagdo de vdrias definicdes de amostras. Por exemplo, os dados podem ser
visualizados com espessura de linha, definicdes de amostra e outras opcdes
de apresentacdo varidveis. Isto é particularmente dtil se for realizada a
quantificagdo relativa num Gnico canal, dado que o utilizador pode facilmente
alternar a visualizagdo entre o gene de interesse e as amostras constitutivas
definindo 2 pdginas de amostras.

6.4  Alternar entre amostras

No lado direito da janela principal existe um botdo de alternéncia que inclui uma legenda das
amostras. Esta consiste em células coloridas, sendo que cada uma corresponde a uma amostra no
ecrd. O botdo de alternancia é utilizado para controlar que amostras sdo apresentadas no ecra.
As amostras com uma célula com cores vivas sGo apresentadas, enquanto as amostras com uma
célula com cores esbatidas ndo sdo apresentadas. As amostras podem ser ligadas e desligadas
clicando na célula ou arrastando o ponteiro do rato sobre vdrias células ao mesmo tempo. Os
botdes Bank On (Banco ligado) e Bank Off (Banco desligado) apresentam ou ocultam,

respetivamente, todas as amostras atualmente visiveis na lista. A barra de deslocamento pode ser

utilizada para apresentar o grupo de amostras seguinte.

Nota: O ndmero de amostras apresentadas é dindmico e depende do espago disponivel na janela.
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Clicar em Named On (Denominado em) mostra apenas as amostras &s quais foi atribuido um
nome. Esta é uma forma répida de mostrar apenas amostras relevantes. Clicar em All On (Todas
ligadas) ou All Off (Todas desligadas) apresenta todas ou nenhuma das amostras do rotor,
respetivamente. Premir o botdo Edit Samples... (Editar amostras...) abre a janela Edit Samples
(Editar amostras) na qual podem ser editados os nomes, os tipos e as concentragdes-padrdo das
amostras (consulte a secgdo 6.8.4).

O botdo de alternéncia é mostrado abaixo. As op¢des adicionais apresentadas aparecem ao
clicar com o botdo direito do rato sobre o botdo de alternéncia.

Page: Page 1
Al
A2 Fam
A3 Fam
Ad
fits]
BB
AT
A

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

Select Groups

Farmn
« | »
Bank Orn | Bank OF
Mamed On | AllOn | Al O
Edit Samples...

Page (Paginal): Esta etiqueta na parfe superior do bot&o de alterndncia indica a pagina de amostras em
apresentagdo. As pdginas possibilitam andlises independentes variadas de um conjunto
de dados de um canal. Por exemplo, pode executar duas curvas-padrdo no canal verde
e gerar relatérios independentes. Estdo disponiveis mais informagdes acerca da
configuragdo das pdginas de amostras na secgdo 6.8.4.

Toggle Sample ID Display ~ Se for utilizado um 72-Well Rotor, as amostras sdo apresentadas no formato A1 a A8, B1

(Alternar apresentacdo da  a B8 etc. A opcdio Toggle Sample ID Display (Alternar apresentagéo da ID da amostra)

ID da amostral: permite que o utilizador altere a apresentagdo para uma ordenacdo numérica das
amostras (1 a 72).

Select Non-Empty Samples  Esta opgdo desmarca qualquer amostra que tenha o Type (Tipo) especificado como None
(Selecionar amostras nGo ~ (Nenhum) na janela Edit Samples (Editar amostras). Isto assegura que apenas séo
vazias): apresentadas amostras relevantes para a andlise.

Select Groups (Selecionar ~ Se tiver grupos definidos, esta funcionalidade ird alternar (ativar/desativar) a

grupos): apresentagdio de amostras nos grupos. Os grupos consistem em colheitas de amostras
arbitrérias que permitem a comunicagdo avancada de resultados estatisticos. Por exemplo,
podem ser definidos grupos de amostras de doentes tratados e ndo tratados. Os grupos
podem ser definidos na janela Edit Samples (Editar amostras).
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6.5 Menu de ficheiros
6.5.1 Novo

Depois de selecionar File (Ficheiro) e, em seguida, New (Novo), é apresentada a janela New Run (Nova
execucdo). Esta janela fornece modelos comummente utilizados, organizados nos separadores Quick
Start (Instalagdo répida) e Advanced (Avangado). Quando o modelo estiver selecionado, o assistente

guia-o pela configuracdo da execugdo e permite a modificagdo de definicdes e perfis.

[T 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.

erform 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

Help

I

¥ Show This Screen When Software Opens

Para obter mais informacdes sobre os modelos fornecidos, consulte as seccdes 5.1.1 e 5.1.2.

Nova execug¢do

New (Novo): Inicia a configuragdo da execugdo utilizando o modelo selecionado.
Cancel (Cancelar): Fecha a janela.
Help (Ajuda): Abre a ajuda online.

Show This Screen When Software  Se esta caixa de verificagdo estiver marcada, a janela New Run
Opens (Mostrar este ecra (Nova execugdo) serd apresentada quando o software for iniciado.
quando o software abre):
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6.5.2  Abrir e guardar
Open... (Abrir...):

Open Recent... (Abrir recente...):

Save (Guardar):

Abre um ficheiro de execucdo do Rotor-Gene Q previamente guardado (*.rex)
ou um arquivo de execucdo Rotor-Gene Q (ficheiro *.rea).

Apresenta os Gltimos 4 ficheiros que foram abertos ou guardados.

Guarda as alteragdes que foram feitas a um ficheiro de execugdo.

File Analysis Run Gain View Security Window Help

Mew... . okE

Open... View r_

Crniont W Stop Setting

Save |

S Run File...

Innport Daka From Preyious Bum,. . Template...

Reports... Run Archive...

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

i LIMS Export...

Exit LinReg Export Format...

Matlab Export...
RDML Export...

Save As... (Guardar como...):
Run File... (Ficheiro de
execugdo...):

Template... (Modelo...):

Run Archive... (Arquivo de
execugdo...):

LIMS Export (Exportacdo para o
LIMS):

Excel Data Sheet... (Folha de
dados do Excel...):

Excel Andlysis Sheet... (Folhas de
andlise do Excel...):

LinReg Export Format... (Formato

de exportagdo do LinReg):

Matlab Export... (Exportagdo
Matlab):

RDML Export (Exportacdo para o
RDML):

Utilize esta funcionalidade para guardar um ficheiro ou dados de execucdo
em vdrios formatos. As opgdes estdo listadas abaixo.

Guarda uma cépia do ficheiro. O utilizador pode alterar o nome e a
localizagdo de gravagdo. Este é o formato predefinido.

Guarda a configuragdo do perfil e as definigdes associadas, mas ndo os dados
de execugdo. O modelo pode ser utilizado para iniciar execugdes futuras.

Guarda num formato de ficheiro mais compacto. Guarde os ficheiros neste
formato antes de os enviar por e-mail. Isto diminui o tempo necessério para
enviar o ficheiro e assegura que os ficheiros ndo séo corrompidos por clientes
do e-mail.

Guarda a andlise em formatos compativeis com o LIMS, de acordo com os
requisitos do utilizador. Contacte os Servicos de Assisténcia da QIAGEN para
obter mais informacdes.

Exporta todos os canais ndo processados para uma folha do Excel®. Apenas
sdo exportadas as amostras selecionadas.

Exporta todas as andlises na execugdo atual para uma folha do Excel.

Exporta todos os dados ndo processados do canal para um formato que pode
ser lido pelo LinReg (uma ferramenta de andlise de eficiéncia). Consulte
"Exportar para o LinReg" abaixo para obter mais informagdes.

Exporta os dados para um formato que pode ser lido pelo pacote cientifico
Matlab (ou o seu equivalente de cédigo aberto, Octave). Isto pode ser dtil para
pesquisa de métodos.

Fornece a exportagdo de um ficheiro compativel com o RDML v1.1. O ficheiro
de exportagdo RDML criado consiste num ficheiro comprimido ZIP de formato
XML, com uma extenséo de ficheiro *.rdml e é compativel com o documento
de esquema RDML (https://rdml.org/rdml_v_1_1.html) fornecido no site
https://rdml.org/rdml_v_1_1.html.
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Exportar para o LinReg

O LinReg é uma ferramenta desenvolvida por C. Ramakers e os seus colegas. * A ferramenta LinReg

estd disponivel em hitps://medischebiologie.nl/files/.

O software Rotor-Gene Q permite que o utilizador exporte dados ndo processados para um

formato que, posteriormente, pode ser importado pela ferramenta LinReg para andlise.

1. Abra o ficheiro de execugdo Rotor-Gene Q que contém os dados ndo processados.

2. Exporte os dados para o formato de exportagdo do LinReg selecionando Save As... (Guardar
como...) e, em seguida, LinReg Export Format... (Formato de exportacdo do LinReg).

3. O Microsoft Excel apresenta automaticamente os dados néo processados exportados.

4. Inicie a ferramenta LinReg.

A ferramenta solicito-lhe que selecione o intervalo de células que contém os dados ndo
processados. A ferramenta apenas consegue analisar um canal ndo processado de cada vez, por

isso deve ser selecionada a regiGo adequada da folha do Excel.
6.5.3 Relatérios

Apés selecionar Reports (Relatérios), é apresentada a janela Report Browser (Browser de relatérios).
Se os dados G tiverem sido analisados, o relatério da andlise pode ser apresentado na janela
Report Browser (Browser de relatérios). S@o disponibilizados vdrios tipos de relatérios com graus

de detalhe varidveis.

EB Report Browser i -3l x]
—Report Categaries : — Templ
i L Melt A Green [page 1] ;I N
- Duantitation Juantitation (C

i Cycling &.Green [page 1]

elta Delta CT Relative Quantitation

- delta delta

elative Quant. Analysis

Comparative Guartitation

i Cycling A Green [page 1)

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

*5
2 Quantitation {Full Repart)

°e
2 Quantitstion (Standard Repart)

Shaw I Cancel

* 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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6.5.4 Configuracdo

A configuragdo inicial do Rotor-Gene Q MDx deve ser concluida durante a instalagéo. Contudo,
esta opgdo permite-lhe alterar a configuragdo de ligagdo do Rotor-Gene Q MDx, se pretender fazé-
lo depois da instalagdo.

setup x|

General I

— Mizcellaneous Options

The softweare can zimulate bazic operation of the
machine for tezting and training purpozez. Ticking
thiz bow will enable a "irtual kM achine simulation.

[ Witual bode

Untick thiz bows to prevent further access to this
zefup screen.

IV Allow access to this setup screen

Part II:EIM'I TI Auto-Detect |

Cancel | Help

Virtual Mode (Modo virtual): Selecione esta opgdo se o software for utilizado sem um Rotor-Gene Q MDx
ligado. O software possui todas as funcionalidades. Este modo é itil para
efeitos de demonstracdo, andlise de dados e configuracdo de modelos.

Allow access fo this setup screen Se esta opgdo ndio estiver marcada durante a configuracéo, esta janela ndo
(Permitir acesso a este ecrd de pode voltar a ser acedida. Esta medida de seguranga evita que os utilizadores
configuragdo): alterem as definicdes. Para restabelecer o acesso, contacte o seu distribuidor.
Port (Portal): Selecione a porta de comunicagdo correta para permitir a comunicacdo entre

o computador e o Rotor-Gene Q MDx.

Auto-Detect (Autodetecdo): Se ndo souber qual a porta que deve selecionar, clique em Auto-Detect
(Autodetecdo) para procurar por todas as portas disponiveis.

6.6  Menu de andlise

6.6.1 Andlise

Ap6s clicar em Andlysis (Andlise), é apresentada a janela Analysis (Andlise). Esta janela permite
a criacdo de novas andlises e a exibicdo de andlises existentes. O método de andlise é selecionado
utilizando os separadores. E apresentada uma lista de canais que pode ser analisada utilizando
o método selecionado. Execucdes de vérios ensaios no mesmo canal podem ser analisadas de
forma independente, desde que tenham sido configuradas como pdginas separadas na janela Edit
Samples (Editar amostras). As pdginas que jG foram analisadas #m uma marca de verificagdo
verde junto das mesmas. Isto significa que o limiar e as definicdes de normalizagdo foram
guardados para esta andlise. Para visualizar e analisar um canal, clique duas vezes sobre o

mesmo. E apresentada a janela de andlise especifica.
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Analysis £l
25td Curves [Rel] | Other.. |

Melt Delta Delta CT Relative Quantitation

Allelic Discrimination
Compatative Quankitation
Scatter Graph Analysis

Cycling &.Green
Cycling &.Orange
Cycling & Red
Cycling A ellow

EndPoint Analysis
Concenkration Analysis

High Resolution Melt Analysis
Show &l Analysis Options. ..

Show | Hide |
[T Auto-shrink window

Auto-shrink window (Janela de Selecionar Auto-shrink window (Janela de reducdo automdtica) reduz a
reducdo automdtica): janela quando esta ndo estd a ser utilizada. Mover o cursor sobre a janela
aumenta novamente a janela.

Organizar o espago de trabalho

De cada vez que é iniciada uma nova andlise, as suas janelas séo dispostas de forma a adaptarem-
se s que jG se encontram no ecrd. Se forem apresentadas muitas janelas, isto pode tornar-se
incémodo. Feche as janelas de que ndo necessita e, em seguida, clique em Arrange (Dispor) na
barra de ferramentas. As janelas sdo automaticamente dispostas de acordo com o método Smart
Tiling (Mosaicos inteligentes). Em alternativa, selecione outro método de disposicdo clicando na
seta ao lado do botdo Arrange (Dispor). Clicar com o botdo direito do rato no nome de uma

andlise também fornece opgdes adicionais.

Show
Hide
Remove Analysiz...

Cycling & Fed
Cycling A elow

Show (Mostrar): Apresenta a andlise selecionada.

Hide (Ocultar): Oculta a andlise selecionada.

Remove Andlysis... (Remover Remove completamente a andlise selecionada. Isto significa que quaisquer
andlise...): defini¢des de normalizacdo ou recipientes de fusdo configurados na andlise

serdo perdidos.
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6.6.2 Quantificacdo

Selecione o separador Quantitation (Quantificagdo) na janela Analysis (Andlise) e, em seguida,
clique duas vezes no nome do canal, ou selecione o canal e, em seguida, prima o botdo Show
(Mostrar) para abrir o canal de interesse. Sao apresentadas trés janelas: o ecrd principal, a

curva-padrdo e os resultados.

Relatérios
Reports (Relatérios): Reports (Relatérios) abre a janela Report Browser (Browser de relatérios) onde
pode ser gerado um relatério da andlise atual. Existem 3 opgdes: relatério
padrdo, relatério completo e relatério conciso. Clique duas vezes na opgdo
pretendida para abrir o relatério na janela Preview (Pré-visualizagao).
Depois de o relatério ter sido gerado, os botdes na parte superior da janela
Preview (Pré-visualizagdo) podem ser utilizados para imprimir, guardar ou
enviar o relatério por e-mail, ou entdo exporté-lo para o Word.
o1 x|
& i = Cloge
Frint | Save Az| Email | To'word
Curva-padréo
Std. Curve (Curva-padrdo): Este botdo abre a janela Standard Curve (Curva-padréo). Por predefinicdo,

esta janela abre quando é aberta uma andlise. Se fechar a janela, esta pode
ser reaberta utilizando este comando.

k¥ standard Curve - Cycling A.G oy ] 4

40 ; E v \ Cycling & Green (Page 17
' ! ! ! R=0.95963
K e L EE memmme-pm-----4----{ R"2=099939
M=-3.292
agd oo P N L ___|B=38348
. . . Efficiency=1.01
= 1 1 i - - -
(] 1 1 1 1
25 - Espart Graph.. 0 poiTeego e e 1
Skandard Error Mean . .
204 Owerlay 4 et e i T
w Show Skats ' '
15‘;_‘ Zoof Ck ‘I ““““ — . -
10 Returm te Defaulk Fosition 004 10705 10MIE 1007
Concentration

Os valores na curva-padréo sdo recalculados de forma dindmica dado que o
nivel do limiar varia ao clicar e arrastar a linha do limiar na janela principal.

Os pontos azuis na curva representam as amostras que foram definidas como
padrdes e os pontos vermelhos representam pontos de dados da amostra
desconhecidos.

Manual do utilizador CE do Rotor-Gene Q MDx  02/2022

85



Nota: Se redefinir os padrées para recalcular a curva-padréo, desligar a
visibilidade da amostra-padrdo utilizando o botdo de alternancia do lado
direito do ecra ird remové-la do cdleulo da curva-padréo. Remover padrdes
do grdfico para aumentar o valor de RA2 ndo é cientificamente vélido. Um
padrdo falhado é uma indicagdo de que as amostras podem também ter
falhado e, como tal, deve ser incluido nos resultados.

Efficiency (Eficiéncia): Esta é a eficiéncia da reacdo da execucdo. Este valor é abordado com mais
detalhe na pagina 93.

Valor RA2 (coeficiente de O valor R*2 ou valor R2 corresponde & percentagem dos dados que estdo de

correlagdo): acordo com a hipétese de que os padrdes formam uma curva-padrdo. Se o valor
R2 for baixo, os padrdes néo se ajustam facilmente a uma linha de correlagdo. Isto
significa que os resultados (ou seja, as concentragdes calculadas) podem ndo ser
fiéveis. Um bom valor de R2 é aproximadamente 0,999.

Nota: E possivel atingir um valor de RA2 elevado com uma curva-padréo baixa
se fiver sido executado um nimero insuficiente de padrdes. O valor de RA2
melhora & medida que o némero de padrdes diminuiu. Para uma indicacdo
mais exata da fiabilidade dos resultados, utilize os intervalos de confianca nas
concentragdes calculadas como guia.

Valor R (raiz quadrada do O valor R diz respeito & raiz quadrada do valor RA2. De forma geral, o valor
coeficiente de correlagdo): RA2 ¢ mais Otil para determinar correlacdes.
MeB: O declive (M) e a interseccdo (B) da curva-padrdo sd@o automaticamente

calculados utilizando a férmula 'y = Mx + B e apresentados na janela Standard
Curve (Curva-padréo).

Export Graph... (Exportar Clicar com o botdo direito do rato sobre a curva-padréo apresenta a opgdo
grdfico...): de exportar o gréfico (consulte a secgdo 7.4).
Overlay (Sobreposicao): Caso tenham sido realizadas vérias execugdes de quantificagdo na mesma

execugdo, é possivel sobrepor as curvas-padrdo na mesma janela. Isto é dtil
para visualizar graficamente a diferenga entre diferentes limiares. Esta
funcionalidade é apresentada na captura de ecrd abaixo.

[ standard Curve - Cycling A.Green {Page 1) 10l x|

Cycling & Green (Page 1
R=0.99969

R#2=0.99939

h=-3.282

B=33.949

Efficiency=1.01

CT

Export Graph. ..
221 Standard Error Mean

w Show Stats
1811 Zoom out Cycling &.Fed (Page 4)

Cycling &.Orange (Page 3)

164+ Returm ta Befaulk Position I— S !

10400 10401 10402 10403 10704 1005
Concentration

"conc = ...*CT + ..." e "CT = ..." sdo 2 versdes da equacdo utilizada para relacionar os valores
CT e concentragdes. Em publicagdes, a férmula "CT = ..." é normalmente a mais utilizada. A curve-
padrdo pode ser "Floating" (Flutuante) ou "Fixed" (Fixa). Se for "Floating" (Flutuante), é calculada
uma equagdo ideal para a curva-padrdo de cada vez que o limiar é movido na janela principal.

Se for "Fixed" (Fixa), a equagdo ndo se altera, pois foi importada a partir de outra execugdo.
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Standard Curve

conc= 107-0.304*CT +11.832]
CT = -3.292%oglconc] + 38,949
Type : Floating

[mpart Curve. ... I Reszet |

Importar uma curva-padrdo permite estimar concentracdes quando uma curva-padrdo ndo estd
disponivel numa execugdo em especifico e a eficiéncia da reagdo ndo variou entre 2 execucdes.
As curvas podem ser importadas de outro canal ou de outra execucdo clicando em Import Curve

(Importar curva).

E possivel ajustar a curva-padrdo, se necessdrio. Ajustar a curva-padrdo significa que apenas é
importada a eficiéncia da curva-padrdo original para a execugdo atual. Se a curva-padréo deve

ou ndo ser ajustada depende do quimico utilizado.

Para ajustar a curva-padrdo, utilize uma referéncia na nova execugdo com uma concentracdo
conhecida. Determine uma referéncia definindo o tipo de amostra como "Standard" (Padrdo) e
infroduzindo um valor de concentracdo na janela Edit Samples (Editar amostras). Podem ser
introduzidas vérias cépias da mesma referéncia para melhorar a exatiddo. Tenha em aten¢do que
ndo é possivel definir mais do que uma concentragdo de referéncia ou padrdo. Por exemplo, é
possivel fer 3 referéncias replicadas de 1000 cépias, mas ndo é possivel ter uma referéncia de
1000 cépias e outra com 100 codpias na mesma execugdo.

Quando a curva-padrdo tiver sido importada, o tipo de curva-padréo altera para "Fixed" (Fixa).
Clique em Reset (Repor) para alterar o tipo de curva-padrdo novamente para "Floating" (Flutuante).

Uma captura de ecrd da janela Import Standard Curve (Importar curva-padréo) é apresentada abaixo.

Import 5tandard Curve
— Irpart Standard Curve :
& Curent Fun
" From Other Bun...

LChannels :

Cypcling & Yellow conc= 107°-0.301CT +12525) CT =-3.322ogjconc) + 41.608
Cycling &.Orange conc=10"[-0.30%CT +11.185) CT = -2.235%0g(conc) + 36187
Cypcling & Red cone=107(-0.316*CT + 11.817) CT = -2.165%0g(conc) + 37.404

€ From External Source [Post-6.0 Standard Curve Format) :
CT =| # log[Canc) +|
Efficiency = MAA

€ From Esternal Source [Ere-B.0 Standard Curve Format] :

Conc=‘|D"[| *CT + |
Cancel I

Efficiency = M/4 Help I

Ao utilizar esta janela, é possivel importar uma curva-padrdo de outro canal analisada na

execucdo atual ou de outra execucdo.
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Current Run (Execugdo
atual):

From Other Run... (De
outra execugdo...):

Channels (Canais):

From External Source (De
fonte externa):

Cdlculo de Cr

Invert Raw Data (Inverter
dados ndo processados):

Cr Caleulations (Cdlculos
de Gy):

Threshold (Limiar):

Eliminate Cycles before
(Eliminar ciclos antes de):

Auto-Find Threshold
(Localizacdio automdtica do
limiar):

Ao selecionar esta opgdo, as andlises de quantificagdo noutros canais desta
execugdo sdo listados com as curvas-padrdo correspondentes.

Selecionar esta opgdo abre uma caixa de didlogo a partir da qual pode ser selecionado
um ficheiro de execugdo para abrir. Se tiver sido efetuada alguma andlise de quantificagdo
para a execugdo, as curvas-padrdo sdo listadas para cada canal analisado.

Nota: As definicdes da andlise de quantificagdo devem ser guardadas no ficheiro de
execugdo.

Lista os canais analisados e as suas férmulas da curva-padrdo.

Nesta drea, os valores de M e B podem ser introduzidos diretamente. Isto é 0til nos
casos em que os valores sdo provenientes de uma fonte externa, como uma folha de
célculo do Excel.

Certos quimicos produzem um sinal fluorescente que diminui exponencialmente, em
vez de aumentar. E possivel analisar estes dados utilizando "Quantitation"
(Quantificagdo), mas a caixa de verificacdo Invert Raw Data (Inverter dados ndo
processados) deve estar marcada. Para todas as outras andlises de quantificagdo,
esta opcdo deve permanecer desmarcada.

[T lrwert Baw Data

O valor de Cr é o nimero de ciclo no ponto em que a curva de amplificacdo passa
um limiar de detecdo. Ao definir uma linha de limiar e calcular a intersecgdo com
cada uma das curvas, é estabelecido o valor de Cr para cada amostra.

Para definir o limiar, clique no icone (uma grelha com uma seta vermelha) e, em
seguida, clique continuamente no gréfico e arraste a linha para o nivel pretendido.
Em alternativa, introduza um valor logaritmico. Em alternativa, é possivel utilizar
Auto-Find  Threshold  (Localizagdo automdtica do limiar) para  determinar
automaticamente o limiar. Ao definir manualmente um limiar, este deve ser definido
na fase exponencial da execucdo, significativamente acima do nivel de fundo para
evitar ruido e abaixo do inicio do planalto do sinal em ciclos posteriores.

CT Calculation

[ Flip sign of nomalized dats

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

before

Para definir, clique no icone (uma grelha com uma seta vermelha) e, em seguida,
clique continuamente no gréfico e arraste a linha para a direita. Isto elimina o limiar
para némeros de ciclos baixos.

Nota: Isto é Util quando existe ruido durante os ciclos iniciais, por exemplo, devido
a efeitos de mistura da amostra.

Esta funcionalidade analisa a regido selecionada do gréfico para encontrar uma
definigo do limiar que proporcione uma estimativa ideal das concentragdes
indicadas. A regiGo selecionada pode ser alterada ao infroduzir novos limites
superior e inferior nas caixas de texto apresentadas.

Para a maioria das andlises, os limites superior e inferior predefinidos sdo
adequados. O intervalo dos niveis de limiar é analisado para obter a correlagdo da
curva-padrdo, com base nas amostras que foram definidas como padrdes (ou seja,
nas quais o valor de R é mais préximo de 1,0).

Auto-Find Theeshold
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Resultados

Abre a janela Quantitation Results (Resultados de quantificagdo). Por predefinicdo, esta janela abre
quando é aberta uma andlise. Se tiver sido fechada, pode ser reaberta utilizando este comando.

o
Andysis Mo [Colow[Name [Type [Tt | CtComment |Given Cone | Cale Cone (e % Var | Rep. Ot |Fep. Ctotd) Rep. C[95% U1} | Rep. Cale, Cone:| Rep. Cale. Cone. [eszl
Cycling & ireen (Page 1) 1 1068 Standad | 373 TO0E+06 719€+07|  261%  373 0.00/(373.3.74] TATE+7 [117E+07 , 4,33 +08]
Cyciing AGreen (Page 1 2 [ 10e8 Standard 374 100E+08  7.17E+07 28.3%

Cycling AGreen (Page 1) 3 [ 1028 Standard 374 T00E+08  7.16E+07 204%

Cyeing A Green (Page 1] |4 Standard | 6,11 TOOED7  1ME7  440% BO6 006 (31,6.21] A9E7 [3,29E 406, 6,736 407]
Cyoling A fireen (Page 1) |5 Standad | 6,08 TOOESD7  1ATES07) 4B

Cycling A Gireen (Page 1) |6 Standard | 5,33 TOOEWD7  1SGE+07  55.9%

Cycling AGirzen (Page 1)| 7 Standard | 1043 100Es06 7.72E405)  228% 1038 0.0 10,15 1060] S00E+05 [2.62E +05 , Z44E +06]
Cyeling AGrzen (Page 1) |8 Standard | 10.27 TOOESDE  BEBES05  14.2%

Cycling A Green (Page 1) |9 Standard | 1043 TOESDE  77ME+05  229%

Gyoiing & Green (Pags 1) 10 Standard | 13.43 1006405 8.68E+04 32 1388 013 [13:31.1336] 8.74E+4 [2.96E +04 , 2586 +05]
Cyciing A Green (Page 1) 11 Standard | 1375 TOOESDS BI04 18.7%

Cyoiing A Green (Page 1) | 12 Standard | 1363 TOOESDS  BABE+04]  16.2%

Cyeing A Gireen (Page 1) | 13 Standard | 1556 TOOESD4 2246404 1237% 1546 025 (14,24, 15,08] 256E+04 7,826 403, 8,36E 404]
Cycling &Green (Page 1) | 14 Standard | 15,54 10004 2426404 1417%

Cyciing & Green (Page 1) | 15 Standard | 1515 TOOE+D4  309E+04]  208%

Cyciing & Green (Page 1) | 16 Standard | 2136 100E+03 471Es02]  528% 2109 0.24 2043 7163 565E+02 [3,13E 401, 350 403]
Cyeling A Grzen (Page 1) |17 Standad | 2089 TOOEDZ  GATES02  35.3%

Cyeing & Green (Page 1) | 18 Standard | 21,02 TODE+DZ  BOME02 40X

Cyoling & Gireen (Pags 1) | 13 Standard NEG (MukiCy 1.00E+02

Cyciing & Green (Page 1)| 20 Standad | 23,38 TOOEZ  7H9E0 201%

Cyoiing A Green (Page 1) 21 Standard NEG MUK CY  1.00E+02

Cyeling A Grzen (Page 1) | 22 NTC NEG INTC)

Cyciing &Green (Page 1) | 23 NTC NEGINTC)

Cyoling & Gireen (Pags 1) 24 NTC NEG INTC)

Na janela Quantitation Results (Resultados de quantificagdo), os resultados da execugdo sdo
resumidos numa tabela. Clicar no botdo direito do rato e selecionar Export to Excel (Exportar para
Excel) exporta a tabela para o Excel. O Excel abre automaticamente. Para copiar os dados para
uma folha de célculo existente, escolha a opgdo Copy (Copiar), abra a folha de célculo e, em
seguida, selecione Paste (Colar).

A janela Quantitation Results (Resultados de quantificagdo) inclui as colunas seguintes.

Analysis (Andlise):
No. (N.°):

Color (Cor):

Type (Tipo):

Cr

Cr Comment
(Comentdrio de Cy):

%Var

Rep. Ct:

O conjunto de dados atual (canal de aquisicdo e pagina de amostras).
O nimero da amostra.

A cor do gréfico da amostra individual definida.

O tipo de amostra definido.

O valor de Cr determinado.

Uma anotagdo automética da determinagdo do Cr, caso os valores de Cr sejom
excluidos. Podem ser obtidos os seguintes sinalizadores:

NEG (Multi Ct): O limiar passa a curva de fluorescéncia pelo menos duas vezes (dupla
intersec¢do). Um valor de Cr ndo ambiguo néo pode ser determinado.

NEG (NTC): O aumento da fluorescéncia geral néo satisfaz as condigdes definidas
na funcionalidade "NTC threshold" (Limiar do NTC) do menu Outlier Removal
(Remogéo de valor atipico) (consulte abaixo). Por exemplo, uma curva de
fluorescéncia interseta o limiar indicado, mas o minimo aumento do declive geral
sugere que ndo hd um controlo de modelo e ndo é fornecido um valor de Cr.

NEG (R.Efff: O aumento da fluorescéncia geral ndo satisfaz as condigdes
definidas na funcionalidade "Reaction efficiency threshold" (Limiar da eficiéncia
da reagdo) do menu Outlier Removal (Remogdo de valor atipico) (consulte
abaixo). As amostras que ndo possuem uma certa eficiéncia da reagdo sdo
excluidas e ndo é fornecido um valor de CT. Este sinalizador sé é apresentado
se a funcionalidade correspondente estiver ativa.

A percentagem de variacdo entre a concentracdo calculada e conhecida.
%Var=Abs(Calculado/Determinado-1)

A média de CT de todas as amostras com o mesmo nome desta amostra.
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Rep. Ct Std. Dev. (Rep. DP Ct): O desvio-padrdo do valor de CT de todas as amostras com o mesmo nome desta

amostra.
Rep. Ct. 95% C.I. Um intervalo de Cr que, estatisticamente, representa cerca de 95% da variagdo
(Rep. IC 95% conc. calc.): no valor de Cr. Trata-se de uma medida estatistica conservadora que pode ser

utilizada como uma medida de qualidade. Este intervalo pode ser reduzido
executando mais réplicas ou tendo menos variagdo nas réplicas.

Rep. Calc. Conc A concentragdo calculada para todas as amostras com o mesmo nome.

[Rep. cone. cale.): Nota: N&o se trata da média simples das concentracdes calculadas. Trata-se da

média geométrica, que é uma média mais adequada matematicamente devido
& natureza exponencial da amplificagéo em tempo real.

Rep. Calc. Conc. 95% C.I. Um intervalo de concentragdes que representa cerca de 95% da variagdo na amostra

(Rep. IC 95% conc. calc.): individual, assim como o modelo de regressdo linear no qual se baseia. Uma
interprefagdo desta medida é que se frata do infervalo de concentragdes que pode
ser esperado 95% do tempo, caso esta execucdo seja efetuada repetidamente com a
mesma quantidade de variagdo. Tratase de uma esfimativa conservadora e o
intervalo pode ser bastante grande devido & variacdo inerente a qualquer andlise em
tempo real. Este intervalo pode ser grande se os padrdes forem executados com
concentracdes diferentes das amostras desconhecidas, se for utilizado um nimero
pequeno de réplicas ou se existir variagdo significafiva.

Importante: As variacdes comunicadas por esta medida s@o inerentes ao
processo exponencial da amplificagdo em tempo real e ndo sdo devidas ao
Rotor-Gene Q MDx. Testes semelhantes efetuados em cicladores com base em
blocos teriam uma maior variagdo devido & menor uniformidade da temperatura
dos sistemas com base em blocos. Se pretender comparar cicladores,
recomendamos que compare o desvio-padrdo do valor de CT.

Nota: Estdo disponiveis mais informagdes detalhadas sobre intervalos de confian¢a no Apéndice B.

Nota: A excecdo da cor, nome, Ct e comentdrio de Ct, todas as colunas podem ser apresentadas
ou ocultadas ao clicar com o botdo direito do rato na janela e, em seguida, selecionar ou anular

a selecdo do nome da coluna.

=10 ]
Mo Name Ct Ct Comment | Given Conc [Eopl Calc Conc [Eopiel #Mar |:|
1 Al Analysis 300000000,  324.345.068, CREI
2 B30E v 300000000, 301.264.230, 0.4%
3 W0E oy Color 300000000, 308453520, 28%
4 W08 L oName 00000000, 296.576.301, 05%
5 W07 Type 30000000, 27524578, B.3%
I ESlRA T 0000000, 26405444  120%
7 X7y comment 30000000, 28701296, 43%
8 W07 G cone (copies) 30000000,  Z3847613  205%
5 W i 3,000,000, 3392142, 130%
Tl E & 3,000.000, 3170880, 5.7
11 30 v 3000000, 3130752, 44%
12 Waaos  vReCt 3,000,000, 3.166.396, B 5%
13 3I0E v Rep. CtStd. Dev. 300,000, 21.913, 73
14 | 075 v Hena ot (85t 300,000, 305,744, 1.9%
15 075 Rep. Calc, Conc, 300,000, 312.045, 4.0
16 W05 Rep. Calc. Conc., (35% CI) 300.000, 324.E9E, 8.2%
17 [l 0t 1947 30.000, 32.420, B1%
i ESR 1359 30.000, 29872, 0.4%
19 [l 30 1353 30.000, 31.102, 3,7%
20 a0t 1352 30000, 31301, 43%
21 073 293 2000, 2,860, 5,0%
2 03 2% 2000, 2793, £.9%
2 W) 2294 3.000, 2,825, 5.8%
24 073 22,91 3.000, 2.888, 37%
Sl 26,03 300, 322, 7 5%
[l 30z 26,11 300, 305, 16%
z [l a0z 26,26 300, 275, 85%
2 [l 2072 18 00, 291, 31_/I;|
]| M4
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Para uma maior conveniéncia, a funcionalidade AutoStat (Estatistica automética) calcula
automaticamente a média, o desvio-padrdo e os valores minimo e mdximo das amostras de
inferesse. Selecione os resultados de interesse arrastando-os com o botdo esquerdo do rato e os

valores sdo apresentados numa tabela no lado direito do ecré.

Nesta captura de ecrd, sdo analisadas as concentragdes de vérias amostras.

Quant. Results - Cycling A.Green (Page 1) Statistics

Ct Given Cone [Cop| Cale Conc [Co :;T:ul:_;n ggigggg
14.42 30000000 JE5R0E4 Count 3
14,59 30000000 14 . :
14.40 ENI]  28730050] : tean : 27328521
17.44 3000000 3422624 141% Std. Dev : 1.07537
17.58 3000000 3103391 3.4% [Drders of Mag ]
17.42 3000000 HETIN 15.6%
2099 300000 285353 43%
092 300000 298852 04z
71.04 300000 275802 BI1% Copy |
e el el el jrl== 1 N%

[« M W

Importante: A funcionalidade AutoStat (Estatistica automdtica) é sensivel ao contexto. Isto significa
que, sempre que possivel, apenas gera informagdes Uteis.

Por exemplo:

® Nao é possivel obter um intervalo de confianca de 95% a partir de um conjunto de
concentragdes calculadas selecionadas, uma vez que o modelo de regressdo também deve ser

tido em conta.

® O desviopadrdo "Orders of Magnitude" (Ordens de magnitude) é comunicado para
concentragdes calculadas em vez de para um valor absoluto. Isto é uma variagdo de
percentagem. Por exemplo, um valor de 1,07537 representa uma variacdo de 7,54%
(278,974 - 322,611) = (300,000/1,07537 - 00,000 * 1,07537). Comunicar um valor
absoluto ndo faz sentido para uma curva-padrdo. O valor pode ser comunicado na
concentracdo mais baixa para criar um erro baixo percebido (+ 3 cépias) ou na concentracdo
mais elevada (£ 3 000 000 cépias). Por este motivo, o desvio padrdo "Orders of Magnitude"
(Ordens de magnitude) é relatado.

® Para concentragdes calculadas, é utilizada a média geométrica em vez da média aritmética.
Isto representa a natureza exponencial de realtime PCR. Por exemplo, no caso de diluicdes
duplas com 1, 2, 8 e 16 cépias, a média deve ser 4 cépias, visto que é o meio da série de

dilvigdes. Contudo, a média aritmética é 6,75. A média geométrica ¢é
(1*2*8*16)71/4) = 4 copias.

Normalizacdo do tubo dinémico

A opgdo Dynamic Tube (Tubo dindmico) é selecionada por predefinicdo e é utilizada para

determinar a média de fundo de cada amostra imediatamente antes de a amplificagdo comegar.
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A normalizacdo-padrdo tem em conta os primeiros 5 ciclos e utiliza-os como um indicador do nivel
de fundo de cada amostra. Todos os pontos de dados para a amostra sdo, posteriormente,
divididos por este valor para normalizar os dados. Isto pode ser impreciso, pois, para algumas
amostras, o nivel de fundo sobre os primeiros 5 ciclos pode n&o ser indicador do nivel de fundo
imediatamente antes da amplificagdo. Por outro lado, a normalizagdo do tubo dinémico utiliza a
segunda derivada de cada grdfico das amostras para determinar o ponto de remogdo de cada
amostra. Posteriormente, é calculada a média do nivel de fundo desde o ciclo 1 até este nimero
de ciclo de remogdo para cada amostra. Isto fornece os resultados de quantificagdo mais precisos.

Tenha em atengdo que para alguns conjuntos de dados, a fluorescéncia de fundo néo é consistente
durante os ciclos antes de a amplificacdo comegar. Nestes casos, pode ser necessario anular a
selecdo da normalizagéo do tubo dindmico clicando em Dynamic Tube (Tubo dinémico), pois tal

pode resultar numa quantificagdo menos precisa.
Corregdo do declive do ruido

A fluorescéncia de fundo (Fl) de uma amostra, idealmente, deveria permanecer constante antes da
amplificagdo. Contudo, por vezes a Fl mostra um aumento ou uma diminui¢do gradual ao longo
de diversos ciclos devido ao quimico utilizado. Isto produz um nivel de ruido distorcido. A correcdo
do declive do ruido utiliza uma linha de correlagdo para determinar o nivel de ruido em vez de
uma média e normaliza em relagdo a essa linha. Selecionar esta opgdo clicando no botdo Slope
Correct (Corre¢do do declive), pode melhorar os dados provenientes das réplicas se as linhas de
base das amostras tiverem um declive visivel. A correcdo do declive do ruido melhora os dados
quando se observa um declive em sentido ascendente ou descendente dos fundos dos dados ndo

processados antes do ponto de remogdo (Cr).

Nos locais em que o declive ndo é estdvel ou que os ciclos iniciais da linha de base mostram um
aumento ou uma diminuicdo significativa do sinal comparado com o resto da curva, a correcdo
do declive do ruido pode provocar alguns efeitos indesejados, como, por exemplo, as curvas do
controlo negativo passarem o limiar, devido & aproximacéo da linha de base como uma linha de
correlacdo e & normalizacdo dos dados néo processados em conformidade. Como consequéncia,
esta funcionalidade nem sempre melhora a qualidade dos dados e deve ser utilizada apenas se

as curvas dos dados ndo processados mostrarem um declive estavel.

Ajuste do ponto de remocéo

O algoritmo de ajuste do ponto de remogdo pode ser utilizado para definir um comprimento
minimo da linha de base utilizada para a normalizagdo. Devem ser definidos dois parémetros
para aplicar o ajuste do ponto de remogdo. Se for calculado um ponto de remogéo pelo Dynamic
Tube (Tubo dindmico) que seja inferior ao primeiro pardmetro, o segundo pardmetro é utilizado
como o ponto de remogdo. O ajuste do ponto de remogdo apenas pode ser utilizado em conjunto

com a normalizacdo do Dynamic Tube (Tubo dindmico).
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Ignorar primeiro

O sinal de fluorescéncia proveniente dos primeiros ciclos numa execugdo pode ndo ser representativo

do resto da execucdo. Por este motivo, podem ser alcangados melhores resultados se os primeiros ciclos

forem ignorados. Pode ignorar até 10 ciclos. Contudo, se os primeiros ciclos parecerem semelhantes a

ciclos posteriores, serdo alcancados melhores resultados se desmarcar "Ignore First" (Ignorar primeiro),

dado que o algoritmo de normalizacdo terd mais dados com que trabalhar.

Remocgdo de valor atipico

Para distinguir alteragdes minimas na fluorescéncia e nas reagdes reais nos controlos sem modelo
(No Template Controls, NTC), sdo fornecidas 2 medidas: NTC Threshold (Limiar de NTC) e Reaction
Efficiency Threshold (Limiar de eficiéncia da reagdo). O NTC Threshold (Limiar de NTC) é

recomendado para a maioria das aplicacdes. A abordagem utilizada deve ser validada.

x
—MTC Threzhold ;
Fercentage of largest Fl change

s

0%

Ay zample with a total change in fluorescence
I 2 % less than thiz percent [relative to the largest

L N

change in any tube] will not be dizplayed.

— Reaction Efficiency Threzhold :

[~ Enabled Only zamples which have an individual

Threshoid: 100 j z  walue will be dizplayed after

reaction effiency at least equal to this

rormalization.

0k I Cancel Help

NTC Threshold (Limiar de NTC):

Permite que as amostras ou os NTC que tém um ligeiro desvio em sentido
ascendente sejam excluidos da andlise. Todas as amostras com uma alteragdo
abaixo do "NTC Threshold" (Limiar de NTC) n&o serdo comunicadas e serd
apresentado um  sinalizador "NEG (NTC)" na coluna "CT Comment"
(Comentdrio de CT).

A percentagem é relativa & maior alteragdo méxima encontrada em qualquer
tubo. Por exemplo, se uma amostra iniciou com um fundo de 2 Fl e aumentou
para 47 Fl, entdo 45 Fl representa 100%. Um "NTC Threshold" (Limiar de
NTC) de 10% iria considerar qualquer amostra inferior a 4,5 Fl como ruido.
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Reaction Efficiency Threshold O "Reaction Efficiency Threshold" (Limiar de eficiéncia da reagdo) representa

(Limiar de eficiéncia da reagdo):  um método alternativo de excluir ruido da andlise. Este algoritmo de
normalizacdo utiliza técnicas de estimativa da eficiéncia da reacdo utilizadas
na quantificagdo comparativa (consulte a secgdo 6.6.6). Todas as amostras
que ndo t&m uma eficiéncia da reagdo de, pelo menos, este nivel sGo excluidas
e serd apresentado um sinalizador "NEG (R.Eff)" na coluna "CT Comment"
(Comentdrio de CT).

Um nivel de 0% indica que, durante a fase exponencial, ndo ocorreu nenhuma
reacdo. 100% indica que ocorreu uma reagdo completamente eficiente
durante a fase exponencial. Percentagens negativas indicam que durante a
fase exponencial, o sinal de fluorescéncia diminuiu.

Os estudos atuais ndio sdo conclusivos acerca dos niveis precisos de eficiéncia
necessdrios para distinguir reagdes genuinas provenientes de contaminacdo e
outros efeitos. Por este motivo, recomendamos a utilizagdo prudente desta
funcionalidade, assumindo que qualquer amostra com uma reagéo genuina
terd alguma fase exponencial visivel com alguns incrementos na fluorescéncia.
A definicdo deste valor superior a 0% ird excluir algumas amostras com um
aumento da fluorescéncia ineficiente, mas percetivel, enquanto a definigdo
inferior a 0% ird apresentar amostras que diminuem a fluorescéncia durante a
fase exponencial, que deveriam claramente ser excluidas.

Nota: Se um valor for excluido devido & ativacdo de qualquer uma destas tcnicas, ndo serd
apresentado um valor correspondente de CT na janela Quantitation Results (Resultados da
quantificagdo). Simultaneamente, serd apresentado um sinalizador a indicar a exclusdo na coluna
"Ct Comment" (Comentdrio de Ct). Assim, é importante assegurar que a coluna "Ct Comment"

(Comentério de Ct) é sempre apresentada.

Na imagem abaixo, as amostras 7, 8 e 9 foram excluidas devido ao "Reaction Efficiency

Threshold" (Limiar de eficiéncia da reagdo).

B Quant. Results - Cycling A.Green (Page 1 o [m] 4|
Mo, [Mame  [Typs | o | Ct Comment | Given Conc [copies/ieaction] |
7 10ek Standard MEG [R.EH] 1,00E+08
8 10e6 Standard MEG [R.EHf] 1.00E+05
3 10ek Standard MEG [R.EHf] 1.00E +0&
10 105 Standard | 15,04 1,00E+05
11 | 10e5 Standard | 15,03 1,00E+05
1 2I I'I Oeb Standard | 15,05 1,DDE+DEI
4 [ 3

O declive (M) de uma reagdo (apresentado na janela Standard Curve [Curva-padrdo]) pode ser
utilizado para determinar a amplificagdo exponencial e a eficiéncia de uma reagdo utilizando os

cdlculos seguintes:

Amplificagdo exponencial = 10/M

Eficiéncia da reacdo = [10t/M] - 1
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Os valores ideais para M, amplificagdo exponencial e eficiéncia da reagdo sdo, respetivamente,
-3,322, 2 e 1. A eficiéncia da reagdo é apresentada no relatério (em relatérios-padréo e

completos; consulte a pdgina 82) e na janela Standard Curve (Curva-padréo).

O declive é calculado como a alteragcdo em Cr dividido pela alteragcdo na entrada do registo (por
exemplo, nimero de cépia). Uma amplificacdo 100% eficiente representa a duplicacdo do produto
da amplificagdo em cada ciclo, resultando num valor de M de -3,322, um fator de amplificagdo

de 2 e uma eficiéncia da reacdo de 1.
Dado um valor de M de -3,322, os cdlculos sGo os seguintes:

Amplificagdo exponencial: 10173322 = 2

Eficiéncia da reagdo: [1011/3:322] . 1 = 1

Como exemplo alternativo: um valor de M de 3,8 significa que a reagdo tem uma amplificagdo

exponencial de aproximadamente 1,83 e uma eficiéncia da reacdo de 0,83 (ou 83%).

Numa férmula que descreve a relagdo entre 2 varidveis, o desvio é expresso com a letra B [y =
Mx + B). O desvio por vezes também é designado de intersec¢do. B representa o Cr para uma
dada concentragdo de 1 unidade. Ao substituir 1 pela férmula de concentragdo conforme é

apresentado abaixo:

Cr=log(l) *M+B
Cr=0*M+B
O resultado é Cr =B

A interseccdo pode diferir conforme a execugdo e é uma medida menos estével do que o gradiente.

Por este motivo, o gradiente é analisado mais frequentemente do que a intersecgdo.
Janela principal
A janela principal apresenta os grdficos de amplificacdo numa escala logaritmica.

Clicar em Linear Scale (Escala linear) na parte inferior da janela altera a escala, da logaritmica para a
linear e vice-versa. Alternar entre estas duas escalas apenas altera a apresentagdo dos grdficos, ndo os
cdleulos. Isto pode ser verificado pelo utilizador recorrendo & ferramenta de localizagéo do ponteiro ao
clicar com o botdo direito do rato no gréfico e selecionar Show pinpointer (Mostrar localizador do
ponteiro). Utilizando uma escala logaritmica, os valores menores sdo mais visiveis no grdfico, enquanto

uma escala linear facilita a visualizagdo da reagdo completa.
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Nota: Os gréficos de amplificagdo atualizam em tempo real & medida que o Rotor-Gene Q MDx
adquire ativamente dados durante uma execugdo. Esta monitorizacdo de dados em tempo real permite
que o utilizador visualize os resultados & medida que as curvas mostram um crescimento exponencial.

Podem ser retiradas conclusées preliminares e tomadas decisdes para a execucdo seguinte.
Modelos de andlise de quantificagdo

Os modelos de andlise de quantificacdo permitem ao utilizador exportar definicdes de
normalizagdo e de limiar para um ficheiro *.qut Gnico. Este ficheiro pode ser importado e aplicado

novamente noutras experiéncias. Consulte a seccdo 7.1 para obter mais informacdes.

Imported Settings
<hone:

Impaort... Export...

6.6.3 Duas curvas-padrdo

A andlise da expressdo de genes relativa, utilizando um gene de normalizagdo, pode ser efetuada

através do método de 2 curvas-padréo.

O método necessita de uma curva-padrdo para cada gene. A concentragdo de cada gene é
quantificada de acordo com a sua curva-padréo. A expressdo do gene de interesse &, em seguida,

normalizada com o gene de normalizacdo (normalmente um gene constitutivo).

E importante que os padrdes e as amostras replicadas sejam determinados corretamente durante a
configuragdo da amostra (consulte a secgdo "Configuracdo da amostra"). Em particular, as amostras
correspondentes devem fer o mesmo nome em cada andlise. Numa reagdo multiplex, na qual as
posicdes dos tubos do gene de interesse e do gene de normalizagdo sdo as mesmas, um conjunto de
definicdes de amostra é suficiente. Se estiver a efetuar uma andlise relativa com um gene de
normalizagdo utilizando um canal dnico (ou seja, as reagdes sGo executadas em tubos separados
utilizando o mesmo fluoréforo), devem ser criadas 2 pdginas de amostras. A primeira deve efiquetar as
posicdes dos tubos com os nomes das amostras para o gene de inferesse. As restantes posicdes devem
permanecer sem nome. A segunda deve efiquetar as posicdes utilizadas para o gene de normalizago.

O software ird fazer corresponder as amostras nas 2 andlises com base nos seus nomes.
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Andlise de expressao utilizando o método de duas curvas-padréo

Os dados podem primeiro ser analisados para cada gene utilizando a andlise de quantificagdo.
Caso contrério, os resultados para cada gene serdo automaticamente determinados com a

ferramenta Autofind Threshold (Localizacéo automética do limiar).

1. Na janela Analysis (Andlise), selecione o separador 2 Std Curve (Rel.) (2 curvas-padréo [Rel.]).

Clique em New Andlysis... (Nova andlise...).

Buantitation | telt
25td Curves (Fiel) | Other..

Show | Hide |
W Auto-shrink windaw

2. Introduza um nome para a andlise.

Rotor-Gene ( Series Software x|
Enter a name for the relative quantitation analysis:

Cancel

Relative Guant. Analysi:

3. Determine as pdginas utilizadas para a andlise do gene de normalizagdo e a andlise do gene
de interesse. Por exemplo, clicar em Gene of Interest Standard Curve (Curva-padréo do gene
de interesse) abre a janela Selection of Gene of Interest Standard... (Selecdo do padrdo do gene
de interesse...). Selecione a pdgina na qual foi quantificado o gene de interesse. Repita o
procedimento para o gene de normalizagdo. Opcionalmente, pode ser definido um calibrador.
Se for selecionada esta opcdo, é atribuido um valor de 1 ao calibrador e todas as outras

concentracdes das amostras sdo calculadas em relacdo a esta amostra.
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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

Apbs concluir as selecdes, as opgdes serdo marcadas com uma marca de verificagdo conforme
apresentado abaixo.

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. Clique no botdo Reports (Relatérios) para apresentar o Report Browser (Browser de relatérios).

Selecione a andlise com o nome correto a partir da lista. Clique no botdo Show (Mostrar) para

apresentar o relatério de quantificacdo relativa. A opgdo Export (Exportar) exporta os resultados

para uma nova folha de cdlculo do Excel. Se estiver incluido um calibrador, os resultados séo

calculados em relacdo & amostra do calibrador, & qual é atribuido um valor de 1.

B Report Browser ol x|
— Report Categories — Templates :

- [General]
- Melt Curve Analysis
CH Comparative Quantitation
&-Delta Delta CT Relative Quantitation
. Relative Quant. Analysis
B2 Standard Curves Relative Quantitation
. Relative Quant. Analysis

MIQE Repart {2 Standard Curves Full Repart)
QI
*3 Relative Quant{Standard Curve)

Show I Cancel

5. S&o apresentadas as concentracdes lidas nas curvas-padrdo para o gene de interesse (GOI

Conc. [Conc. GOI]) e o gene de normalizagdo (Norm. Conc. [Conc. Norm.]), assim como as

concentracdes relativas (Relative Conc. [Conc. relativa]). Os resultados podem ser guardados

num ficheiro do Word.

Ca..tor c 2 3 s

Manual do utilizador CE do Rotor-Gene Q MDx  02/2022

99



(b e ———————— islx|

[EEEE o]

33328
pri 1 BQEN £
Qlacen

Relative Quant. Analysis

nt Information

EE)

Gane Exprassion Graph (Raw Values)

Gene Expression Graph (Logarithmic)

o5

"

i i

6. Os valores Rel Min (Min. rel.) e Rel Max (Mdx. rel.) sdo gerados através do cdlculo do desvio-
padrdo do quociente com base nos desvios-padrdo do GOI e no gene de normalizacdo

utilizando a férmula seguinte:

2

— \/ 2
CVrelconc CV(;O[ + CVNorm
sendo que:

S stddev
X meanvalue

CcVv =

6.6.4 Quantificacdo relativa de delta delta C;

O método delta delta CT possibilita a andlise da expressdo de genes relativa. E descrita por Livak

e Schmittgen (2001).*

Este método ndo necessita que as curvas-padrdo sejam incluidas em cada execucdo. Primeiro,
cada amostra é normalizada para a quantidade de modelo adicionada por comparagdo com o
gene de normalizacdo. Estes valores normalizados séo posteriormente normalizados em relagdo
a um tratamento de calibrador. O calibrador poderia ser, por exemplo, amostras do tipo selvagem,

de controlo ndo tratado ou de tempo zero.

E fundamental que as eficiéncias da amplificacdo do gene de interesse e do gene de normalizacdo
sejam idénticas e que isto seja validado de acordo com as diretrizes de Livak e Schmittgen.

E fundamental que os nomes das amostras sejam definidos corretamente na janela Edit Samples
(Editar amostras) com as mesmas amostras etiquetadas de forma idéntica em cada compésito da
andlise de quantificagdo.

* Livak, KJ. and Schmittigen, 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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1. Analise os dados utilizando "Quantitation" (Quantificacdo). Ndo é necessdrio executar uma
curva-padrdo quando & tiver sido efetuada a validagdo.

No separador Other (Outro) na janela Analysis (Andlise), selecione Delta Delta CT Relative

Quantitation (Quantificacdo relativa de delta delta CT). Selecione New Analysis (Nova andlise).

Allelic Dizcrimination
Clearing Point Analysiz
Comparative Quantitation
Concentration dnalyziz
Delta CTH
EndPFoint &nalysis
High Resolution Melt Analysis
Scatter Graph Analysiz

Showe Al Analysiz Options...

[« Cycling 4. Green [Page
%" Cycling A Orange [Pam

Show | Hide |
[~ Auto-shrirk window

2. Introduza um nome para a andlise.

Rotor-Gene { Series Software ] x|
Enter a name for the relative quantitation analpziz:

Cancel

3. A opgdo Validation Run Performed (Execucdo de validacdo efetuada) deve ser marcada para
continuar com a andlise. Defina as pdginas nas quais foram analisados o gene de interesse e

o gene de normalizagdo.

Relative Quantitation | x| |
=c| Hepnrts vt

Delta Delta CT Relatie Quantitation |

[ alidation Run Performed
[ Gene of Interest Quantitation
O Momaliser Quantitation

O Calibrator Defined

v
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{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 vau will be taken ta
thie main window of this analyziz.

: . Nrmalizer
- Cycling & Orange

------ o Gene of lnterest

Select | Other Run... Cancel I

4. Clique no botdo Reports (Relatérios) para apresentar o Report Browser (Browser de relatérios).
Selecione a andlise com o nome correto a partir da lista. Clique no botdo Show (Mostrar) para
apresentar o relatério de quantificagdo relativa. A opgdo Export (Exportar) exporta os
resultados para uma nova folha de cdlculo do Excel. Se estiver incluido um calibrador, os

resultados sdo relativos & amostra do calibrador, que tem um valor de 1.

E8 Report Browser o] x|
—Report Categories : — Templates :

- [General]

Ei Melt Curve Analysis

- Comparative Quartitation

&-Delta Delta CT Relative Quantitation

.. Rielative Quant, Analysiz

5. 2 Standard Curves Relative Quantitation
- Relative Quant. Analysis

MIQE Report (Delts Delta Ct Ful Repart)

s
2 Relative Quant{Delta Delta)

Show I Cancel |

E apresentado um exemplo de resultados desta andlise abaixo. Séo apresentados os valores
de Cr para o gene de interesse (GOl Cr [Cr GOl]), os valores de Cr para o gene de
normalizagdo (Norm. Cr [Cr Norm.]), Delta Cr, Delta delta Cr e a concentracdo relativa
(Relative Conc. [Conc. relativa]). A expressdo é relativa & amostra do calibrador, & qual é

atribuida a expressao relativa de 1.

Para obter mais informagdes acerca da derivacdo dos cdlculos do Rel Min (Min. rel.) e Rel
Max (Max. rel.), consulte Litvak e Schmittgen (2001). *

* 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.

Manual do utilizador CE do Rotor-Gene Q MDx  02/2022

102



C|Replcate Mame  [GOICT  [Mom CT  |DekaCT | Delts Delta CT | Relalive Conc. [RelMin | RelMax | Calibrator

Dilution & 2837
Dilutian 7 36 28.39 9.22 4.40 0.04726 004128 005414
 Dilution & |72 2828 744 282 016226 014304 017663
Dilution & 35.04 2824 B.80 1.98 0.25232 011715 0.54605
Dilution 4 3294 2812 482 0.00 1.00000 063432 1.44025 Yes
Dilutian 3 3166 28.23 343 .38 260925 216257 314579
Dilutian 2 30,08 2802 203 279 £.92153 E.49040 738130
Dilution 1 2881 27.92 0E3 412 1741838 1B.47833 1841322
QS 011U 2811
0316 (Ul 3762 2810 951 4.70 0.03857 003633 004094
T 36.84 2815 869 2.88 0.08805 0.04415 010488
316 U 34.45 28.05 E.40 1.53 033305 0.282068 039325
054 3267 2829 438 0.43 1.34325 1.09820 165770
Q53 30,07 27.98 209 273 661982 616688  7.00076
Q52 2608 2764 0.78 557 4761474 4502202 50.35677
Q51 24.07 2710 Redie) 785 23060440,  208.45384 ) 25510870

6.6.5 Andlise da curva de fusdo

A andlise da curva de fusdo analisa a derivada dos dados ndo processados apés a regularizagdo. Esta
andlise é comummente utilizada para genotipagem e discriminagdo alélica. Os picos na curva séo
agrupados em recipientes e fodos os picos abaixo do limiar sdo descartados. Os recipientes podem,
posteriormente, ser mapeados para gendtipos utilizando o comando "Genotypes" (Genétipos).

Apéds a conclusdo de uma execucdo, pode ser adicionado um passo de fusdo para alguns
quimicos, para visualizar a cinética da dissociagcdo dos produtos amplificados. A temperatura é
aumentada a uma taxa linear e é registada a fluorescéncia de cada amostra. E apresentada uma
andlise da curva de fusdo comum abaixo.

[BERotor-Gene Q Series Software - SybrMelts
Fle Analyss Run Gan View Window Hel
5) N g
ZOHPINRO W @ & ¥ & W = 5.
MNew Open Save | Start Pause Stop | Help Settings Frogress  Profle  Temp.  Samples Analysis Reports  Arrange
|chamets - wekachi 7 wekacie
Melt Curve Analysis - Melt A.CH1 (Page 1) —(of x|
Reports...  Resubs | Genobypes..
BinC
05 Iy
Bin A
04
_ in
RLE Tresrar]
02
01
BarkOn | Bark Off
NamedOn | AllOn | AlICKf ||
ﬂ 3 B0 =3 70 75 80 85 Eil £ Edit Samples. |
Temperature P
= eak Calling
AdjustScde  Auko-Scale | o
i Melt Curve Results - Melt A.CH1 (Page 1) Thieshold:  [030821 | %]
Genolype Feak 1 Temperatue F =
Helerozygous | 89,5 (Bin B ;“'Ei“s_“ =]
2 250bp Heterozygous 88,5 (Bin B) eax ins
3 Zibp Heterozygous | 89,7 (Bin B) Name:
4 500bp wid Type 90.2 [Bin C) it S A 25
5 Sa0bp Wild Type 90.2(Bin C) BnB 855 4 =
5 S0kp Wid Type 302[BinC) e || B2 || Bome
1 Homozygous 805 [Bin A]
1 Homozygous | 20,3 (Bin A 1’::"‘::"’ Gl
Import. Export.
PRuotor-Gene O Series Software 1.7 [Buil
Pt @ @ 7| ETT——— VEE = [
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Peak Calling
[+ Flip sign of dFAQT

Thieshold:  [0.30821 1|
Temperature

Threshaold : I55 1'
Peak Bins

Mame | Value | width | <
Bind& 8042 4 —
BinB 8255 4 hd
Mew I Edit | Femove |

Imported Settings
<hones

Irmpaoit. .. I E=port... |

Flip sign of dF/dT (Inverter sinal ~ Antes de definir os picos, certifique-se de que o sinal dF/dT estd correto para
de dF/dT): o conjunto de dados para apresentar picos positivos.

Defining peaks (Definir picos):
9P P Na andlise da curva de fusdo, os picos podem ser definidos e comunicados
utilizando métodos diferentes. Um deles consiste em determinar
automaticamente todos os picos para cada amostra. Outro consiste em

atribuir os picos aos recipientes, o que é dtil para a genotipagem.

Os recipientes definem a érea na qual é esperado que ocorram picos. O
software de andlise da curva de fusdo agrupa os picos em grupos de
recipientes, com base nos valores reais dos picos na curva. Os recipientes

podem ser editados, se necessario.

Qualquer pico que esteja dentro do intervalo definido do recipiente pode ser
atribuido a tal recipiente. Se existirem 2 recipientes préximos, o pico serd

atribuido ao recipiente mais préximo.

Nota: Os recipientes ndo devem ser posicionados visualmente para estimar as
posicdes dos picos. Defina os recipientes na drea de interesse aproximada e
utilize os valores reais registados na tabela de resultados para um resultado
mais exato.

Peak Bins (Recipientes de picos):  Para definir um recipiente, clique no botdo New Bin (Novo recipiente] e, em
seguida, clique continuamente no gréfico para definir o centro do recipiente.
Para adicionar outro recipiente, repita o processo. Utilize o botdo Remove
(Remover) para eliminar recipientes.

Threshold (Limiar):
( ) Para definir o limiar (eixoy), clique no icone 1' e, em seguida, clique

continuamente no gréfico e arraste a linha do limiar para o nivel prefendido.

Temperature Threshold (Limiar de

Para definir o limiar de temperatura (eixo x), clique no icone ll e, em
temperatura): P ~cliq '

seguida, clique continuamente no grdfico e arraste a linha do limiar para a

direita. Isto elimina a linha do limiar para temperaturas inferiores.

Nota: Isto ¢ Util quando ndo existe ruido no sinal a temperaturas baixas.
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Relatérios

Abre o Report Browser (Browser de relatérios) onde pode ser escolhido um relatério para pré-
visualizar. Um relatério pode ser gerado com base no canal atualmente selecionado ou pode ser

gerado um relatério de genotipagem multicanal.

Resultados

Apresenta a janela Melt Curve Results (Resultados da curva de fusdio), que mostra os picos das amostras.
Gendtipos

Clique em Genotypes... (Gendtipos...) e selecione os gendtipos, conforme mostrado abaixo.

%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 |

Esta janela permite que os gendtipos sejam atribuidos & incidéncia de picos nos recipientes. A

=T
A

configuragdo de genétipo predefinida é apresentada na captura de ecrd, sendo que as amostras
heferozigotas t&m 2 picos, as amostras homozigotas t&m um pico no primeiro recipiente e as amostras
de tipo selvagem t&m um pico no segundo recipiente. Pode ser introduzida uma abreviatura no campo
ao lado do nome de cada gendtipo. Isto é utilizado quando s@o impressos relatérios de genotipagem

multicanal, para que todos os resultados de vdrios canais possam ser facilmente analisados.

Para andlises multiplex, os gendtipos devem ser configurados em cada canal. Se, por exemplo, for
executada uma andlise de FRET de supressdo de canal duplo, na qual sdo esperados gendtipos
heferozigotos e de tipo selvagem em cada canal, os parémetros do recipiente devem ser configurados

para cada canal. Os resultados serdo posteriormente apresentados num relatério multiplex.
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Modelos de andlise de fusdo

Os modelos de andlise de fusdo permitem ao utilizador exportar definicdes de normalizagdo,
limiar, gendtipo e recipiente para um ficheiro *.met Gnico. Este ficheiro pode ser importado e

aplicado novamente noutras experiéncias. Consulte a sec¢do 7.1 para obter mais informagaes.

Imported Settings
£RORnE}

Impaort.... Export...

6.6.6 Quantificagdo comparativa

A quantificagdo comparativa compara a expressdo relativa de amostras a uma amostra de controlo
numa execugdo quando ndo estd disponivel uma curva-padrdo. Isto é utilizado frequentemente

numa andlise de microarray. Warton e colegas (2004) * forneceram um exemplo desta técnica.

1. Para efetuar a andlise, selecione Other (Outro) e, em seguida, Comparative quantitation
(Quantificagdo comparativa) na janela Analysis (Andlise). Clique duas vezes no canal para

analisar.

2. Escolha uma amostra de controlo utilizando o menu pendente do lado direito do ecrd, abaixo

do botdo de alterndncia.

3. Os resultados serdo automaticamente calculados e apresentados na janela Comparative

Quantitation Results (Resultados de quantificagéo comparativa) abaixo do grdfico.

As primeiras colunas da janela Comparative Quantitation Results (Resultados de quantificacdo
comparativa) mostram o nimero e o nome da amostra. A coluna Takeoff (Remogdo) apresenta o
ponto de remocdo da amostra. A segunda derivada do gréfico de amplificagdo produz picos
correspondentes & taxa maxima do aumento da fluorescéncia na reagdo. O ponto de remogéo é
definido como o ciclo no qual a segunda derivada se encontra a 20% do nivel méximo e indica o

final do ruido e a transicdo para a fase exponencial.

Este grafico mostra a segunda derivada de um grdfico de amplificagdo que mostra as posigées

relativas do pico da segunda derivada e do ponto de remocéo.

* 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.

Manual do utilizador CE do Rotor-Gene Q MDx  02/2022

106



120%

Maximo da segunda derivada

100%

80% / ¢\
60% / \
40% / \

20% \

0% : . . S —
A

20% -

-40%

A coluna "Amplification" (Amplificagdo) fornece a eficiéncia da amostra. Uma reacdo 100% eficiente
iria resultar num valor de amplificagdo de 2 para todas as amostras, o que significa que o amplicon
duplicou em todos os ciclos. Nos dados ndo processados, o sinal deve duplicar na fase exponencial.
Por exemplo, se o sinal fosse de 50 unidades de fluorescéncia no ciclo 12 e 51 unidades de
fluorescéncia no ciclo 13, deveria aumentar para 53 unidades de fluorescéncia no ciclo 14. E
calculada a média de todos os valores de amplificagdo para cada amostra para originar o valor de
amplificagdo que é mostrado no lado direito do ecrd abaixo do botdo de alterndncia. Quanto maior
for a variacdo entre os valores de amplificagéo estimados de cada amostra, maior serd o intervalo de
confianga (indicado pelo valor a seguir ao sinal ). O intervalo de confianga, para um nimero de
amostra (N) considerdvel, apresenta uma probabilidade de 68,3% de que a verdadeira amplificagdo
das amostras se encontre neste infervalo (desvio padrdo 1). Ao duplicar o intervalo de %, é atingido

um intervalo de confianca de 95,4% para um N considerdvel.
Réplicas do calibrador

Tal como no método delta delta Cr, é necessdria uma amostra do calibrador e as medicdes sdo
relativas a esta amostra. As réplicas do calibrador podem ser analisadas dado que, se vérias
posicdes das amostras tiverem o mesmo nome, serd utilizada a média dos pontos de remocdo
destas amostras. Para utilizar corretamente esta funcionalidade, certifique-se de que as réplicas

tém nomes idénticos.

Calibrator Heplicate
|
Heszults

Awerage Amplification 1.78+-0.04

=

A amplificagdo média é utilizada para calcular a expresséo. Por exemplo, uma amostra com um
valor de amplificagdo baixo iré demorar mais a atingir um certo nimero de cépias absoluto do

que uma amostra com um valor de amplificagdo mais elevado. A coluna "Rep. Conc." (Conc. rep.)
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da janela Comparative Quantitation Results (Resultados de quantificagdio comparativa) fornece a
concentracdo relativa. A concentragdo relativa de cada amostra comparada com a amostra do
calibrador é calculada com base no ponto de remogdo e na eficiéncia da reagdo. Isto é expresso

em notas cientificas.

Nota: O valor apresentado em Average Amplification (Amplificagdo média) & direita do sinal =
representa o desvio-padrdo da amplificagdo média, apds a remogdo dos valores atipicos de
amplificagdo. Se este valor for elevado, pode existir um erro maior nos valores de concentracdo

gerais calculados.
As concentragdes relativas sdo calculadas pelo software da seguinte forma:

1. O ponto de remocdo de cada amostra é calculado a partir dos picos da segunda derivada.

2. E calculado o aumento médio nos dados ndo processados 4 ciclos apés a remogdo. Isto

representa o valor de amplificacéo para a amostra.

3. As amplificacdes de valores atipicos s@o removidas, pois representam o ruido na fluorescéncia

de fundo.
4. E calculada a média das restantes amplificacges. Esta é a amplificacdo média.

O ponto de remogdo médio é calculado para cada réplica do calibrador.

,

6. A concentracdo relativa para uma amostra é calculada como Amplificagdo”(Remogdo do

calibrador - Remogdo da amostral).

7. O resultado é apresentado numa nota cientifica na coluna "Rep. Conc." (Conc. rep.) da janela

Comparative Quantitation Results (Resultados de quantificagdio comparativa).
6.6.7 Discriminacdo alélica

A discriminacdo alélica utiliza dados da cinética em tempo real de 2 ou mais canais para
genotipar amostras. Para efetuar esta andlise, selecione Other (Outro) e, em seguida, Allelic
Discrimination (Discriminagdo alélica) na janela Andlysis (Andlise). Quando efetuar a
discriminagdo alélica, ndo basta clicar duas vezes num canal para o analisar, uma vez que esta
andlise é efetuada utilizando vérios canais simultaneamente. Para efetuar esta andlise, mantenha
premida a tecla CTRL e clique para realgar os canais que pretende analisar ou arraste o ponteiro
do rato sobre estes canais. Quando os canais pretendidos estiverem realcados, clique em Show
(Mostrar). A lista é atualizada para mostrar todos os canais numa linha, com uma marca de
verificagdo junto aos referidos canais. Isto indica que serdo todos utilizados numa anélise. Para
remover um ou mais destes canais, clique com o botdo direito do rato na andlise e selecione
Remove Analysis... (Remover andlise...). Estes canais podem entdo ser incluidos noutra andlise de

discriminagdo alélica. Um canal apenas pode ser utilizado numa andlise de cada vez.
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Reports (Relatérios):

Results (Resultados):

Normalization options (Opgdes
de normalizagéo):

Discrimination Threshold (Limiar
de discriminagdo):

Genotypes (Gendtipos):

Abre o relatério "Allelic Discrimination Analysis" (Andlise de discriminagdo
alélica) para pré-visualizagdo.

Apresenta a janela Allelic Discrimination Results (Resultados de discriminagdo
alélica). Esta janela é aberta por predefinicdo quando a andlise é apresentada
pela primeira vez.

Estd disponivel uma variedade de opgdes para otimizar a normalizagdo dos
dados ndo processados:

. Dynamic Tube (Tubo dindmico) (normalizagéo do tubo dindmico)
. Slope Correct (Corregdio do declive] (corregdo do declive do ruido)
. Ignore First x cycles (Ignorar primeiros x ciclos) (correcéo do ruido

nos ciclos iniciais)
e Takeoff point adjustment (Ajuste do ponto de remogéo)

Para obter mais informagaes, consulte a pagina 91.

Introduza valores nestas caixas de texto para posicionar o limiar de discriminagéo.
Todas as curvas que passem este limiar sGo consideradas amostras de
genotipagem. Clique no icone & direita de cada caixa de texto e, em seguida,
arraste o limiar no gréfico para definir visualmente estes valores.

Discrimination Threshold
Thisshold: 005502 ﬂ
Emacml_ _|

Abre a janela Genotyping (Genotipagem), que é utilizada para determinar
que gendtipo é detetado em cada canal. Esta janela permite que sejam
atribuidos gendtipos a canais para a andlise de discriminagdo alélica.

No exemplo abaixo, uma amostra é heterozigota se as leituras nos canais
Cycling A.Green e Cycling A.Yellow passarem o limiar.

¥¢ Genotyping
Genatype |F|eacting Channels | ﬂ
wiild Type Cycling A.Green
Heterozygous Cycling A.Green Cucling A ellow

Mutant

Cycling A.Yellow

]

Cancel I Help I

Modelos de andlise alélica:

Os modelos de andlise alélica permitem a exportagdo de definicdes de
normalizagdo, limiar e gendtipo para um ficheiro *.alt Onico. Este ficheiro
pode ser importado e aplicado novamente noutras experiéncias. Consulte a
seccdo 7.1 para obter mais informagdes.

Imported Settings
<hones:

Irmpart.... Export...
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6.6.8 Andlise do grdfico de dispersao

A andlise do gréfico de dispersdo possibilita a genotipagem com base na expresséo relativa de
gréficos de amplificacdo em 2 canais. Ao contrdrio da discriminacdo alélica, o genédtipo é
decidido com base nas regides definidas a partir do grafico de dispersdo e ndo de um Unico
limiar. Para efetuar esta andlise, selecione Other (Outro) e, em seguida, Scatter Graph Analysis

(Andlise do gréfico de disperséo) na janela Analysis (Andlise).

Quando efetuar a andlise do gréfico de dispersdo, ndo basta clicar duas vezes num canal para o
analisar, uma vez que esta andlise é efetuada utilizando 2 canais simultaneamente. Para efetuar
esta andlise, mantenha premida a tecla SHIFT e clique para realcar os canais a analisar ou arraste
o ponteiro do rato sobre tais canais. Quando os canais pretendidos estiverem realgados, clique

em Show (Mostrar).

A lista é atualizada para mostrar todos os canais numa linha, com uma marca de verificacdo junto
aos referidos canais. Isto indica que serdo todos utilizados numa andlise. Para remover um ou mais
destes canais, clique com o botdo direito do rato na andlise e selecione Remove Andlysis...
(Remover andlise...). Estes canais podem entdo ser incluidos noutra andlise do gréfico de

dispersdo. Um canal apenas pode ser utilizado numa andlise de cada vez.

Reports (Relatérios): Abre o relatério Scatter Analysis (Andlise de dispersdo) para pré-visualizagéo.
Results (Resultados): Apresenta a janela Scatter Analysis Results (Resultados da andlise de
dispersdo). Esta janela é aberta por predefinicdo quando a andlise é

apresentada pela primeira vez.

Normalization options (Opgdes  Estd disponivel uma variedade de opgdes para otimizar a normalizagdo dos

de normalizagdo): dados ndo processados:
. Dynamic Tube (Tubo dindmico) (normalizagéo do tubo dindmico)
. Slope Correct (Corregdio do declive] (corregdo do declive do ruido)
. Ignore First x cycles (Ignorar primeiros x ciclos) (correcéo do ruido

nos ciclos iniciais)
e Takeoff point adjustment (Ajuste do ponto de remogéo)

Para obter mais informagdes, consulte a pagina 91.

Genotypes (Gendtipos): Abre a janela Genotyping (Genotipagem), que ¢ utilizada para determinar que
gendtipo é detetado em cada canal. Nesta janela, os gendtipos podem ser
atribuidos com base nos canais nos quais uma amostra reage. Os canais
selecionados serdo utilizados para etiquetar os cantos do grdfico de dispersdo
e irdo guiar o utilizador para a drea geral do gréfico de dispersdo na qual
devem ser determinadas as regides.
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%4 Genotyping

Genotype

| Feacting Channels |

wild Type
Heterazygous

Mutart

Cycling A.Green
Cycling A Green

Cucling A ellow
Cucling 4. ellow

LD x

=l

Cancel I Help I

Grdfico de dispersdo:

ild Type:

O gréfico de dispersdo apresenta a expressdo relativa dos 2 canais
selecionados. A exibigdo é normalizada para ter em conta os diferentes
aumentos em cada canal e a transformagdo logaritmica para acentuar as
diferencas na expressdo entre amostras.

Para efetuar a genotipagem, o utilizador determina regides clicando e
arrastando uma selegdo no gréfico. Posteriormente, a selecdo pode ser
efiquetada com base nos genédtipos configurados na janela Genotyping

(Genotipagem).

ld Types

Mone

# Scatter Analysis Graph - Cycling A.Green, Cyeling A Yellow [Page 1]

I Scatter Analysis Resulls - C|
Hetenzyaous [ e, | Mame Genatype

1 a10ng
2 biOng
3ol Wil Turg

Define Genotype ¥

befuitanl

Modelos de andlise do grdfico
de dispersdo:

Os modelos de andlise do gréfico de dispersdo permitem a exportagdo de
definicdes de gendtipo e regido para um ficheiro *.sct Unico. Este ficheiro
pode ser importado e aplicado novamente noutras experiéncias. Consulte a
secgdo 7.1 para obter mais informagdes.

Imported Settings

LN0ne:

Imnpaort... |

Export...

6.6.9  Anglise do ponto final

A andlise do ponto final possibilita a discriminagdo entre amostras amplificadas e ndo

amplificadas no final de uma execu¢do. Os resultados sdo qualitativos (positivo/negativo) e ndo

quantitativos.

A andlise do ponto final é apresentada na captura de ecrd abaixo.
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BE Rotor Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - allelic discrimination demo

Fle Analysis Run Gan View Securty Window Help
) = s, 7 " -
A € - @ ew & @ ¥ H W% W EF B . t

New Open Save Help Settings Progress Profle  Temp. Samples Analyss Reports Arrange

Channels 27 Cyding A(from 40).JOE

7" Cyding A.FAM/SYBR

" Cyding A.JOE 2 Cyding A(from 40).FAM/SYER.

B EndPoint Analysis - Cycling A(from 40).FAM/SYBR, Cycling A(from 40).JOE (Page 1) [= |[B1)(X] Page: Page |

& &8
Results  Genotypes...

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 | Postive Control Reaction Reaction (8] Mutation
2 Heterozpgous | Unknown Het Fieaction Fieaction (31%ild type:
3 |'wild type Unknawin “wild FReaction No Reaction
4 |Heterozpgous | Unknown Het Rieaction Fieaction
5
3

Heterazpgous | Unknown Het Reaction Reaction Ta set the defined controls,
wild lype Unknawn wild Reaction Ho Reaction click Edit Samples

Rator-Gene Q Series Software 4.7 [Build 1] WIRTUAL MODE | Current User: CORBETT /linsongy (Administrators)

A andlise do ponto final é semelhante & discriminagdo alélica, no sentido em que os resultados
sdo qualitativos e que os nomes podem ser afribuidos a certas permutacées de reacdes em
diferentes canais. Contudo, na andlise do ponto final, apenas estd disponivel uma Unica leitura,
ao contrdrio da discriminagdo alélica que utiliza uma leitura de ciclo em ciclo para cada amostra.
Isto significa que o utilizador deve identificar os controlos positivos e negativos para facilitar a
andlise. Para os dados ndo processados, os niveis do sinal sGo normalizados em relagcdo aos
controlos positivos e negativos conhecidos para cada canal. O utilizador seleciona entdo uma

percentagem do nivel do sinal para o limiar.
Termos utilizados na andlise do ponto final

Em seguida, sdo explicados alguns dos termos utilizado na andlise do ponto final.

Positive control Trata-se de uma amostra conhecida por amplificar.
(Controlo positivo):

Negative control Tratase de uma amostra conhecida por ndo amplificar. Representa o sinal de fundo
(Controlo negativo): comum.
Threshold (Limiar): Trata-se de um nivel de sinal acima do qual se considera que uma amostra é positiva

(amplificada). Esta definicdo deve ser ajustada pelo utilizador para cada execugdo.

Signal level (Nivel Uma percentagem de sinal fluorescente, normalizado para que o sinal mais elevado
de sinal): dos controlos positivos seja 100% e o sinal mais baixo dos controlos negativos seja 0%.
Genotype (Genétipo): Uma interpretagdo de diferentes permutagdes de reacdes em diferentes canais. Por exemplo,

o gendtipo "heterozygous" (heferozigoto) pode ser afribuido a amostras que reajam em
ambos os canais verde e amarelo. O genétipo também pode ser utilizado para a
comunicacdo dos resultados de reagdes com controlos infernos. Por exemplo, os resultados
podem ser comunicados como "inhibited" (inibida), "positive" (positiva) ou "negative"
(negativa), dependendo se a reagdio foi observada ou ndo em determinados canais.
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Configuragéo do perfil

x|
1. Fiotar Selection 2. Canfim Profile |
€l =l

New T Open  Save As Help

The run will take approsimately B minutels)] to complete. The graph below represents the iun ta be perfomed

Click on a cpcle below to modify it :

Haold Inzert after...
Insert before:
Remove
Thiz cycle repeats il time(s).

Click on one of the steps belaw ta modify it, or press + or - ko add and remave steps for this cpcle.

Timed Step j J ;I

B0 deq
10 seconds

Aequiring ta Cycling &

on Green
[~ Long Range
I~ Touchdown 50 deg. for 10 secs
< Back | Save Template I Start Run | Cancel I

Para efetuar a andlise do ponto final, realize um perfil com uma espera de alguns minutos a 50 °C
e, em seguida, um passo de ciclagem com 1 passo (50 °C durante 10 s), procedendo & aquisicdo
no canal necessdrio. Defina o nimero de repeticdes para 5, conforme mostrado acima. Estes
tempos sdo meramente orientativos e podem variar na sua aplicagdo especifica. Quantas mais
repeticdes existirem no perfil, mais informagdes estdo disponiveis para efetuar a andlise. A andlise
ird calcular automaticamente a média de todas as leituras para alcangar um Gnico valor para cada
amostra. N&o é exigido um nimero especifico de repeticdes. A ndo ser que seja necessario um

nivel muito elevado de exatiddo, normalmente 5 repeticdes sdo suficientes.
Andlise
A andlise do ponto final pode ser efetuada simultaneamente em vérios canais. Para criar uma nova

andlise, clique no separador EndPoint (Ponto final), selecione os canais arrastando o ponteiro do

rato sobre os mesmos e, em seguida, clique em Show (Mostrar).
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[uantitation I Scatter
EndPoint | Other.

Show | Hide |
[T Auto-shrink window

Definir controlos

Quando uma andlise do ponto final é aberta pela primeira vez, a seguinte mensagem é

apresentada se n&o tiverem sido definidos controlos positivos e negativos.

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.

Clique em OK. E apresentada a janela Edit Samples (Editar amostras), permitindo que sejam
definidos controlos positivos e negativos. Para definir uma amostra como controlo positivo ou
negativo, clique na célula do tipo de amostra e, em seguida, selecione o tipo de controlo relevante

a partir do menu pendente.

Nota: Os controlos devem ser ativados utilizando o botdo de alterndncia no lado direito da janela

principal, para efetuar a andlise.
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Ity Select Positive and Negative Controls 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
- AS Sample 1 treated Unknown | No
- AE Sample 1 treated Unknown | No
- A7 Sample 1 treated Unknown | No
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 |

Este ecrd funciona da mesma forma que a janela Edit Samples (Editar amostras) (secgdo

"Configuragdo da amostra").
Normalizacdo

A normalizagdo dos dados da andlise do ponto final representa em forma de escala todos os
niveis de sinal dentro do intervalo de 0-100%. Devem ser selecionados pelo menos um controlo
positivo e um controlo negativo (ou mais) se forem analisados vérios canais e os padrées ndo
forem multiplexados. Devem ser executados mais do que um controlo negativo e positivo se existir

um risco de que o controlo positivo ndo amplifique.

1. Sdo analisados todos os controlos positivos para cada canal e o que apresentar a fluorescéncia
mais elevada é fixado em 100%. Isto significa que se forem executados controlos duplicados,
um controlo positivo pode falhar sem afetar a execugdo.

2. S&o analisados todos os controlos negativos e o que apresentar a fluorescéncia mais baixa é

fixado em 0%.

3. Os valores de fluorescéncia de dados ndo processados das restantes amostras sdo
representados em formato de escala, em relagdo ao controlo positivo mais elevado e ao

controlo negativo mais baixo.
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Por exemplo:

Amosira Tipo Fluorescéncia
1 Controlo positivo 53,6
2 Controlo positivo 53,0
3 Controlo negativo 4,5
4 Controlo negativo 4,3
5 Amostra 48,1
6 Amostra 6,4

Esta execucdo foi bem-sucedida, visto que os 2 controlos positivos e os 2 controlos negativos estdo

préoximos e estdo fora dos valores de fluorescéncia das amostras.

O:s valores normalizados sdo:

Amostra Tipo Expresséo (%)
1 Controlo positivo 100,0

2 Controlo positivo 97,3

3 Controlo negativo 0,4

4 Controlo negativo 0,0

5 Amostra 84,2

[¢) Amostra 4,0

A amostra 1 foi o controlo positivo com a fluorescéncia mais elevada, logo foi definida para
100%. O outro controlo positivo foi ligeiramente inferior. A amostra 4, o controlo negativo mais
baixo, foi definida para 0%. E agora evidente que a amostra 5 provavelmente amplificou enquanto

a amostra 6 provavelmente ndo amplificou.

Nota: Dependendo dos controlos positivos e negativos selecionados, é possivel atingir niveis de
expressdo superiores a 100% ou inferiores a 0%. Um resultado superior a 100% pode ser
inferpretado no sentido de que a amostra é mais fortemente expressa do que os controlos positivos.
Um resultado inferior a 0% pode ser interpretado no sentido de que é menos provével que a
amostra tenha amplificado do que os controlos negativos terem amplificado. Dado que a andlise

é qualitativa, tais resultados ndo sdo preocupantes.

Se os controlos negativos resultarem numa fluorescéncia superior & dos controlos positivos, as

amostras foram configuradas incorretamente e é apresentada a seguinte mensagem.
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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.

Normalizacdo em vdrios canais

E possivel analisar os dados do sinal em vérios canais, mas a configuragdo da amostra é mais
complexa. A andlise do ponto final assume que é efetuada a multiplexagdo e, portanto, cada tubo
pode ter apenas uma posicdo Unica. Atualmente ndo é possivel analisar uma configuragdo na qual

a posicdo de uma amostra é um controlo positivo para um canal e um controlo negativo para outro.

Embora seja atribuida apenas uma definicdo de amostra por cada posicdo do tubo na janela Edit

Samples (Editar amostras), a normalizagdo ocorre de forma independente para cada canal.

Se uma posicdo do tubo for um controlo positivo para pelo menos um canal, deve ser especificado
como um controlo positivo na coluna "Type" (Tipo) da janela Edit Samples (Editar amostras). Caso

contrdrio, o seu tipo deve ser Sample (Amostra). Isto também se aplica aos controlos negativos.

Por exemplo, se uma amostra for um controlo positivo no canal verde, mas ndo no canal amarelo,
a amostra deve ser, ainda assim, definida como um controlo positivo. Visto que é utilizado o
controlo positivo mais elevado em cada canal, se houver pelo menos um controlo positivo no canal

amarelo que amplifica, é ignorada a definicdo da amostra como um controlo para o canal verde.
Limiar

O limiar é utilizado para determinar a percentagem da expressdo necessdria para uma reagdo
em cada canal. Quando os controlos positivos e negativos tiverem sido definidos, todos os canais
serdo normalizados para a mesma escala de 0-100%. Por este motivo, apenas é necessdrio um

limiar, mesmo quando forem analisados vdrios canais.

Clique e arraste a linha do limiar para uma zona entre 0 e 100. O limiar ndo deve estar demasiado
préximo das amostras em nenhum dos lados da linha, pois tal indica que a execucdo néo foi
conclusiva. Se a diferenga entre uma amostra ser definida como amplificada ou ndo amplificada
for apenas uma percentagem minima, tal significa que se a reacdo fosse repetida, a amostra

poderia aparecer do outro lado do limiar.
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Gendtipos

Esta op¢do abre a janela Genotyping (Genotipagem), que é utilizada para determinar que

gendtipo é detetado em cada canal.

%4 Genoltyping
Genotype |Heacting Channels | ﬂ
‘wild Type Cycling &.Green
Heterozypgous Cycling & Green Cycling Aellow
utant Cycling A ellow

=
Cancel | Help |

Esta janela permite que os gendtipos sejam atribuidos a canais. No exemplo acima, uma amostra

é heterozigota se as leituras nos canais Cycling A.Green e Cycling A.Yellow passarem o limiar.
Modelos de andlise do ponto final

Os modelos de andlise do ponto final permitem ao utilizador exportar definicées de normalizacdo
e limiar para um ficheiro *.ent Gnico. Este ficheiro pode ser importado e aplicado novamente

noutras experiéncias. Consulte a seccdo 8.1 para obter mais informagdes.

Imported Settings
<hones

Impaort... Export...

6.6.10 Andlise da concentracdo

A andlise da concentragdo permite que o Rotor-Gene Q MDx seja utilizado para medir

concentracdes de ADN ou para obter leituras de fluorimetro.

A captura de ecrd abaixo apresenta esta andlise.
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BE Rotor Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - DNA_concentration
Fle Analysis Run Gan View Securty Window Help

7€ H @ lw F @ ¥ B W B
New Open Save Help Setfings Progress Profie  Temp. Samples Analyss Reports Amange
Channels 7 Cyding A.Green

EBX

H; Concentration Measurement - Cycling A.Green (Page 1)

= hY
Reports  Std. Curve  Results
[ Fluorescence
25001 & & Cycing A Green - Circles

20.00

15.00 T P ]
?¢e Bank On Bank OFf
10.00 NamedOn | AlOn | AllDI
Edit Samples..
e R Poa Analysis Method
00

290 ¢ Linear Regression
12 3 9 101113141517 18 192122 2325 26 27 29 30 31 32 34 35 37 383 30 41 4243 45 46 47 Sample

@ Spline Curve Fit

Tvpe Given Conc [pgh
1 Lambda Standard | Standard 1.000.0
2 Lambda Standard | Standard 1.000.0
3 Lambda Standard | Standard 1.000.0
3 Lambda Standard | Standard 500.0

Lambda Standard | Standard 500.0 =
P r—— R
I Rator-Gene Q Series Software 4.7 [Build 1] WIRTUAL MODE | Current User: CORBETT /linsongy (Administrators)

Preparar uma execugdo

Para efetuar uma andlise da concentragdo, primeiro prepare os padrées e amostras de

fluorescéncia, idealmente em triplicado.
Preparagdo dos padrées
E utilizada uma curva-padréo para determinar a concentracéo de ADN de cada amostra medida.

O ADN utilizado para a curva-padrdo deve ser um tipo de ADN semelhante, como nas amostras
a ser medidas. A concentracdo de pelo menos uma amostra de ADN deve ser determinada
utilizando espetrofotometria ultravioleta e esta amostra deve ser utilizada como o padrdo. Deve
ser utilizado um minimo de 3 padrées (com réplicas). Mais importante, os padrées de ADN
utilizados na detegdo de fluorescéncia sdo lineares apenas dentro do intervalo de 1-100 ng/pl.
Dentro deste intervalo, se a concentragdo de ADN for reduzida para metade, o mesmo acontece
com a leitura de fluorescéncia. Os intervalos de confianga para qualquer concentragdo fora deste

infervalo sdo muito amplos devido & ndo linearidade do quimico.
Tipo de ADN medido

Foram observadas diferencas na medicdo de vérias formas de ADN (por exemplo, ADN genémico
comparado ao ADN plasmidico). Desta forma, apenas os tipos semelhantes de ADN devem ser
medidos em conjunto e a utilizacdo de ADN plasmidico como um padrdo deve ser evitado ao

medir ADN genémico.
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Configuragdo da execugdo

Para configurar a execucdo, selecione Nucleic Acid Concentration Measurement (Medicdo da

concentracdo de écidos nucleicos) no assistente Quick Start (Instalagdo rapidal).

x

Guick Start I Advanced |

s A default template for
s Perform Last Run measuring the

s concentration of

'% Three Step with Melt nudeic add using

intercalating dyes.

U..
2 Two Step

L 1]
 Quenched FRET

Measurement

L,J HRM ™

T"xl__xf

iJ_J Open A Template In Another Folder...

Other Runs

Cahcel

I

Help

¥ Show This Screen When Software Opens

Nota: Certifique-se de que o controlo positivo, como o padrdo de concentragdo elevada, é
executado na posicdo do tubo 1. Sem um controlo positivo, o software ndo ird conseguir otimizar
as definicdes de ganho para sensibilidade maxima. Isto serd solicitado antes de cada execugdo.

Andlise

A andlise da concentracdo funciona relacionando o nivel de fluorescéncia a um valor de
concentragdo. Estdo disponiveis dois modelos de andlise. A andlise ideal a escolher depende do

quimico e da aplicacdo.

"Linear Regression" (Regressdo linear) analisa dados assumindo uma relagdo linear e estimando
valores desconhecidos com base num modelo linear gerado. Determina erros de medicdo
examinando o desvio das leituras de um modelo linear. Se as leituras de concentracdo forem
lineares, esta é a andlise mais adequada pois fornece uma andlise estatistica de variacdo

(ANOVA) ao utilizador.
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"Spline Curve Fit" (Ajuste da curva polinomial) assume apenas que os valores de concentragdo
aumentam com a fluorescéncia. Embora esta abordagem torne as estimativas de dados ndo
lineares mais exatas, ndo consegue fornecer ANOVA, uma vez que ndo assume um modelo linear.

6.6.11 Andlise de fusdo de alta resolucdo
A andlise de fusdo de alta resolugdo (High Resolution Melt, HRM) caracteriza as amostras com

ise de HRM ¢

utilizada em aplicagdes de genotipagem, como a andlise de mutagdes de genes ou polimorfismos

base no comprimento da sequéncia, conteddo de GC e complementaridade. A and

de nucledtido Gnico (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) e em aplicacdes epigenéticas para
andlise do estado de metilacdo do ADN. A andlise de HRM fornece resultados exatos e poupangas

nos custos de etiquetas e da sonda, comparativamente a outros métodos.

Para efetuar a andlise, selecione Other (Outro) e, em seguida, High Resolution Melt Analysis
(Andlise de fusdo de alta resolugdo) na janela Analysis (Andlise). Clique duas vezes no canal para
analisar. As curvas de fusdo do canal ndo processado sdo normalizadas calculando a média de
todos os valores de fluorescéncia iniciais e finais e, em seguida, forcando os pontos finais de cada
amostra a serem iguais & média.

B R otor-Gene  Series Software YIRTUAL MODE - high resolution melt dema =1of x|

File Analysis Run Gan Yiew Window Help

7 ) A3 2 - g o
EH PR @ W & O ¥ § % 4 . :
Mew Open Save | Start Pause Stop | Help Settings Progress Profle  Temp. Samples Analysis Reports Arrange

Channels  melk A.FarRed . Mel Alfrom 82).FarRed ‘

B4 HRM Normalised Graph - Melt A{from 82).FarRed (Page L _|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 Bank On Bank Off
deg. Named On | Al On | al0f
Edit Samples...
B HRM Results - Melt A(from 62).FarRed {Page 1)

J 825
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

A determinagdo automdtica das amostras é alcancada, clicando em Genotypes (Genétipos).
Introduza o nome do genétipo, seguido do nimero da amostra, que é utilizada como um controlo

positivo para determinar amostras desconhecidas automaticamente.
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_lolx
Genatype Canitrol ﬂ

mutation
wild type

heterozygate

LClear |

138
2m
1597

Ok | Cancel I

Para obter mais informagdes sobre a andlise de HRM, consulte a seccdo 10.

6.7 Menu de execucdo

6.7.1 Iniciar execucdo

Esta opgdo inicia o perfil de temperatura especificado com as definicées de ganho atuais. Antes
do inicio da execucdo, é apresentada a janela Profile Run Confirmation (Confirmacdo da execugdo

do perfil). E apresentada uma representacéo grdfica do perfil de temperatura juntamente com as

definigdes de ganho para cada canal.

6.7.2 Colocar a execugdo em pausa

Esta op¢do permite que uma execugdo seja colocada em pausa e refomada. Colocar em pausa e
retomar pode afetar seriamente os resultados de uma execugdo. Por este motivo, um marcador nos
dados ird indicar que a execugdo foi colocada em pausa e a duragdo da mesma. E também

infroduzida uma mensagem no separador das mensagens na janela Run Seftings (Definicdes de

execucdo) (consulte a seccdo 6.8.1).

1l Pause Bun ]

f'ou can pauze the run on thiz screen. & PR
marker will be recorded in the channel

data to show the duration of the pause. B ESUTE |
Help |
Cloze |

AVISO

A

Superficie quente

Quando uma execucdo estiver em pausa, o Rotor-Gene Q MDx néo ird
arrefecer completamente até & temperatura ambiente. Tenha cuidado antes de
manusear o rotor ou quaisquer tubos do instrumento.
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6.7.3 Parar a execucdo

Se for selecionada esta opgdo, serd apresentado um pedido para confirmar que a execugdo deve

ser parada.
6.8  Menu de visualizacdo
6.8.1 Definicdes de execucdo

Geral

Esta janela permite a configuracdo de informacées de execugdo, nome do ficheiro de execucdo,

dados da andlise, operador e quaisquer notas relacionadas.

A janela contém todas as informagdes necessdrias para configurar uma execugdo, & excegdo do
perfil. Apés uma execugdo estar concluida, sGo apresentadas as seguintes informagdes na janela:

ciclador utilizado, defini¢des do ganho, nimero de canais e hora de inicio e fim.

General | Machine Options I Messages I Channels | Tube Laywout I Security I

Filename : P:\DepartmentzhQCAE perimentallata-F G 3K ARG ED004R 12062 74D ark.
Operator : ||—

Motes : ;I
Reaction Yolume : Ifj il I'l;]htlﬁ Bret[‘ebr:to the total volurme: of the mixture -
Other Fun Channels saved for this nar: d

Infarmation : Cycling A Green
Cycling B vellaw
Cycling C.0range
Cycling D .Red
Created with template
'C:ADocuments and Settingstlabpe. CORBET TADesktophT empR GEDOD
Fiun has finizhed.
Started at 16/12/2005 9:38:58 AM
Finished at 16/ 2/2005 35340 Ab
Offzet Coefficient : O
Frogram Yersion ; Fotor-Gene 6000 Series Software 1.7 [Build 3)
M achine Serial Mo: 000627 —

(].4 Cancel | Aoply |

Opgodes do instrumento

Este separador apresenta defini¢des para a configuracdo do Rotor-Gene Q MDx.

Manual do utilizador CE do Rotor-Gene Q MDx  02/2022

123



Runsettings El

—Rotor Type
36-well Rokar

Rator-Disc 72
Rataor-Disc 100

¥ Locking Ring Attached

(].4 | Cancel | Apply |

O rotor deve ser definido para o atualmente instalado no Rotor-Gene Q MDx. Ao abrir uma

execucdo existente, esta definicdo ird refletir o rotor instalado no ciclador naquele momento.
Mensagens

Este separador apresenta mensagens que indicam se o utilizador fez alteragdes, como colocar o
ciclador em pausa ou ignorar ciclos durante uma execugdo. Também apresenta avisos recebidos

durante a execucdo. E necessdrio verificar este separador se os resultados ndo forem os esperados.
Canais

Se configurar uma nova execuc¢do, o separador dos canais apresenta a configuracdo atual dos
canais disponiveis. Se visualizar uma execugdo existente, as informagdes apresentadas
representam a configuracdo dos canais quando é efetuada a execucdo. Se uma execugdo
corromper as definigdes do canal, os canais predefinidos podem ser restaurados clicando em Reset

Defaults (Repor predefinicdes).
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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 (Nome):
Source (Origem):

Detector (Detetor):

Gain (Ganho):

Create New... (Criar novo...):

Channels (Canais):

Configuragéo dos tubos

Nome do canal.
Especifica o comprimento de onda da excitagdo do LED de origem.

Especifica o comprimento de onda da detecdo e o tipo de filiro (nm=passa-
banda, hp=passa-alto).

Especifica o ganho para o canal especifico.

Esta funcionalidade permite a criagdo de novos canais. Clicar em Create
New... (Criar novo...) abre uma janela que solicita um novo nome, origem e
filtro de detegdo. Os filtros podem ser escolhidos utilizando o menu pendente
junto de cada janela.

Os canais verde, amarelo, laranja e vermelho séo configuragdes padréo para
a detegdo multiplex de 4 canais.

Se tilizar um 72-Well Rotor, as amostras podem ser organizadas de modo a ter uma

correspondéncia préxima & etiquetagem num bloco de 9 x 8. Por predefinicdo, o separador de

configuragdo dos tubos possibilita que as amostras sejam etiquetadas sequencialmente (ou seja, 1,

2, 3...). Isto significa que as amostras sdo etiquetadas consecutivamente pela ordem em que sdo

colocadas no Rotor-Gene Q MDx. Em alternativa, as amostras podem ser etiquetadas como 1A, 1B,

1C efc. Esta opcdo pode ser dtil se as amostras tiverem sido preparadas com uma pipeta multicanal.
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Seguranca

O separador de seguranga apresenta informacdes sobre a assinatura da execugdo. A assinatura
da execugdo consiste numa chave irreversivel que é gerada novamente de cada vez que o ficheiro
é alterado. Se qualquer seccdo do ficheiro *.rex for modificado fora do software, a assinatura e
o ficheiro deixardo de corresponder. Verificar a assinatura possibilita a confirmagdo de que os
dados ndo processados néo foram modificados fora da aplicagdo, o perfil ndo foi adulterado e o
gréfico de temperatura é vdlido. A assinatura também protege contra a corrupgdo, como erros no

sistema de ficheiros.

Nota: Se forem enviados ficheiros *.rex por e-mail, o processo de encriptagdo pode invalidar a

assinatura. Para evitar esta situagdo, comprima o ficheiro em zip antes de o enviar por e-mail.

e —— A

Genelall M achine Options I Messages I Chariels | Tube Laywout

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

Selecione Temperature Graph (Gréfico de temperatura) no menu View (Visualizar) ou clique no
botdo Temp. para abrir a janela Temperature (Temperatura). O gréfico apresenta a evolugdo das
temperaturas definidas durante a ciclagem. Nao reflete uma medicdo da temperatura em tempo
real. A medida que a execucdo prossegue, o tempo Set (Definido), Actual (Real) e Hold (Em espera)
é apresentado para cada passo do programa. Para um ficheiro de execugdo existente, a janela
Temperature (Temperatura) apresenta o histérico de temperatura durante a execugdo. A escala
vertical representa a temperatura e a escala horizontal representa o tempo. Utilize a barra de

deslocamento para navegar para a frente e para trés na janela Temperature (Temperatura).
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6.8.3  Progresso do perfil

Selecione Profile Progress (Progresso do perfil) no menu View (Visualizar) ou clique no botdo
Progress (Progresso) para abrir a janela Profile Progress (Progresso do perfil). Esta janela apresenta
uma representagdo gréfica do perfil térmico associado & execugdo. Ao realizar uma execugdo, a
parte sombreada da janela indica o ndmero de ciclos concluidos. Existe também uma estimativa

de quantos minutos ird demorar a concluir a execugdo.

71 minte(s] remaining.

Skip | Add5Cycles | Cumerly unning : Cycling @ Repest 1

Skip (Ignorar): Skip (Ignorar) permite ignorar qualquer passo do perfil.

Add 5 Cycles (Adicionar 5 ciclos):  Add 5 Cycles (Adicionar 5 ciclos) adiciona 5 repeticdes ao passo de
ciclagem atual.
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6.8.4 Editar amostras

memsompes ~loix]
Flle Edit Format Security
Standard | Rator Stle |
Settings :
lrﬁwen Cone. Format |‘|23,45? -0 choty tore Optiohs |
—Samples :
W | it | Fse Default| Gradient | BRI
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

Clique no botdo Samples (Amostras) para abrir a janela Edit Samples (Editar amostras). A janela
Edit Samples (Editar amostras) também pode ser acedida clicando com o botdo direito do rato
sobre a lista de amostras no lado direito do ecra. Esta janela tem funcionalidades idénticas a
janela Edit Samples (Editar amostras) nos assistentes, com excecdo de que as funcionalidades da

barra de ferramentas também estdo disponiveis nos menus File (Ficheiro) e Edit (Editar).

S&o apresentados quatro menus na parte superior da janela: File (Ficheiro), Edit (Editar), Format
(Formato) e Security (Seguranga). O menu File (Ficheiro) é utilizado para criar uma nova janela
(em branco) Edit Samples (Editar amostras), para abrir um modelo de amostras existente ou para
guardar nomes de amostras como um modelo para utilizagéo futura. A extensdo destes ficheiros
de modelos é *.smp. O menu Edit (Editar) permite que as linhas sejam copiadas e coladas. O

menu Security (Seguranga) permite que as definicdes da amostra sejam bloqueadas.

Nota: Se os nomes das amostras forem introduzidos muito rdpido durante a execugdo (por
exemplo, utilizando um leitor de cédigo de barras), tal pode dar origem a letras transpostas nos
nomes das amostras. Por isso, é recomendado que evite utilizar um leitor de cédigo de barras e,

se aplicével, intfroduza os nomes das amostras apés a execugdo ter terminado.

? i Este menu pendente é utilizado para escolher um formato adequado para a
SEHIHQS = apresentagdo da concentracdo. As concentragdes sdo automaticamente

. formatadas de acordo com a localizacdo selecionada atualmente.
Given Conc. Format ; i

Este menu pendente determina as unidades de medida para o ensaio.

Samples :

I_j Edit | HesetDefauItI Eradientl
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Botéo Importancia

Estilo da linha: O estilo da linha pode ser modificado para melhorar a legibilidade dos
grdficos em impressoras a preto e branco. Certas linhas podem ser salientadas
ao modificar o seu estilo. Para aceder a esta funcionalidade, clique no botdo
com uma seta virada para a direita ao lado do botdo Edit (Editar).

Edi Premir "Edit" (Editar) abre o selefor de cores. Podem ser selecionadas vérias
Ik linhas ao atribuir uma cor aos tubos.

Clique em "Reset Default" (Repor predefinicdes) para repor as cores de todas
Reset Default as células selecionadas nos valores de cores predefinidos.
. "Gradient" (Gradiente) permite que seja escolhido um gradiente desde a
Gradiznt primeira & Gltima cor selecionada. Podem ser definidos varios gradientes numa
configuragdo de amostra.

IREEIEIEEEE]

O icone New (Novo) limpa a janela Edit Samples (Editar amostras) como
preparacdo para a infrodugdo de dados.

) L|_L

O icone Open (Abrir) abre uma caixa de didlogo na qual pode ser
selecionado um ficheiro Rotor-Gene Q MDx para importagdo.

Nota: O nimero de amostras na janela aberfa e o ficheiro a ser importado
devem corresponder.

-
i

O icone Save (Guardar) abre uma caixa de didlogo na qual podem ser
infroduzidos o nome e a pasta na qual serdo guardadas as definicdes atuais
da amostra.

O icone Copy (Copiar) copia as células selecionadas.

O icone Paste (Colar) cola as células selecionadas com o comando de copiar
na posicdo selecionada na grelha.

O icone Excel abre uma caixa de didlogo que solicita o nome do ficheiro e
uma pasta para guardar as informacdes da amostra. Apés premir Save
(Guardar), o ficheiro Excel abre automaticamente.

O icone Append/Overwrite (Acrescentar/Substituir) altera a edicdo das
células na janela Edit Samples (Editar amostras). Se optar por substituir, os
dados existentes s&o substituidos ao editar. Se optar por acrescentar, os
novos dados sdo adicionados ao final dos dados existentes ao editar.

= E [E] B [T

Sample Types (Tipos de As amostras podem ser definidas como um de vérios tipos, listados na tabela
amostra): seguinte.
Tipo de amostra Descri¢do
None (Nenhum) Nenhuma amostra naquela posicéo
NTC Controlo sem modelo
Negative Control (Controlo negativo) Controlo negativo
Positive Control (Controlo positivo) Controlo positivo
Unknown (Desconhecido) Amostra desconhecida a ser analisada
Standard (Padrdo) Os valores-padrdo s&o utilizados para construir uma curva-padrdo para
calcular concentragdes de amostras desconhecidas
Calibrator (RQ) (Calibrador [RQ]) E atribuido um valor de 1 ao calibrador e todas as outras
concentracdes das amostras sdo calculadas em relacdo a esta amostra
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Page (Pdgina): Esta funcionalidade permite que o utilizador tenha diferentes definicdes de amostras,
assim como experiéncias separadas, na mesma execu¢do. Isto é til para a andlise de
diferentes produtos em diferentes canais. Utilize os botdes de seta para alternar entre
as péginas de amostras. Utilize os botdes New (Novo) e Delete (Eliminar) para criar e
eliminar paginas. E possivel ter varias definicdes de amostras para o mesmo canal,
para executar vdrias curvas-padrdo sem efetuar multiplexagdo. Basta que defina as
amostras de interesse e as suas curvas-padrdo relacionadas em pdaginas diferentes. O
canal Unico pode, posteriormente, ser analisado com cada conjunto de definicdes de
forma independente. As pdginas de amostras podem ser etiquetadas como Page 1
(Pégina 1), Page 2 (Pdgina 2) etc. ou podem ser designadas com qualquer nome
(por exemplo, "Housekeeper" [Constitutiva]). Este nome iré aparecer nos relatérios.

Ao visudlizar os dados néo processados, é possivel selecionar as defini¢des da
amostra utilizadas para apresentar os dados através do menu pendente ao lado do
botdo Options (Opgdes):

"0 5 20

A pégina de amostras a utilizar quando efetuar uma andlise pode ser selecionada na
janela Analysis (Andlise) (consulte a seccdo 6.6.1).

Analysis k|
25tdCurves [Rel] | Other. |

Gluartitation | el

Cucling &, Fakd

J Page 1

Show | Hide |
™ Auto-shrink window

Given Conc. (Conc. Mostra a concentragdo para cada um dos padrdes. As unidades podem ser definidas

indicadal): como um nimero decimal ou logaritmico. Se os padrdes forem uma série de diluiges,
apenas é necessdrio introduzir os primeiros 2 padrdes. Ao premir ENTER, o programa
adiciona automaticamente a préxima diluicdo l6gica na série.

Estilo da linha: O estilo da linha pode ser modificado para melhorar a legibilidade dos gréficos em
impressoras a preto e branco. Certas linhas podem ser salientadas ao modificar o seu
estilo. Para aceder a esta funcionalidade, clique no botdo com uma seta virada para
a direita ao lado do botdo Edit (Editar).

-j Edit | HesetDefauItI Gradientl

A barra de ferramentas iré apresentar o estilo predefinido Solid (Sélido). Tal pode ser
alterado para Dashed (Tracejado), Dotted (Pontilhado), Hairline (Linha muito fina), Thin
(Linha fina) ou Thick (Linha grossa). Quando estiver concluido, clique no botdo com
uma seta virada para a esquerda para voltar a visualizar Edit (Editar), Reset Default
(Repor predefinicdo) e Gradient (Gradiente).
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Introducdo de vérias
linhas:

Tecla de atalho para o
tipo de amostra:

Guarde e reutilize:

Estilo do rotor

Este separador na janela Edit Samples (Editar amostras) fornece uma forma alternativa de introduzir
os nomes das amostras. Selecione as réplicas clicando e arrastando o ponteiro do rato sobre a
imagem do rofor. A lista no lado direito da janela ird atualizar. O nome da amostra pode ser

infroduzido e isto ird deferminar o mesmo nome para a selecdo atual. O software reconhece estes

Se for necessdrio introduzir a mesma informagdo em vdrias linhas ao mesmo tempo,
selecione todas as linhas e comece a escrever. A informacdo serd introduzida em

cada linha. Isto também funciona para selecionar tipos de amostra, escolher cores ou
introduzir concentracdes.

Para selecionar rapidamente um tipo de amostra, infroduza a primeira letra do seu
nome. Por exemplo, para definir 5 amostras para como controlos sem modelo,
selecione-as na coluna do tipo de amostra e, em seguida, prima N para NTC. Todas
as amostras serdo convertidas em NTC.

E possivel guardar uma descrigdo completa da amostra como um ficheiro de amostras
(*.smp) e carregé-la para execugdes futuras com a mesma configuracdo da amostra.

pogos como sendo réplicas.

W Edit Samples i =Dl x|
Fle Edk Format Security
Standard Flotos Stie |
Laes Tt  Fangle 1]
. e D [ o T Toe ]
L ﬂ. . 1 samplel  Standad
- * e 2
7 - -
. -
- 7 Srple 3
" 9 sample 3
* 10 e
43 13
" 17
4
"33 - . om B
¥ LabelWels As1,2.3,
Page :
o o | e [ D] T Synctrize pages
Undo | 0K | cencd | He |

O separador Rotor Style (Estilo do rotor) fornece uma verséo reduzida do separador Standard
(Padrdo) e foi concebido para os utilizadores que pretendem configurar nomes e cores de amostras
rapidamente. N&o é possivel determinar algumas definices neste separador, como por exemplo

se a amostra representa um padrdo ou a concentragdo conhecida em cada padrdo. Se for

necessdrio determinar as definicdes, deve ser utilizado o separador padréo.
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Adequabilidade da pagina de amostras

Para aceder & janela Sample Page Suitability (Adequabilidade da pégina de amostras), clique em
More Options (Mais opgdes) na janela Edit Samples (Editar amostras) e, em seguida, clique em Define
Suitabilities (Definir adequabilidades). A janela Sample Page Suitability (Adequabilidade da pégina
de amostras) permite aos utilizadores estabelecer correspondéncia entre as pdginas de amostras aos
canais. Por exemplo, a pdgina de amostras para o gene de interesse pode ser aplicdvel ao canal
verde e a pdgina de amostras para o gene constitutivo pode ser aplicavel ao canal amarelo. Neste
exemplo, configurar a adequabilidade da pdgina de amostras diminui o nimero de opgdes de

andlise disponiveis para incluir apenas as que sdo relevantes para o ensaio especifico.

A janela Sample Page Suitability (Adequabilidade da pégina de amostras) é apresentada abaixo.

#. Sample Page Suitability x|

Sample Page Suitabilitiez enable you to hide sample pages
when they are not relevant in the current contert. For example,
b defining a Sample Page to apply anly to the Yellow channel,
wau will not be prompted ta zelect it during an analyziz of a
Green channel. Thiz feature iz of particular uze for users of
multiplered azzays,

Page: |Page 1 |

— Suitabilitiez for Selected Page :

= Always dizplay this sample page.

&~ Only dizplay this zample page when analyzing
data acquired on the following channels :

O Green -
O vellow

E Orange Save & Cloze |
HEd -
- —I Help |

Nota: Ao configurar um ensaio, crie todas as pdginas de amostras e adequabilidades da pdagina
de amostras e, em seguida, guarde-as como um modelo. Isto diminui a quantidade de configuragdo

necessdria para cada execucdo.
Grupos
Os grupos de amostras possibilitam o cdlculo de estatisticas para uma colheita de amostras arbitrdria.

Ao contrdrio das réplicas, que devem ter nomes idénticos, as amostras podem ter qualquer nome,

podem ser colocadas em qualquer zona do rotor e podem pertencer a vérios grupos.
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1. Para definir um grupo, introduza o nome completo do grupo junto a uma amostra e, em
seguida, prima ENTER.

ol
File Edit Format Security
Standard | Rotor Stye |
— Settings :
Given Conc. Format : I j Unit : IEDpies j More Options |
— Samples :
ITreated
C|ID [Name | Tupe |Groups | Given Cone. |Selected | o]
&1 Tissue Unknawn es
&2 Tissue Unknawn I es
43 | Tissue Unknawn I es
a4 Tissue Unknawn ] es
- &5 Lung Unknown _ Yes
B L Unknawn ] es
B Lo Unknawn ] es
- &8 Lung Unknown _ Yes
B1 Mone Mo
B2 Mone Mo
B3 Maone Mo
B4 Mone Mo
BS Mone Mo LI
Page :
’7Name: IF'age‘I < | > | Mew | Delelel [~ Synchronize pages ‘
Undo | OK | Cancel Help |

2. E apresentada a janela Edit Group (Editar grupo).

# Edit Group x|

Group Properties ;

Code: ITFEE.-’-‘-.T| ok |

M arne: IT reated LCancel

Help |

3. Defina uma abreviatura adequada e, em seguida, clique em OK. A abreviatura agora pode
ser utilizada para configurar grupos. Os resultados agregados, como o valor médio e intervalos

de confianca de 95%, sdo automaticamente calculados para grupos em qualquer andlise.

il Quant. Results - Cycling A.Green (Page 1) =] 9]
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 Opgdes de apresentacdo

O menu Display Options (Opg¢des de apresentagdo) é mostrado abaixo.
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Yigw Window  Help
Fuun Settings i = 6 ] m rjﬂ

Temperature Graph 1o Sektings Frooress  Profile Temp,  Samples
Profile Editor
Brofile Progress
Samples. ..

zain Calibration. ..

Display Options k| v Show at Most 2 analysis Windows
v Show at Most 6 Windows
Reset all "Don't Show This Message Again” Dialogs

Show at Most 2 Analysis Se esta opcdo estiver marcada, sdo apresentadas no méximo 2 janelas de
Windows (Mostrar no méximo andlise ao mesmo tempo. Se estiverem abertas vérias janelas, a legibilidade
2 janelas de andlise): pode ser afetada. Marcar esta opgdo fecha a primeira janela de andlise e

substitui-a pela dltima janela aberta. Se a opgdo ndo estiver marcada,
podem ser apresentadas mais de 2 janelas de andlise.

Show at Most 6 Windows Para melhorar a legibilidade, o software remove as janelas ndo utilizadas

(Mostrar no méximo 6 janelas):  quando sdo abertas novas janelas. Esta opgéo estd ativa por predefinigdo,
pois mantém o ecrd do software Rotor-Gene Q limpo. Se for necessédrio
visualizar mais do que 6 janelas de uma vez, desmarque esta opgdo.

Reset All “Don't Show This Se esta opgédo for selecionada, o software ird apresentar novamente todas as
Message Again” Dialogs (Repor  caixas de didlogo Do not display this message again (Ndo mostrar esta

todas as caixas de didlogo mensagem novamente) nas quais foi colocada uma marca na caixa de

"N&o mostrar esta mensagem verificacdo. Isto inclui mensagens sobre definicdes suspeitas que
novamente"): anteriormente possam ter sido configuradas para ndo serem apresentadas

novamente. Isto pode ser Otil para um novo utilizador que n&o estéd
familiarizado com o Rotor-Gene Q MDx ou com o software Rotor-Gene Q.

6.9 Protecdo de acesso ao software Rotor-Gene Q

Nota: Este capitulo descreve a protecdo ao acesso para o software Rotor-Gene Q. Consulte o
Manual do utilizador do Rotor-Gene AssayManager v1.0 Core Application ou o Manual do
utilizador do Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application para obter mais informacdes sobre

o software Rotor-Gene AssayManager.

O software Rotor-Gene Q inclui funcionalidades que permitem que este seja utilizado de forma

segura. Quando é configurado corretamente, o software Rotor-Gene Q pode assegurar o seguinte:

e O acesso ao Rotor-Gene Q MDx ou ao software de andlise é restrito a grupos de utilizadores
e As modificagdes a ficheiros de execugdo sdo registadas

® As modificacdes ndo autorizadas sdo detetadas (assinaturas)

e Os modelos utilizados para efetuar execugdes sao registados

e Os nomes das amostras estdo protegidos
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Integragdo com a seguranca do Windows

Para proporcionar um forte nivel de responsabilidade, o software Rotor-Gene Q ndo gere a
seguranga infernamente. As contas, grupos e palavras-passe sdo todos geridos utilizando o modelo
de seguranca integrado do Windows (seguranca do Windows). A integraco permite que a
mesma palavra-passe que fornece acesso aos ficheiros e programas da rede controle o acesso ao
software Rotor-Gene Q, resultando numa menor administragdo. Em organizacdes com grandes
dimensdes, por exemplo, os administradores da rede podem facilmente remover o acesso a antigos

utilizadores devido a um modelo de seguranca centralizado.

Por este motivo, configurar o software Rotor-Gene Q com seguranca, primeiramente envolve a

configuragdo dos direitos de acesso do Windows, de acordo com as melhores prdticas.
Pré-requisitos

Para utilizar a seguranca, deve utilizar o Windows 10 ou o Windows 7 Professional Edition. As
funcionalidades de seguranca ndo podem ser utilizadas com o Windows 10 ou Windows 7 Home
Edition, pois as Home Editions ndo possuem o modelo de acesso detalhado utilizado pelo software.
O software deve ser instalado com a opcdo Force authentication through Windows domain (Forgar

autenticacdo através do dominio do Windows).

Nota: O menu Security (Seguranga) ndo ird aparecer se estiver com sessdo iniciada num dominio
Linux Samba. Deve ter um inicio de sessd@o local ou um servidor Windows para utilizar as

funcionalidades de seguranca.
6.9.1 Configuracdo do Windows 7

Esta sec¢Go descreve como configurar o sistema para executar o software Rotor-Gene Q em

seguranca.

Para utilizar as funcionalidades de seguranca, o software deve ser instalado com a opgéo Force
authentication through Windows domain (Forgar autenticagdo através do dominio do Windows).
Tal consulta o dominio do Windows sobre o seu nivel de acesso e credenciais e é essencial para

fornecer as funcionalidades de seguranca e responsabilidade.
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Executar como administrador

Muitos utilizadores utilizam os seus computadores como administrador, sem palavra-passe. Embora isto
seja conveniente, forna impossivel determinar quem estd a utilizar o computador. Isto elimina a
responsabilidade e impede a ativagdo de muitas das medidas de seguranga do software Rotor-Gene Q.
Ao realizar execucoes como administrador, todas as funcionalidades do software sdo ativadas. Por
conseguinte, a execucdo como administrador assegura que fodos os utilizadores que ndo necessitam

de funcionalidades de seguranga podem aceder a todas as funcionalidades do software.

Criar uma nova conta de utilizador

Crie contas de utilizador para cada utilizador do software. Para cada utilizador, repita os passos

abaixo até que todas as contas tenham sido criadas.

1. Para criar um novo utilizador, selecione Start/Control Panel/Administrative Tools/Computer

Management  (Iniciar/Painel  de

esquerdo.

2. Na janela apresentada, selecione a pasta Users (Utilizadores). Clique com o botdo direito do

controlo/Ferramentas

administrativas/Gestdo
computadores) e navegue até Local Users and Groups (Utilizadores e grupos locais) no lado

rato na janela do lado direito e selecione New User (Novo utilizador).

e Acion Vew Hep

N EIEE ]

& Computer jame [[Full Name.

[ pescription

[Actions

B [k System Tools #, Administrator
(@ Task scheduier P cuest
[&] Event viewer #RGQ_Analyst  RGQ_Analyst
] shered Foiders AIRGQ_Operator  RGQ_Operator
1 B Local Users and Groups. " n
| Users
7 Groups
(® Performance
) Device Manager
B €2 Storage
29 Disk Management
2, Services and Appications

& Testuser admin

Buit=n account for admiristering the.
Buitn account for guest access to t.

e —

More Actons 3

3. Introduza um nome de utilizador e uma palavra-passe. Por predefinicdo, o utilizador serd
criado com privilégios de acesso normais. Isto significa que este utilizador pode executar o

software, mas ndo pode instalar novos programas ou alterar definicées do sistema.
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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

4. Clique em Create (Criar). Pode agora iniciar sessdo como este utilizador.
Atribuir funcdes a cada utilizador
Pode agora atribuir fungdes a cada utilizador. O acesso ¢ dividido nas seguintes dreas:

® Rotor-Gene Q Operator (Operador do Rotor-Gene Q) — pode efetuar execugdes, mas ndo

pode gerar relatérios nem efetuar andlises

® Rotor-Gene Q Analyst (Analista do Rotor-Gene Q) — pode analisar dados de execugdo e gerar

relatérios, mas ndo pode efetuar novas execucdes

® Rotor-Gene Q Operator and Analyst (Operador e andlista do Rotor-Gene Q) — tem as

capacidades de ambas as funcées

e Administrator (Administrador) — pode desbloquear nomes de amostras e efetuar todas as

operagdes do analista e operador
® None (Nenhum) — o acesso ao software é recusado

Para atribuir fungdes:
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1.

ﬁa Run Rotor-Gene As Other User

Domain ; |HILZIMMERE-L2
Usemame ; |Iinsnng_|,| Cancel
Pazsword : ]

it

L

Inicie sessdo no Windows como administrador ou utilize o icone Rotor-Gene Q Software Login

(Inicio de sess@o no software Rotor-Gene Q) para abrir o software e iniciar sesséo.

administrador) no menu de contexto.

sistema que irdo controlar o acesso ao software.

-
Rotor-Gene Q Series Software

Nota: Para criar os grupos do RG com o software Rotor-Gene Q é necessdrio executar o
software com direitos de administrador. Tal pode ser concretizado ao clicar com o botdo direito

do rato no icone do ambiente de trabalho e selecionar Run as administrator (Executar como

Quando o software estiver aberto, clique no menu Security (Seguranca). Na primeira vez que

aceder ao menu Security (Seguranga), o software Rotor-Gene Q configura vérios grupos do

453 RG Groups do not exist on the domain. Would you like them to be
V' created?

Yes | No

.

A

atribuidos ao utilizador.

3. Clique em Yes (Sim). A janela User Admin (Administracdo de utilizadores) é apresentada. No
painel superior, sGo apresentados todos os utilizadores do computador. Algumas contas sdo

utilizadas pelo sistema e, como tal, serdo desconhecidas. O painel inferior mostra os grupos
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Current Usger: Zimmerd

— Users :

7 deHIL FiabertHomi & RDEHILGaih
¥ RDEHIL25W T eamPoom % RDEHILGem
¥ RDEHILISWT eamPioam 7 RDEHILHamt
) RDEHILCrawleyRaom ) RDEHILlacq
% RDEHILED15Room ¥ RDEHIL)acq
] RDEHILFrancoisIRoom ] RDEHILIohn

3

—Groups

Domain Groups : Selected Uzer's Groups :

Adrministrators
B4 AG Analyst » |
R4 ARG Operator
< |

LCloze I

4. Para atribuir um grupo a um utilizador, selecione o nome do utilizador a partir da lista. O

painel inferior serd atualizado. Se o utilizador ndo tiver grupos, ndo pode iniciar o software.

5. No exemplo abaixo, atribuimos o utilizador linsongy ao grupo analista do RG, selecionando o

grupo no lado esquerdo e, em seguida, clicando no botdo >. Os grupos podem ser removidos
selecionando-os e, em seguida, clicando no botdo <.

Current User: Zimmer
—zers
fktemplats ) _deHIL FobertHorit o _RDEHILGAth
| _RDE-STOBE ) RDEHILZSWTeamFoom M8 RDEHILGem
™) RDE-STOBG ] RDEHIL3SWTeamRoom M8 RDEHILHomt
| ™ _RDE-STOGK ] RDEHILCrawleyRoom ] RDEHILlacy
¥ RDE-STOKR ) RDEHILED1SRaam ¥ RDEHILlaca
I8 _RDE-STOKT 9 RDEHILFrancois) Room % RDEHILIohr
4 E| I

—Groups :

Domain Groups Selected Uszer's Groups :

Adminizstrators
B RG Analyst » |
R4 ARG Operator
< |

LCloze I

Inicie sessGo como este utilizador. Enquanto analista do RG, o menu Run (Executar) e o botdo
Profile (Perfil) ndo estdo disponiveis. Contudo, os ficheiros existentes podem ser abertos e

analisados, conforme mostrado na captura de ecrd abaixo. A barra de estado indica que o
utilizador linsongy é um analista do RG.
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e s VATUAL OO Y i iy — N
Fie i Gan iw Wodew by

€Hle - @ @ B % b B B pre
Open Save | Help. Settings Profie Temp. Samples Analysiz Reports Amange =
Channels 7 Cycling AFAM/SYBR 7 Cycling AJOE 7 Met ACHL 47 MekACH2

1 MeltCurve Analysis - Melt ACHI (Page 1)
= =] -
Reports..  Resuts | Genatypes.

CEEREEEEEEEEEEEE

Adstsale  Auo-Sale

53 Mt Curve Rsuls - Mkt ACHI Bage 1)
I [Gerohpe]Pos1 _[Peakz [pookd [Peskd [pess
75

L Current User: HIL-ZIMMERB-L2/linsongy (RG Analyst)

ViRTUAL MODE

7. Ao iniciar sessdo novamente como administrador, os direitos do operador do RG podem ser
atribuidos a linsongy e os direitos de analista do RG podem ser novamente removidos. Em
seguida, o software deve ser iniciado novamente. Desta vez, o menu Analysis (Andlise) e o
botdo Reports (Relatérios) estdo em falta e o menu Run (Execucdo) estd ativo. A barra de estado

indica que o utilizador linsongy pertence ao grupo de operador do RG.

T Rotor Gene Qe SoRar VTUALWOGE eV ition with 5 B =]
File Run Gain View Window Help ‘
ZeH Pl o @ @ ¥ B & B .
New Open S | <o Setings Progress Pt _Temp. Sampes Arange it
i Temperatue =]
w
o
om o we wm om
LIl i
C e T =
@ Profie Progress ===
Th s corpted

Current User: HIL-ZIMMERB-L2/linsongy (RG Operator) ‘

“H“H IJUIJUULIULIULIULIULIUI.IULIUIJUI.IUUUUUUUULIULIU\

Rt Gere @ Srs Sltwre 231 'VIRTUALMODE | Cusert User. HILZMMERS L2 isongy (R Operso)

8. Se iniciar sessdo como administrador e remover todos os grupos do utilizador linsongy, serd

apresentada a mensagem seguinte quando linsongy abrir o software.

o —
Rotor-Gene Q Series Software g

You have insufficent rights to use the software. Please contact the domain
administrator to set up groups.

Manual do utilizador CE do Rotor-Gene Q MDx  02/2022 140



6.9.2 Configuracdo do Windows 10

Esta secgdo descreve como configurar o sistema para executar o software Rotor-Gene Q em

seguranca.

Para utilizar as funcionalidades de seguranga, o software deve ser instalado com a opgdo Force
authentication through Windows domain (Forgar autenticagéo através do dominio do Windows).
Tal consulta o dominio do Windows sobre o seu nivel de acesso e credenciais e é essencial para

fornecer as funcionalidades de seguranca e responsabilidade.
Executar como administrador

Muitos utilizadores utilizam os seus computadores como administrador, sem palavra-passe. Embora isto
seja conveniente, forna impossivel determinar quem estd a utilizar o computador. Isto elimina a

responsabilidade e impede a ativagdo de muitas das medidas de seguranga do software Rotor-Gene Q.

Ao redlizar execucdes como administrador, todas as funcionalidades do software sdo ativadas. Por
conseguinte, a execugdo como administrador assegura que todos os utilizadores que ndo necessitam

de funcionalidades de seguranca podem aceder a todas as funcionalidades do software.
Criar uma nova conta de utilizador

Crie contas de utilizador para cada utilizador do software. Para cada utilizador, repita os passos

abaixo até que todas as contas tenham sido criadas.

1. Para criar um novo utilizador, selecione Start (Iniciar), aceda a Computer Management (Gestdo
de computadores), prima Enter e navegue até Local Users and Groups (Utilizadores e grupos

locais) no lado esquerdo.

2. Na janela apresentada, selecione a pasta Users (Utilizadores). Clique com o botdo direito do

rato na janela do lado direito e selecione New User... (Novo utilizador...).

& Computer Management = O 2%
File Adion View Help
| nm 6 H |
& Computer Mansgement (Local) Full Mame Description | Actions |
v [} System Tools ‘ e i
(D Task Scheduler
Buikt-in account for administering. More Actions
(&) Event Viewer More Actions
A user account managed by the ...
] Shared Folders dr S ke
uitt-in account for guest acess
~ & Local Users and Groups 9

Users

&7 Disk Management
F Services and Applications
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3. Introduza um nome de utilizador e uma palavra-passe. Por predefinicdo, os utilizadores serdo
criados com privilégios de acesso normais. Isto significa que este utilizador pode executar o

software, mas ndo pode instalar novos programas ou alterar definigdes do sistema.

New User ? x
User name: ‘"EWUSE

Full name: ‘ New User

Description: ‘

Password: seeee

Confirm password: senes

[ User must change password at next logon

User cannot chan

Password never expires

[] Account is disabled

Help Create Close

4. Clique em Create (Criar). Pode agora iniciar sessdo como este utilizador.
Atribuir funcdes a cada utilizador
Pode agora atribuir fungdes a cada utilizador. O acesso é dividido nas seguintes dreas:

® Rotor-Gene Q Operator (Operador do Rotor-Gene Q) — pode efetuar execugdes, mas néo
pode gerar relatérios nem efetuar andlises

® Rotor-Gene Q Analyst (Analista do Rotor-Gene Q) — pode analisar dados de execucdo e gerar
relatérios, mas ndo pode efetuar novas execugdes

® Rotor-Gene Q Operator and Analyst (Operador e analista do Rotor-Gene Q) — tem as
capacidades de ambas as fungdes

e Administrator (Administrador) — pode desbloquear nomes de amostras e efetuar todas as
operagdes do analista e operador

® None (Nenhum) — o acesso ao software é recusado

Nota: No Microsoft Windows 10, ndo é possivel criar grupos de utilizador dentro do software

Rotor-Gene Q. Os grupos t&m de ser criados no dominio por um administrador do dominio, assim

como a atribuicdo de utilizadores a um grupo especifico. E ativado o menu Run (Execucdo). A

barra de estado indica que o utilizador linsongy pertence ao grupo de operador do RG.
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6.9.3  Executar vérios utilizadores no mesmo computador

Para utilizar o software Rotor-Gene Q com vdrios utilizadores, crie uma nova conta de utilizador
que ndo tenha acesso ao software Rotor-Gene Q. Inicie sessdo no Windows utilizando esta conta

para que os utilizadores ndo consigam aceder anonimamente ao Rotor-Gene Q MDx.

1. Ao utilizar o icone Rotor-Gene Q Software Login (Inicio de sessdo no software Rotor-Gene Q),

os utilizadores podem abrir as suas contas de utilizador no software Rotor-Gene Q.

2. Introduza o nome de utilizador e a palavra-passe (obrigatério) na caixa apresentada.

% Run Rotor-Gene As Other User

H
=
x

Domain : |DIAGEN-PC
Usemname : [!ﬂdmin Cancel
Password : |

3. O dominio corresponde ao computador no qual estd a iniciar sessGo ou o nome da sua rede
local, juntamente com o nome do anfitrido. Consulte o administrador da sua rede se ndo tem

a certeza de que dominio deve introduzir neste campo.

Nota: Depois de iniciar sessdo, todos os ficheiros do utilizador ficardo disponiveis. Todos os
utilizadores podem guardar ficheiros na sua prépria drea. Isto assegura um alto nivel de

seguranca.

Nota: Todos os utilizadores devem terminar sessdo depois de a sua execugdo estar concluida,

para evitar que outros utilizadores efetuem uma execu¢do em seu nome.

Manual do utilizador CE do Rotor-Gene Q MDx  02/2022 143



6.9.4 Pistas de auditoria

Sempre que um ficheiro é guardado por um utilizador, os seus detalhes sdo registados em Run
Settings (Definicdes de execugdo), no separador Messages (Mensagens), como Security Audit Trail
Summary (Resumo das pistas de auditoria de seguranca) e Security Audit Trail Detail (Detalhes das

pistas de auditoria de segurancal).

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

Isto pode ser utilizado para monitorizar quem modificou os contetdos de um ficheiro. Em Security
Audit Trail Detail (Detalhes das pistas de auditoria de seguranca) estdo presentes mais detalhes, como
o identificador dnico do utilizador. Este identificador & importante para evitar que um utilizador crie
uma conta com o mesmo nome noutro computador e, assim, se faca passar por outro utilizador.

Neste caso, os nomes de utilizador serdo os mesmos, mas as ID da conta serdo diferentes.

Manual do utilizador CE do Rotor-Gene Q MDx  02/2022

144



O identificador para o utilizador 2, S-1-5-21-1177238915-195, da conta CORITO01/RGQ, é

apresentado nos detalhes.

[Rotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - Three Step with Melt 2008

Fle Run Gan View Window Help
‘wew & I i W B

=
7 €
New Open Save | otart Pause Stop | Help Settings Progress  Profle  Temp, Samples Arrange

EEE]

100
Jrunsettings J_’_’_’_P/_/_lﬁ_/_/_j

ol e | oo Bl [ o [

0 = General
Rn Wizard Advanced
& Secuty Audt Tral Summary
) £ Saved At 26/11/2008 2:47:45 PM By CORITOT/RGQ User 2

-~ Enperiment Started At 2671172008 24745 PM By CORIT001/RG0 User 2
- Saved At 26/11/2008 3:36:00 PM By CORITO01/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 w052 w053
iK1 — £ Saved At 26/11/2008 2:47:45 PM By CORITOD1 /RGO User 2 (5-1-5.21-1 17723891519 |
&0 p - Expeiment Stafted At 26/11/2008 2:47:45 PM By CORITOD1/AGA User 2[5-1:521-117;
- Saved At 26/11/2008 3:36:00 PM By CORITOT /RGO User 2(5-1-5:21-11772089151 98 s

1 Saved At 26/11/2008 3:35:12 PM By CORITON /G0 User 2 (5 {772 | [ ol
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 Assinaturas de execucdo

A pista de auditoria estd armazenada no ficheiro de execugdo do Rotor-Gene Q. Para evitar
modificagdes indesejadas nestes ficheiros, estes devem ser guardados num local seguro e estar
acessiveis apenas a contas Windows designadas. Contudo, se os ficheiros forem guardados numa
drea comum, a execugdo de assinaturas fornece seguranga adicional. A captura de ecrd mostra
o separador Security (Seguranca) em Run Settings (Definicdes de execucdo) de um ficheiro com

uma Run Signature (Assinatura de execugdo).

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 | |

A Run Signature (Assinatura de execugdo) consiste numa palavra longa gerada de cada vez que
o ficheiro é guardado e associado aos contetidos do ficheiro. Por exemplo, a assinatura para este
ficheiro é 517587770f3e2172ef9cc9bd0c36c081. Se o ficheiro for aberto em Notepad e for feita
uma edi¢do (por exemplo, a data de execu¢do é alterada para 3 dias antes), é apresentada a

seguinte mensagem quando o ficheiro é novamente aberto.

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: Se os ficheiros forem enviados por e-mail, o processo de encriptacdo pode invalidar a

assinatura. Para evitar esta situagdo, comprima o ficheiro em zip antes de o enviar por e-mail.
6.9.6 Bloqueio das amostras

E importante certificar-se de que os nomes das amostras ndo sdo acidentalmente ou
intencionalmente alterados quando o utilizador inicia uma execugdo. Por este motivo, o software
Rotor-Gene Q dispde de bloqueio das amostras. Os nomes das amostras podem ser bloqueados
por qualquer utilizador, mas apenas podem ser desbloqueados por um administrador. Para
utilizadores que utilizam os seus computadores em modo de administrador, esta opgdo tem um
valor limitado. Para utilizar esta opgdo, o computador deve ser configurado de forma segura,

conforme descrito nas seccdes anteriores.

Nota: Caso pretenda bloquear amostras, ndo execute o software como um administrador. Crie
uma conta com os grupos de analista do RG e operador do RG e mantenha a palavra-passe de
administrador em segredo. Os utilizadores irdo necessitar da autorizagdo do administrador para

desbloquear ficheiros.

As amostras podem ser bloqueadas antes do inicio de uma execugdo com o assistente Advanced

(Avancado), clicando em Finish and Lock Samples (Concluir e bloquear amostras).
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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 ||

Serd apresentado o seguinte aviso. Clique em Yes (Sim) 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 |

Quando as amostras estiverem bloqueadas, ndo serd possivel editar as amostras na janela Edit

Samples (Editar amostras).

_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

Manual do utilizador CE do Rotor-Gene Q MDx  02/2022 148



As amostras também podem ser bloqueadas e desbloqueadas na janela Edit Samples (Editar amostras).
Contudo, apenas um administrador pode desbloquear amostras, depois de serem bloqueadas.

Qualquer alteragdo ndo autorizada ao ficheiro ird invalidar a execugdo de assinaturas.

6.9.7 Modelos bloqueados

Atualmente n&o é possivel o utilizador criar ficheiros de modelos s6 de leitura, utilizando o software
Rotor-Gene Q.. Contudo, se pretendido, pode ser especificado como requisito que todas as execugdes
sejam efetuadas utilizando um ficheiro de modelo especifico. Para assegurar um acesso sé de leitura
a este modelo, é necessdrio que este seja guardado numa unidade de rede na qual os utilizadores
ndo consigam modificar dados. Os utilizadores podem, ainda assim, modificar os seus préprios
perfis, enquanto o modelo numa unidade de rede, como esta, estiver protegido. Para monitorizar
que modelo foi utilizado, o software Rotor-Gene Q guarda o nome do ficheiro do modelo que foi
executado. Esta informagdo pode ser acedida clicando no botdo Seftings (Definicdes) que, em
seguida, apresenta a janela Run Settings (Definicdes de execucdo). As informacées do modelo sdo

guardadas em Other Run Information (Outras informagdes de execucdo).

Other Bun Run file hat 3 valid signature
Irboamation : Template was signed.
Using 72-well carouszel
Charels saved for this pr:
Creabed with lemplate
‘T:hDual Labeled Probes. e’
Run iz currently in progress.
Starbed at 16,/02/2006 11:16:36 AM

6.10 Menu de ganho

Clique no menu Gain (Ganho) para visualizar as Gain Seftings (Definicdes de ganho) para a
execucdo atual. Isto determina o ganho para o canal especificado antes de uma execucdo. As
definicdes de ganho sdo retidas da execugdo anterior. Estas podem ser modificadas se a execugdo
ainda ndo tiver comegado ou se estiver nos ciclos iniciais. Utilize as setas para cima/baixo junto

de cada campo de texto para modificar os campos. Em seguida, clique em OK.

O ganho pode ser alterado durante os ciclos iniciais. Seré desenhada uma linha vermelha no
canal adequado, mostrando o local no qual o ganho foi alterado. Os ciclos antes da alteragdo do

ganho serdo excluidos da andlise.
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Gain Settings K|
Green =
Yellow =
Oange  [5 =
Fed =
Cimson [T =
HFiM =

9 ok |

6.11 Menu de janelas

Este menu permite que as janelas sejam dispostas na vertical, horizontal ou em cascata. E possivel

aceder a mais opgdes clicando na seta no lado direito do botdo Arrange (Dispor).
6.12 Fungdo de ajuda

Quando utilizar o botdo ou o menu Help (Ajudal), serd aberto o menu pendente seguinte.

Help |
Table of Contents
Virtual Demo

Software Version Histery...

Web Resources

Send Support Email...

About This Software...

Table of Contents (indice): Dé acesso & fungdo de ajuda.

Virtual Demo (Demonstragdo virtual):  Faz ligagdo a uma pégina do site da QIAGEN com uma demonstragdo
interativa do software.

Software Version History... (Histérico D& uma breve visGo geral das novas funcionalidades adicionadas desde
da versdo do software...): o langamento do software previamente instalado.

Web Resources (Recursos da Web):  Abre uma pégina no site da QIAGEN numa nova janela do browser com
as informacdes relevantes mais recentes sobre os instrumentos
Rotor-Gene Q MDx e respetivos reagentes.

About This Software... (Sobre este Fornece informagdes sobre a mdquina ligada, o nimero de série do
software...): Rotor-Gene Q MDx e a versdo do software.
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6.12.1 Enviar e-mail de assisténcia

A opgéo Send Support Email (Enviar e-mail de assisténcia) no menu Help (Ajuda) permite enviar um
e-mail de assisténcia para a QIAGEN a incluir todas as informagdes relevantes de uma execugdo.
A opgdo Save As (Guardar como) ird guardar todas as informagdes num ficheiro que pode copiar
para um disco ou uma rede caso ndo tenha acesso ao e-mail no computador que estiver a executar
o Rotor-Gene Q MDx.

Ao tilizar pela primeira vez a fungdo de email de assisténcia num portdtil, fornecido
opcionalmente com o Rotor-Gene Q MDx (dependendo do pais), serd necessdrio configurar as
definicdes do e-maiil.

Nota: Pode efetuar as entradas do gestor de Tl da sua empresa.

Configurar as definigoes do e-mail

Clique na opgdo Send Support Email... (Enviar email de assisténcia...). Serd aberta a janela seguinte.

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 namne: ||

For example: John Smith

< Back I et I Cancel |

1. Introduza o seu nome e clique em Next (Seguinte). Serd aberta a janela Internet E-mail Address

(Endereco de e-mail da 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. Introduza o seu enderego de e-mail e prima Next (Seguinte). Serd aberta a janela E-mail Server

Names (Nomes do servidor de e-mail).

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. Selecione o tipo de servidor de e-mail para a rece¢do de e-mails e especifique os nomes de
servidor para a recegdo e envio de e-mails. Em seguida, prima Next (Seguinte). Serd aberta a

janela Internet Mail Logon (Inicio de sessdo no e-mail da Internet).
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autenticacdo por palavra-passe segura. Em seguida, clique em Next (Seguinte). Serd aberta a

Internet Connection Wizard

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 |

janela Congratulations (Parabéns).

5. Confirme em Finish (Concluir) para terminar a configuragdo da conta de e-mail.

Internet Connection Wizard

Congratulations

Infroduza o nome e a palavra-passe da sua conta de e-mail, caso o servidor utilize uma

X

r'ou have successfully entered all of the information required to set up your account,

To zave these settings, click Finizh.

< Back Firish Cancel |

Configuragdo no Outlook

1. Abra o Outlook Express no menu Start (Iniciar) (Start [Iniciar] > All programs [Todos os

programas] > Outlook Express).

2. Selecione Tools (Ferramentas) e, em seguida, Options (Opcdes). E apresentada a janela

abaixo.
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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 b

IDD naot connect j

Default Meszaging Prograns

Thiz application iz the default Mail handler I ake Mefault |
EY
Thiz application iz the default News handler I ake Default |

kK I Cancel | Apply |

Importante: Para evitar a recuperacdo de e-mails durante as execugdes de PCR, desative as

entradas predefinidas no ecrd Send/Receive Messages (Enviar/receber mensagens).
Desative Send and receive messages at startup (Enviar e receber mensagens no arranque).

4. Desative Check for new messages every 30 minutes (Procurar novas mensagens a cada

30 minutos).

5. Confirme as alteracdes com OK.
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7 Funcdes adicionais

7.1 Modelos de andlise

Algumas andlises requerem que o utilizador determine limiares, definicdes de normalizagéo e
definicdes de genotipagem. Muitas vezes, estas definices sdo reutilizadas frequentemente em

vdrias experiéncias.

Os modelos de andlises permitem que o utilizador guarde e reutilize estas definicdes. Isto reduz o
esforco de voltar a introduzir as definices e o risco de erro.

As andlises dos grdficos de quantificagdo, de fusdo, de discriminagdo alélica e de dispersdo e a
andlise do ponto final suportam modelos de andlise. Estas andlises permitem ao utilizador exportar
um modelo Unico para a andlise (por exemplo, a andlise de quantificagdo permite a exportagdo

e importagdo de ficheiros *.qut com definicées de quantificacdo).

Depois de um modelo de andlise ter sido importado ou exportado, o nome do ficheiro do modelo

é apresentado para referéncia futura.

Imported Settings «® |
#4TemplatezshBC. qut

[rnpart.... | Export... |

7.2 Abrir uma segunda execucdo

Enquanto efetua uma execucdo, é possivel abrir e analisar execugdes que foram efetuadas
anteriormente. Vérias funcionalidades, como os botées New (Novo) ou Start Run (Iniciar execugdo),
ndo estdo ativadas na segunda janela. Pode ser iniciada uma nova execugdo a partir da primeira
janela quando a primeira execugdo estiver concluida.

7.3 Opcdes de escala

Para aceder a Adjust Scale (Ajustar escala), clique em Adjust Scale... (Ajustar escala...) na parte
inferior da janela principal ou clique com o botdo direito do rato no gréfico e selecione Adjust
Scale... (Ajustar escala...) no menu apresentado. Uma escala pode ser introduzida manualmente

na janela que é apresentada.

Adjust Scale
M aximum ;{110 —
Minimum : |0 —

o ok |
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Para aceder a Auto-Scale (Escala automdtica), clique em Auto-Scale... (Escala automdtica...) na
parte inferior da janela principal ou clique com o botdo direito do rato no grdfico e selecione Auto-
Scale... (Escala automdtica...) no menu apresentado. A opcdo Auto-Scale (Escala automdtica...)

tenta ajustar a escala &s leituras maxima e minima nos dados.

Para aceder a Default Scale (Escala predefinida), clique em Default Scale... (Escala predefinida...)
na parte inferior da janela principal ou clique com o botdo direito do rato no gréfico e selecione
Default Scale... (Escala predefinida...) no menu apresentado. Default Scale (Escala predefinida)

repde a escala para apresentar de 0 até 100 unidades de fluorescéncia.
7.4  Exportar grdficos

Exportagdo de imagens

Os passos seguintes descrevem como guardar uma imagem.

1. Clique com o botdo direito do rato na imagem e selecione Export (Exportar) no menu
apresentado.
2. A janela Export Dialog (Caixa de didlogo de exportagdo) é apresentada. Selecione o formato
pretendido na lista Format (Formato).
Export Dialog Ed
Pictue | Native | Data |

Farmat Optionz | Size I

as Metafile .
az PostScript Colors:  Default =

az POF

e PO [~ Monochrome
az GIF
az PMG
az JPEG

Copy Save... Send.. Cloze

3. Selecione o separador Size (Tamanho) e especifique o tamanho pretendido.
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Lomat Options ~ Size |
[=|u]

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 a caixa de verificagdo Keep aspect ratio (Manter propor¢do) para manter a imagem

na propor¢do correta ao ajustar o famanho.

5. Clique em Save (Guardar) e selecione um nome de ficheiro e localizacdo para o ficheiro na

caixa de diédlogo apresentada.

Se for necessdria uma imagem com maior resolugdo, recomendamos que aumente o tamanho da
imagem até estar de acordo com os seus requisitos ou que guarde o grdfico como um metaficheiro
(*.emf, *.wmf). Este & um formato baseado em vetores que pode ser aberto num software como o

Adobe® lllustrator®, permitindo que o utilizador crie uma imagem de qualquer resolugdo.
Exporta¢do do formato nativo

Os gréficos no software Rotor-Gene Q utilizam o componente TeeChart® de terceiros, desenvolvido
pelo software Steema. Para guardar um grdfico no formato nativo, selecione o separador Native
(Nativo) na janela Export Didlog (Caixa de didlogo de exportagdo) (consulte a captura de ecrd
anterior) e, em seguida, clique em Save (Guardar). O formato nativo é o formato-padrdo de ficheiros
TeeChart. Isto permite ao utilizador utilizar o TeeChart Office do software Steema. O TeeChart Office
também estd disponivel como um freeware e estd instalado como parte do pacote do software

Rotor-Gene Q. Para aceder ao software, clique no icone TeeChart no ambiente de trabalho.

O TeeChart Office possibilita a manipulagdo de grdficos exportados, incluindo alterar as cores

das curvas, adicionar anotacdes, alterar fontes e ajustar os pontos de dados.
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Exportar dados

Para exportar dados em vdrios formatos, selecione o separador Data (Dados) na janela Export
Dialog (Caixa de didlogo de exportagdo). O ficheiro exportado contém os pontos de dados néo

processados utilizados no 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

Também é possivel exportar dados ndo processados ou dados de andlise selecionando Save As

(Guardar como) no menu File (Ficheiro) (consulte a seccdo 6.5).
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7.5 lcone da chave inglesa

O icone da chave inglesa J encontra-se na parte inferior esquerda da janela principal. Clicar
no icone da chave inglesa possibilita varias opgdes. Estas opcdes também podem ser acedidas

clicando com o botdo direito do rato no gréfico.

Adjust Scale (Ajustar escalal),
Autoscale (Escala  automdtical),
Revert to Default Scale (Reverter
para escala predefinida):

Export... (Exportar...):

Copy Chart to Clipboard (Copiar
grdfico para a drea de
transferéncia):

Edit Chart in TeeChart Office...
(Editar gréfico no

TeeChart Office...):

Print (Imprimir):

Digital Filter... (Filtro digital...):

i Select digital filter for graph il

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 a secgdo 7.3.

Guarda o grdfico numa variedade de formatos (consulte a secgdo 6.4).

Copia a imagem do gréfico para a érea de transferéncia.

Abre o gréfico diretamente no TeeChart Office para edigéo (consulte a secgdo
6.4).
Imprime o gréfico.

Modifica o filtro digital atualmente selecionado no gréfico. O filtro digital
uniformiza os dados utilizando uma janela de pontos deslizante.

Maone

tedium

Heawy

Cancel |

Show Pinpointer (Mostrar
localizador do ponteiro):

Grouping (Agrupar):

Abre uma janela que apresenta as coordenadas exatas da posicdo do
| q P p
ponteiro do rato.

Agrupa visualmente amostras que t8m nomes idénticos. Isto pode ser til em
execugdes completas do rotor. Selecionar esta opgdo ndo afeta os valores
calculados.
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7.6 Opcdes das dreas selecionadas

E possivel selecionar uma drea de um gréfico clicando e mantendo premido o botdo esquerdo do

rato e arrastando o ponteiro do rato. SGo apresentadas as seguintes opgdes.

Deselect These Samples

Z0anm

Canicel
Select Only These Samples (Selecionar E anulada a selegdo das amostras que se encontram fora da drea em
apenas estas amostras): questdo.
Select Only These Samples (Selecionar E anulada a selecdio das amostras que se encontram fora da drea em
apenas estas amostras): questdo.
Zoom (Ampliar): Amplia a drea selecionada do grdfico. Clique no botdo Default Scale

(Escala predefinida) para reduzir.
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8  Manutencdo

E facil manter o desempenho de frabalho do Rotor-Gene @ MDx. O desempenho dtico é mantido
assegurando que as lentes, localizadas em ambas as fontes de emisséo e detecdo, estdo limpas. Para

o efeito, utilize a ponta de uma cotonete humedecida com é&lcool ou isopropanol* para limpar as lentes.

Nota: Limpe as lentes pelo menos uma vez por més, dependendo da utilizagdo. Limpe a cémara

do rotor ao mesmo tempo.

Mantenha a drea da bancada de trabalho limpa e sem pé nem folhas de papel. A entrada de ar
do Rotor-Gene Q MDx localiza-se na parte inferior e materiais soltos, como papéis ou poeira,

podem comprometer o seu desempenho.

Para evitar a acumulagdo de poeira, mantenha a tampa do Rotor-Gene Q MDx fechada quando

o instrumento n&o estiver a ser utilizado.
Nota: Utilize apenas pecas fornecidos pela QIAGEN.
8.1  Limpar a superficie do Rotor-Gene Q MDx

As superficies externas do Rotor-Gene Q podem ser limpas com produtos quimicos de laboratério

comummente disponiveis.

" Ao trabalhar com substancias quimicas, utilize sempre uma bata de laboratério adequada, luvas descartdveis e éculos de
protec&o. Para obter mais informagdes, consulte as fichas de dados de seguranca (FDS) apropriadas, disponibilizadas pelo
fornecedor do produto.
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8.2  Descontaminar a superficie do Rotor-Gene Q MDx

Se a c&mara do rotor ficar contaminada, as superficies podem ser limpas com um pano sem pelos
humedecido (mas sem pingar) com uma solucdo de lixivia a 0,1% (v/v).* Limpe a cdmara com

um pano sem pelos humedecido com dgua de utilizagdo em PCR para remover vestigios de lixivia.
8.3 Reparagdo do Rotor-Gene Q

Para reparagdo ou assisténcia do Rotor-Gene Q, contacte os Servigos de Assisténcia da QIAGEN

em https://www.qgiagen.com/service-and-support/technical-support/technical-support-form/.

" Ao trabalhar com substéncias quimicas, utilize sempre uma bata de laboratério adequada, luvas descartdveis e éculos de
protec&o. Para obter mais informagdes, consulte as fichas de dados de seguranca (FDS) apropriadas, disponibilizadas pelo

fornecedor do produto.
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Q  Verificacdo ética de temperatura

A verificagdo dtica de temperatura (Optical Temperature Verification, OTV) corresponde a um
método que verifica a temperatura dentro do tubo no Rotor-Gene Q MDx. A validagdo da
temperatura dentro do tubo pode ser um procedimento importante em laboratérios certificados. A
OTV é efetuada utilizando o Rotor-Disc OTV Kit (consulte a seccdo 16). Em seguida, é fornecida
uma pequena introdugdo ao principio da OTV. A execugdo do procedimento de OTV é explicada
no software Rotor-Gene Q MDx. Para uma descri¢do mais detalhada do procedimento de OTV,

incluindo um guia de resolucdo de problemas, consulte o Manual de OTV do Rotor-Disc.
9.1  Principio da OTV

A OTV utiliza as propriedades 6ticas de 3 cristais liquidos termocromdticos (Thermochromatic
Liquid Crystals, TLC)* como referéncias de temperatura absolutas. Quando aquecidos, os TLC
passam de opacos a transparentes a temperaturas muito especificas (50, 75 e 90 °C). Os TLC ndo
tém fluorescéncia prépria. Por isso, & necessdrio cobrir a fonte de excitagdo com um introdutor de
fluorescéncia para que os pontos de transicdo dos TLC possam ser detetados pelo sistema 6tico do
Rotor-Gene Q MDx. Os TLC que estdo abaixo da sua temperatura de transicdo sGo opacos e
refletem luz. Alguma da luz refletida dispersa em diregdo ao detetor, aumentando a fluorescéncia.
Quando a temperatura dentro do tubo atinge o ponto de transicdo dos TLC, estes tornam-se
transparentes e a luz afravessa a amostra em vez de ser refletida na direcdo do detetor, o que
resulta numa diminuicéo da fluorescéncia. A alteracédo na fluorescéncia é utilizada para determinar
a temperatura de transi¢do precisa de cada TLC. A temperatura de transi¢do é comparada com a
temperatura comunicada pelo ficheiro de calibragéo de fabrica para a OTV do Rotor-Disc verificar

se o Rotor-Gene Q MDx estd dentro das especificacdes de temperatura.
9.2 Componentes do Rotor-Disc OTV Kit

Sdo necessdrios os seguintes componentes para executar uma OTV:

® Um Rotor-Disc OTV Kit, que inclui:
o Um rotor de OTV Rotor-Disc 72 selado (contém TLC)

o Um introdutor da placa de dispersdo de fluorescéncia (instrumento Rotor-Gene 3000 ou

Rotor-Gene Q/6000)

* Ao trabalhar com substéncias quimicas, utilize sempre uma bata de laboratério adequada, luvas descartaveis e éculos de
protec&o. Para obter mais informagdes, consulte as fichas de dados de seguranca (FDS) apropriadas, disponibilizadas pelo
fornecedor do produto.
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o Um suporte de dados amovivel que contém os ficheiros seguintes: nimero de série do
rotor de OTV e ficheiro com a data de validade (*.ixt); ficheiro do modelo de teste de
OTV (*.ret); folheto do produto (*.pdf); ficheiro de calibracdo de fébrica (*.rex)
o Folheto do produto
e Software da série Rotor-Gene, versdo 1.7 ou superior, que contém o assistente de rotor de OTV
de utilizacao fdcil
® Rotor-Disc 72 Rotor

® RotorDisc 72 Locking Ring
9.3  Executar uma OTV

1. Coloque o introdutor de fluorescéncia sobre as lentes de emissdo na parte inferior da cédmara

do Rotor-Gene Q MDx.

2. Coloque o Rotor-Disc da OTV num Rotor-Disc 72 Rotor. Prenda utilizando um Rotor-Disc 72
Locking Ring. Coloque o conjunto no Rotor-Gene Q MDx e encaixe-o. Feche a tampa do Rotor-
Gene Q MDx.

3. Aceda ao assistente Advanced (Avancado) selecionando o separador Advanced (Avangado)
na janela New Run (Nova execucdo). No assistente Advanced (Avangado), clique em
Instrument maintenance (Manutencdo do instrumento) e, em seguida, em OTV. O assistente
solicita o nimero de série de OTV, que se encontra no anel de OTV. Em seguida, clique em
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. O software solicita o nome do ficheiro para a execugdo. Em seguida, a execucdo inicia.

5. A execugdo efetua uma série de fusdes que determinam as caracteristicas térmicas do

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. Quando a execucdo é concluida, o software indica se o Rotor-Gene Q MDx esté dentro da
especificagdo.

7. Se for necessdrio um ajuste, o utilizador deve clicar em Apply Adjustment (Aplicar ajuste). Tal
solicita ao utilizador que efetue uma execugdo de verificagdo. Quando a execugdo de
verificagdo estd concluida, ndo deve ser necessdrio nenhum ajuste. Se forem necessdrios mais

ajustes, contacte o seu distribuidor.

8. Quando o Rotor-Gene Q MDx estd dentro da especificagdo, pode ser revisto e impresso um

relatério da execucdo.®
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10 Andlise de fusdo de alta resolucao

A andlise de fusdo de alta resolucdo (High Resolution Melt, HRM) é uma técnica inovadora baseada na
andlise de fusdo do ADN. A HRM caracteriza as amosiras de ADN de acordo com o seu
comportamento de dissociagdo & medida que fazem a transicdo de ADN de cadeia dupla (double-
stranded DNA, dsDNA) para ADN de cadeia simples (singlestranded DNA, ssDNA) com o aumento
de temperatura (consulte a figura abaixo). Um instrumento de HRM recolhe os sinais de fluorescéncia

com uma precisdo térmica e dtica exiremamente elevadas, criando vérias possibilidades de aplicacdo.

Curva de fusdo

n T.n
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"
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‘%"*
% &
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Z gl l o bl
F-1
»
15
.
:-'..J e 7!‘.“ Tae e 77‘.5 TE.J: 79..‘. o 79.: 9:.:' WIS U:C U‘..'

Um grdfico de HRM comum. A curva de fusdo traga a transicéo desde a fluorescéncia elevada da fase de préfuséo inicial, passando
pela diminuigdio na fluorescéncia da fase de fusdo, até ao nivel de fluorescéncia basal da fase de pésfusdo. A fluorescéncia diminui &
medida que o corante intercalado de ADN é libertado do dsDNA e se funde em cadeias simples. O ponto médio da fase de fuséo,
no qual a taxa de variagéo da fluorescéncia é maior, define a temperatura de fusdo (Tm) do ADN em andlise.

Antes de efetuar a andlise de HRM, a sequéncia-alvo deve ser amplificada para um nimero de
cépias elevado. Normalmente, isto é efetuado por PCR na presenca de um corante de fluorescéncia
intercalado com dsDNA. O corante n&o interage com ssDNA, mas intercala-se ativamente com
dsDNA e fluoresce intensamente quando é infercalado. A alteracdo na fluorescéncia pode ser
utilizada para medir o aumento na concentracdo de ADN durante PCR e, em seguida, para medir
diretamente a fusdo de ADN induzida termicamente por HRM. Durante a HRM, a fluorescéncia é
inicialmente elevada pois a amostra inicia como dsDNA. A fluorescéncia diminui & medida que a
temperatura aumenta e o ADN dissocia-se em cadeias simples. O comportamento de fusdo

observado é caracteristico de uma amostra de ADN especifica.

Ao utilizar a HRM, o Rotor-Gene Q MDx pode caracterizar amostras com base no comprimento da
sequéncia, conteddo de GC e complementaridade da sequéncia de ADN. A HRM pode ser utilizada
em aplicagdes de genotipagem, por exemplo, andlises de inser¢des/eliminagées ou polimorfismos
de nucleétido Gnico (Single Nucleotide Polymorphism, SNP), ou para analisar mutagdes genéticas
desconhecidas.
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Também pode ser utilizado em aplicacdes epigenéticas para detecdo e andlise do estado de
metilagdo do ADN. Também pode ser utilizado para detetar quantitativamente uma pequena
proporcdo de ADN varidvel num fundo de sequéncias de tipo selvagem em sensibilidades a
aproximar-se dos 5%. Isto pode ser utilizado, por exemplo, para estudar mutacdes adquiridas
somaticamente ou alteragdes no estado de metilagdo das ilhas CpG.

A HRM no Rotor-Gene Q MDx facilita vérias aplicagdes, incluindo:

e |dentificagdo de genes candidatos de predisposicdo

e Estudos de associagdo (comparando casos e controlos, genétipos e fenétipos)
e Determinagdo da prevaléncia alélica dentro de uma populagéo ou subgrupo
® Rastreio e validacdo do SNP

® Rastreio para perda de heterozigotia

® Impressdes digitais de ADN

e Caracterizagdo de blocos de haplétipos

® Andlise de metilacdo de ADN

® Mapeamento de ADN

® Identificacdo de espécies

® Descoberta de mutacdo

® Determinacdo do rdcio de mutagdes somdticas adquiridas

e Tipagem de HLA

A HRM é mais facil e economicamente mais rentével do que os ensaios de genotipagem baseados
em sondas e, ao contrdrio dos métodos convencionais, é um sistema de tubos fechados que evita
a contaminagdo com produtos de PCR. Os resultados sGo compardveis a métodos convencionais
como SSCP, DHPLC, RFLP e sequenciacdo de ADN.

10.1 Instrumentacdo

O Rotor-Gene Q MDx fornece os seguintes recursos exigentes em tempo real e termo-dticos

necessdrios para a HRM.

® lluminacdo de alta intensidade

e Detecdo dtica altamente sensivel

® Répida aquisicdo de dados

e Temperatura da amostra controlada de forma precisa

® Minima variagdo btica e térmica de amostra para amostra

Manual do utilizador CE do Rotor-Gene Q MDx  02/2022

168



10.2 Quimicos

A QIAGEN disponibiliza o Type-it® HRM PCR Kit para andlise de SNP e mutagdes utilizando a
HRM e o EpiTect® HRM PCR Kit para andlises de metilagdo. Ambos os kits contém o corante
fluorescente intercalado de terceira geracdo EvaGreen. Os kits combinam o tampdo de HRM
otimizado e HotStarTag® Plus DNA Polymerase para evitar produtos de amplificagdo ndo

especificos e fornecer resultados fiaveis.

Nota: Todos os reagentes e kits de HRM da QIAGEN séo indicados para utilizagdo com

instrumentos Rotor-Gene Q apenas para as aplicacdes descritas nos respetivos manuais dos kits
da QIAGEN.

10.3 Exemplo de genotipagem de SNP

No exemplo apresentado, o Type-it HRM PCR Kit foi utilizado numa andlise de HRM para
diferenciar entre tipo selvagem homozigoto, mutante homozigoto e formas heterozigotas do SNP
rs60031276 humano. Para obter detalhes técnicos, consulte o Manual de Type-it HRM PCR.

n

Heterozigoto
Mutante

homozigoto

O T ]

Tipo
selvagem

@ " B ¥ B
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Mutante
\ homozigoto

Heterozigoto

Tipo
selvagem

B HRM Results - HRM A.HRM {Page 1)

M. |ﬂ M arne | Genatype | Confidence %
22 &8 Human SHP 60031276 | homo &4 100,00

23 [ unknown hiorno A, 939,49

24 . unk.now hiarno A 93.76

28 4G Human SNP 60031276 hetero AG 100,00

23 . unk.nown hietero AG 93.43

30 [l unknown hetero AG 9847

34 [ GG Human SMP :60031276  homo GG 100,00

35 unknown homo GG 92,20

36 unknown homno GG 93,53

Genotipagem de SNP afravés de HRM. O SNP rs60031276 humano (substituicdo de A a G) no gene PPPTR14B (proteina fosfatase
1, subunidade regulatéria [inibidor] 14B) foi analisado no Rotor-Gene Q utilizando 10 ng de ADN gendmico de diferentes
gendtipos e o Type-it HRM Kit. O tipo selvagem homozigoto (AA), o mutante homozigoto (GG) e as amostras heterozigotas (AG)
sdo apresentados em E uma curva de fusdo padréo normalizada e E um gréfico de diferengas normalizado para amostras do
tipo selvagem. [@ Os gendtipos para as amostras desconhecidas foram atribuidos pelo software Rotor-Gene Q.
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10.4 Exemplo de andlise de metilacdo

No exemplo apresentado, o EpiTect HRM PCR Kit foi utilizado na anélise de HRM para discriminar
varias propor¢des de ADN metilado e ndo metilado. Para obter detalhes técnicos, consulte o

Manual de EpiTect HRM PCR.

H

100% metilado

™a  res iz ma s me:  ma e ms m:  na @@ =@ i msmr =

Andlise de metilagdio quantitativa por HRM. Vdrias proporgdes de APC (polipose adenomatosa coli) do ADN mefilado e ndo
metilado foram analisadas e discriminadas pela andlise de metilagdo de HRM no Rotor-Gene Q utilizando o EpiTect HRM Kit.
S&o apresentados B uma curva de fusdo padrdo normalizada e E um grdéfico de diferengas normalizado para a amostra 50%
metilada.
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10.5 Diretrizes para uma andlise de HRM bem-sucedida

O sucesso da andlise de HRM depende muito da sequéncia especifica em investigagdo. Certos
motivos de sequéncia, como estruturas em grampo e outras estruturas secunddrias, regides
localizadas de conteddo GC invulgarmente alto ou baixo ou sequéncias repetidas podem afetar
os resultados. Para além disso, a utilizagdo de kits padronizados e protocolos otimizados da
QIAGEN podem superar muitos dos potenciais desafios listados. Algumas diretrizes simples para
ajudar a assegurar o éxito encontram-se detalhadas abaixo.

Anadlise pequenos fragmentos de ADN

Analise fragmentos n&o superiores a cerca de 250 bp. Podem ser analisados produtos maiores
com sucesso, mas normalmente apresentam uma resolugdo inferior. Isto porque, por exemplo, uma
variacdo de base Unica tem um efeito maior no comportamento de fusdo de um amplicon de

100 bp do que num amplicon de 500 bp.

Certifique-se de que a PCR contém apenas produtos especificos

As amostras contaminadas com artefactos p6s-PCR, como dimeros de primer ou produtos ndo
especificos podem tornar os resultados de HRM dificeis de interpretar. Os kits da QIAGEN para

andlise de HRM asseguram uma especificidade méxima sem necessidade de otimizagdo.

Utilize um modelo de pré-amplificacgo suficiente

A andlise de dados de realtime PCR pode ser muito dtil na resolugdo de problemas em andlises de HRM.
Os grdficos de amplificagdo devem ter um Cr (ciclo de limiar) inferior ou igual a 30 ciclos. Os produtos
que amplificam mais do que isto (devido a baixa quantidade inicial do modelo ou & degradacdo do
modelo) normalmente produzem resultados de HRM varidveis devido a artefactos de PCR.

Normalize a concentracdo do modelo

A quantidade de modelo adicionado & reagdo deve ser consistente. Normalize as concentragdes
iniciais para que os grdficos de amplificagdo se encontrem a 3 valores de Cr entre si. Isto assegura
que as concentragdes de entrada se encontram dentro de um intervalo de 10 vezes.

Verifique se existem grdficos de amplificacdo anémalos

Antes de executar a HRM, examine cuidadosamente os dados do gréfico de amplificacdo para verificar
se a forma do grdfico de amplificagdo é anormal. Gréficos com uma fase loglinear que ndo é
acentuada, que é recortada ou que alcanca um planalio de sinal baixo, comparados a outras reagdes,
podem indicar uma fraca amplificagio ou um sinal de fluorescéncia demasiado baixo

([por exemplo, isto pode ocorrer se a concentragdo do primer for demasiado baixa).
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As reagdes fracas podem ser causadas por inibidores de reagdo ou por uma configuragéo de reagdo
incorreta. Os dados de HRM de tais amostras podem ser inconclusivos ou de baixa resolugdo. Para

evitar resultados ndo fiagveis, recomendamos os kits da QIAGEN para preparagdo da amostra e andlise
de HRM.

Mantenha as concentragdes pés-amplificagdo da amostra semelhantes

A concentragdo de um fragmento de ADN afeta a sua temperatura de fusdo (Tw). Por este motivo, as
concentragdes de amostras de ADN devem ser mantidas o mais semelhante possivel. Ao analisar
produtos de PCR, certifique-se de que todas as reagdes foram amplificadas para a fase de planalto. No
planalto, todas as reacdes terdo amplificado para uma extensdo semelhante independentemente da
sua quantidade inicial. Contudo, tenha em atencdo que as reacdes fracas podem ndo atingir o planalto
com a mesma quantidade amplificada, devido, por exemplo, & configuracdo inconsistente do ensaio

(por exemplo, a concentragdo do primer era demasiado baixa).
Assegure a uniformidade entre amostras

Todas as amostras devem possuir um volume semelhante e conter a mesma concentragdo de
corante. O comportamento de fusdo do ADN & influenciado por sais na mistura da reagdo, pelo
que é importante que a concentragdo do tampdo, Mg e outros sais sejam o mais uniforme possivel
em todas as amostras. Da mesma forma, utilize apenas tubos de reacdo idénticos do mesmo
fabricante para evitar variagdes devido & espessura do pldstico e as propriedades de

autofluorescéncia.
Permita a recolha de dados suficientes para as fases de pré-fusao e pés-fusdo

Capte pontos de dados de HRM num intervalo de aproximadamente 10 °C, centrado em torno do
Tm observado (consulte a figura na pagina 10). Isto fornece pontos de dados da linha de base
suficientes para a normalizagéo eficaz da curva e ird resultar em réplicas mais reprodutiveis e na

inferpretacdo de dados mais facil.
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10.6 Preparacdo da amostra

Deve ser evitada a degradagdo da amosira durante a purificago e o armazenamento. Evite
quantidades excessivas de inibidores, como por exemplo, da transferéncia de etanol. Para melhorar os
resultados de HRM, recomendamos que mantenha a quantidade de modelo utilizado consistente entre
amosras. E recomendada a andlise espetrofotométrica para determinar a concentracdo de ADN e a

pureza. Recomendamos os kits da QIAGEN para a preparacdo da amostra.

Nota: A 260 nm, uma unidade de absorvéancia é igual a 50 pg/ml de ADN. O ADN puro ird
apresentar uma proporcdo de 1,8 de 260 a 280 nm.

10.7 Configuracdo do software

1. Abra um novo ficheiro de execugdo selecionando New... (Novo...) no menu File (Ficheiro). No
assistente Advanced (Avancado), selecione HRM.

x|

Quick Stat Advanced I

j Corbett Life Science
_JUp High Resolution Melt

run.

'S HRM™ with Pre-Amplification

Cancel

I

Help

¥ Show This Screen ‘When Software Opens
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2. Defina o tipo de rotor (neste exemplo, é utilizado o 72-Well Rotor). Certifique-se de que o anel

de bloqueio estd colocado e de que a caixa de verificagdo Locking Ring Attached (Anel de

bloqueio fixado) estd marcada antes de prosseguir para o passo seguinte.

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 os detalhes de execugdo. Introduza o nome do operador (opcional) e adicione

quaisquer notas sobre a experiéncia (opcional). Selecione o volume de reacdo (obrigatério) e

disposi¢cdo das amostras prefendidos.

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. Clique no botdo Edit Profile... (Editar perfil...) para modificar os tempos e as temperaturas

da reacdo.

New Run Wizard

Temperature Profile :

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 |

&

Thiz box 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.

5. Defina um tempo de espera inicial adequado. Este tempo depende do tipo de polimerase de
ADN utilizada. O Type-it HRM PCR Kit e o EpiTect HRM PCR Kit necessitam de 5 minutos de

tempo de ativacdo. O tempo de ativacdo predefinido é de 10 minutos.

.8 H | e

Mew Open  Save As Help

The run will take approximately 104 minute(s] to complete. The graph below represents the run to be performed

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

R
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6. Moadifique a ciclagem para adequagdo ao amplicon.

7 8 H| @

Hew Open SaveAs | Help

The run will take approximately 104 minute(s) to complete. The graph below represents the rwn to be performed :

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

AR, - "

80 deg , F5deg forSsecs

10 seconds

Aequiring to Cyeling A

on Green

[~ Long Ranoge
[~ Touchdown

B0 deg. for 10 secs

Timed Step k4 EE

Ok

verde no final do passo de hibridizagéo.

Acquisition

Same az Previous : I [Mew Acquisition) j

— Acquizition Configuration :

7. Certifique-se de que os dados de fluorescéncia sdo adquiridos. Adquira dados para o canal

Aivailable Channels - Acguiing Channels :

M ame I LI Mame

Crimzan
HFiM LI
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

B25nm | BE0nm Cy5, QuasarE70Y, LCReds40Y

E80nm | 710hp Quazarf05, LCRed 705, alexafal

460nm [510nm [ LCGreend!
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8. Defina as condicdes de execucdo de HRM. Modifique as condi¢des para adequagdo ao
amplicon. Para o primeiro conjunto de experiéncias permita um dominio de fusdo amplo.
Utilize o Tn como uma orientacdo para um intervalo adequado. Quando tiver determinado
onde ird ocorrer a fusdo do produto, reduza o dominio da fusdo para ndo mais do que 10 °C.
Certifique-se de que o inicio da fusdo ocorre 5 °C antes da primeira transicéo de fusdo. A
rampa predefinida estd definida para 0,1 °C com uma pausa de 2's em cada etapa. A
transicdo da rampa minima é de 0,05 °C com um segundo de pausa em cada etapa. Os
dados sdo automaticamente adquiridos para o canal de HRM. E efetuada a ofimizacdo do
ganho automdtica por predefinicdo. O software ird procurar a definicdo do ganho ideal para
que o valor de fluorescéncia mais elevado comunicado ndo seja superior a 70 unidades numa

escala de 100. Tenha em atengdo que isto pode ser aumentado até um mdximo de 100.

Edit Profile 2]
i ¥ @
New Open SaveAs | Help

The run will take approximately 104 minute(s) to complete. The graph below represents the rwn to be performed :

MR "

Click on a cycle below to modify it

Hold Insert after
Cycliny
Irisert before...
Femove

Ramp from |70 j degiees ta |39 j‘ dedrees.
Fisngby [01  —] degres(s) each step,
“wait for 30 seconds af pre-melt conditioning on first step,

Wait for 2 ﬂ seconds for each step aftenwards,

Acquire to HEH & on HRM

Gain Dptimisation

[v Dptimise gain before melt on all tubes.

will be selected.

The gain giving the highest fluorescence less than I?El j‘

9. Opcional: Defina a ofimizagdo do ganho automdtica. Isto é aplicdvel apenas ao passo de

amplificacdo em tempo real e estd definida para o canal verde. Clique no botdo Optimize
Acquiring (Otimizar aquisi¢do) (para ofimizar apenas os canais utilizados por uma execugdo).
A otimizagdo é efetuada de melhor forma imediatamente antes do primeiro passo de aquisicdo,
por isso, marque a caixa de verificacdo Perform Optimization Before First Acquisition (Efetuar
ofimizacdo antes da primeira aquisicdo). O intervalo recomendado para a fluorescéncia de
fundo para corantes intercalados é entre 1 e 3 unidades de fluorescéncia. Para alterar esta

definicdo, clique no nome do canal para o selecionar na lista e, em seguida, clique no botdo

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. Inicie a execugdo clicando em Start Run (Iniciar execugdo) e guarde o ficheiro de execucdo

no computador.

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 os nomes das amostras (opcional). Os nomes das amostras podem ser editados durante

ou apds uma execugdo.

~loix
File Edit Format Security
Standard | Fatar Style I
Setftings :
lrﬁiven Conc. Farmat : I j Unit - ICDpiesa‘u\ j Maore Options |
—Samples :
- SR EEE
C |ID |Mame | Type | Groups | Given Cone, |Selected | 2|
LT N 1L -1 Ha
B 2 vidips 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 Unknawn Mo
i Unknawn Mo
12 Unknowin Mo LI
Page :
’7Nam9' IPageW < I > | Mew | Delete [~ Synchronize pages
Undo I ok Cancel Help I

10.8 Andlise de dados de realtime PCR

Analisar os dados de realtime PCR antes da andlise dos dados de HRM é vantajoso. Os dados
de realtime PCR podem realgar os ensaios com pior desempenho. Identificar estes valores atipicos
e filtrd-los para a andlise de HRM posterior ird melhorar bastante a eficécia geral da andlise de
HRM, visto que analisar produtos de PCR de baixa qualidade ird originar maus resultados de HRM.

Recomendamos que analise dados quantitativos de realtime PCR da seguinte forma.

1. Andlise os dados em tempo real utilizando a opgdo Quantitation (Quantificagdo) na janela
Analysis (Andlise). Se algum dos valores de Cr for 30 ou superior, considera-se que as reagdes
correspondentes amplificaram demasiado tarde. Estas amostras devem ser analisadas como
hipéteses ou removidas da andlise como sendo um valor atipico. A amplificagdo tardia
normalmente devese a uma quantidade demasiado pequena do modelo inicial e/ou a

elevados niveis de degradag¢do da amostra.

2. Avalie o nivel de fluorescéncia do ponto final. Se a fluorescéncia do ponto final em qualquer
um dos gréficos de amplificacdo for baixa comparativamente & maioria dos grdficos no
conjunto de dados, omita essas amostras da andlise mesmo que o seu valor de Cr seja inferior
a 30. A fluorescéncia baixa do ponto final pode indicar uma quantidade incorreta de corante,
niveis incorretos de componentes da reacdo (por exemplo, primers) ou a agdo de inibidores.

3. Utilize a opgdo Comparative Quantitation (Quantificagdo comparativa) na janela Analysis
(Andlise) para obter a eficiéncia da reacdo de cada amostra. Se a eficiéncia néo for
semelhante a outras reagdes na experiéncia ou se for inferior a aproximadamente 1,4, omita

a reagdo como um valor atipico.
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Comparative Quantitation Analysis - Cycling A.Green (Page 1) e =100 x]

8
Reports...  Results

dF 220

ﬂ B 10 15 o 25 30 33 40
cycle
adjust scale futo-Scale  Defaul Scale |
B Comp. Quant Results - Cycling A.Green {| : =1ol x|
Mo [Name. Take Of [Amplfication | Comparative Conc. | Rep. Takeoft |Rep. Takeoff (35% CI) | Rep. £mp. | Rep. Amp. (35%01) | Rep. Conc [Rep.C
1 mutation 1 11z 166 1.00E+00 112 188 1.00-+00 Calibra
2 mulation2 114 165 S04E01 114 185 SO4E01
3 mulation 3 1.4 164 9.04E-01 11.4 154 SO4E-01
4 widipe 1.8 1.66 701EM 14 166 TOEDI
5 widiype? 18 166 738601 118 188 7.38E01
B widiype3 13 168 7OEDT 113 188 7OEDT
7 heterozygots 1 114 167 S04E-01 114 167 904E-01
3 heterozygots 2 15 1.66 85360 15 166 8.59E-01
9 heterazygote 3 13 167 9E1EDI 113 187 9E1ED1
‘ »

Resultados de quantificagdo comparativa. A eficiéncia da reagéo é apresentada na coluna "Amplification” (Amplificagdo) como
um resultado méximo de 2 (2 = 100% de eficiéncia).

Nota: Se suspeitar da presenca de dimeros de primers ou produtos ndo especificos, avalie as
reagdes ao elaborar um gréfico de derivadas com a opgdo Melt (Fusdo) na janela Analysis
(Andlise). Certifique-se de que existe um pico Unico, indicativo de um Unico produto. Se
possivel, administre um gel para verificar se existe um produto de amplificagdo Unico. Se existir

mais do que um produto, a reagdo deve ser repetida ou novamente ofimizada.
10.9 Andlise de dados de HRM

A andlise de HRM possibilita a determinagdo visual ou automdtica de genétipos. Os resultados
podem ser visualizados como um gréfico de fusdo normalizado ou um gréfico de diferencas. As
curvas normalizadas fornecem a representacdo bdsica dos diferentes gendtipos com base na

variagdo da curva (para homozigotos) e alteragdo na forma da curva (para heterozigotos).

Os grdficos de diferengas sGo uma ajuda para a interpretagdo visual. Tragam a diferenca na
fluorescéncia de uma amostra para um controlo selecionado em cada transico de temperatura.
Os grdficos de diferencas fornecem uma visdo alternativa das diferengas entre as transicées das

curvas de fusdo.

Nota: A primeira andlise derivativa da curva de fusdo (tal como utilizada pela opgdo Melt
[Fusdo] na janela Analysis [Andlise]) é considerada inadequada para a andlise de HRM. Tal
ocorre porque qualquer derivagdo dos dados adiciona ruido artificial e torna a interpretacdo

dos dados mais dificil.

Os passos seguintes descrevem a andlise dos resultados de HRM utilizando o software Rotor-Gene Q.
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1. Selecione a opgdo HRM na janela Analysis (Andlise).

Analysis
25td Curves [Rel] | Other. |
[uantitation bl

" HRM AHRM [Page 1)

Show | Hide |

2. Sdo apresentadas janelas que mostram os dados néo processados, o gréfico normalizado e
os resultados. A janela dos dados nd&o processados permite o ajuste das regides de
normalizagdo. A normalizagdo permite que todas as curvas sejam comparadas com o mesmo
nivel de sinal de fluorescéncia inicial e final para ajudar na interpretacdo e andlise. Sdo
fornecidos dois cursores por regido, predefinidos para os finais da curva. Os pontos dos dados
dentro das regides sdo utilizados para normalizar a fluorescéncia (apenas o eixo y) para o
inicio (Regido 1) e o fim (Regido 2) do gréfico de fusdo. Os dados fora das regides definidas
sdo ignorados. Ajuste as regides para abrangerem dados representativos da linha de base
para as fases de préfusdo e péds-fusdo. Alargar as regides (clicando e arrastando) permite que
o software se ajuste ao declive da linha de base. Para se certificar de que as curvas foram

normalizadas eficazmente, evite alargar as regides de normalizagdo para a fase de fusdo.
R

Fie fAndlysis Run Gan View Window Help
ACH P HE O ‘v G 9 W W . ‘
Settings Frogress Profle  Temp, Samples Analysis Reports Arrange

New Open Save | Start Pause Stop | Help

|chammets . vk aFarRed . wel agron 52) Ferked

B4 HRM Analysis - Melt A(from 82).FarRed (Page 1) [0 ]| Page: Page1
il

Reports. Resubs  homalised Graph | Genotypes.

Narmalization Region 2|

Fluorescence

=
BankOn | BankOff ||

10 NamedOn | AIDn | AlIDH |
pBfe0 625 930 835 60 845 650 855 €60 65 &0 &5 880 685 90 895 90g Edit S amples. |
deg
NiGses  meed ~Mormalisation Regions
)| leadrgfange
B HRM Normalised Graph - Melt stat:[f24 =]
Nomalised Graph | Diffeence Graph | End: 28 5
Pl mutalion
100 - heterozygote Tiaiing Range
— utation st [ 2
heterozygote =
. heterozygote End: [837 2%
- vild ype

= | | vid e ] Confidence Percentage
=,
& e 85 @ o 6 heterozygots Theshald [ %
heterozygate:

Fiotor-Gene f) Series Software 1.7 (Build 34]
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Nota: Recomendamos que os cursores apenas sejam movidos se pretender evitar dreas da
curva de fusGo. Movimentar os cursores em direcdo as transicdes da fase de fusGo pode

influenciar os gréficos de subtragdo e as percentagens de confianga.
3. Ajanela Normalised Graph (Gréfico normalizado) apresenta as curvas de fuséo normalizadas.
As amostras também podem ser visualizadas como um gréfico de diferencas em relagdo a um

dos controlos.

ERotor-Gene Q Series Software - high resolution melt demo - [HRM Normalised Graph - Melt A(from 62).FarRed (Page 1)] 5] x|
. Fle Analysis Run Gain View Window Help Restere 31 X]
7 > = 5 7 =
ACHPUNRO (W & J & U (S N ]
New Open Save | Stat Pause Stop | Help Settings Progress Profle  Temp. Samples Analysis Reports Arrange
|charcets . vk Ferked "Me\m(fmmaz)med‘
| Difference Graph | Page: Pag=1
1
2 197
3 i
100 4
-~ &
e 3
) - 7

135
8 0
a
10
b o
12
13 187
1 Feal
15 189
16 188
I —
Bark On Bank O
NamedOn | AlDn | AllOH
Edit Samples.

- Nomalisation Regions
Leading Range
=
st [B24

End: 28 =

0

ormalized F liorescence

Traiina Range
|
st [m3

end: [B37 =]

Confidence Percentage
. Thieshld [0 %
g =s om0 ms s ms w0 ms om0 s w0 @s @0 ms @0 =

dea

Rlotor Giene 0 Series Software 1.7 (Buid 54)

4. Clique no botdo Genotypes... (Genétipos...) para definir os genétipos. Infroduza o nome de
cada categoria de gendtipos e selecione uma amostra representativa para cada uma a partir

da lista de amostras.

-ioix]

Genatype Control -
mutation 198
wild type: 20
heterozpgote 197

Clear | 0K | Cancel
'y Select a Control x|

Pleaze select the control that is representative of this
genaltype.

Curently Selected : 198

211597
[3] negl
41156
[5]1535
[E] negZ
[7)202

(8) 201 .
ol | »r'

Select I Select None Cancel I
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5. Visudlize o grdfico de diferencas selecionando o separador Difference Graph (Gréfico de
diferengas). Em seguida, selecione o genétipo com o qual pretende comparar todas as outras
amostras utilizando o menu pendente na parte superior da janela. No exemplo apresentado,
todas as amostras sdo tragadas subtraidas de um gréfico de médias de todas as amostras

etiquetadas como Mutation 1 (Mutagdo 1).

ERotor-Gene Q Series Software - high resolution melt demo - [HRM Normalised Graph - Melt A(from 82).FarRed (Page 1)] 151
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7l 2 4 ’ 7 H = 0
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Fiotor-Gene 0 Series Software 1.7 (Buid 33)

6. Os gendtipos serdo automaticamente designados pelo software na janela Results (Resultados).
E fornecido um valor de confianca como uma verificacdo de integridade dos resultados
designados automaticamente. O valor de limiar, acima do qual sdo feitas as designacdes
automdticas, pode ser editado. As amostras que estdo abaixo do limiar definido serdo
marcadas como uma variagdo para serem investigadas mais aprofundadamente ou para

voltarem a ser testadas.

i HRM Results - Melt A{from 82).FarRed {(Page 1} Normalisation Regions
Leading Range
Genotype Confidence % za =
mutation 700,00 sl | EER
2 heterazygote | 100.00 End: |B2.8 ﬂ
1 W mutation 9572
5 195 heterozygote | 97.58 Traling Range
[ ES heterozugote | 97.80 Start - [89.3 j
8 20 wild type 100,00 =
End: [89.7
5 Meam wild type 99,66 (U
10 W heterozygote | 98.91 .
12 01m heteromygote | 96.23 Ll F“'““;'fg"
13 187 wild type 9323 Threshald |30 Si%
15 189 wild type: 9759
Y vy - — e
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11 Resolugdo de problemas

Esta secgdo fornece informagdes sobre o que fazer se ocorrerem erros durante a utilizagdo do
Rotor-Gene Q MDx System.

Caso necessite de obter mais assisténcia, contacte os Servicos de Assisténcia da QIAGEN

utilizando as informacdes de contacto abaixo:
Site: support.giagen.com

Ao contactar os Servicos de Assisténcia da QIAGEN acerca de um erro com o Rotor-Gene Q MDx,
anotfe os passos anteriores ao erro e quaisquer informagdes apresentadas nas caixas de didlogo.

Essas informagdes irdo ajudar os Servigos de Assisténcia da QIAGEN a solucionar o problema.

Quando contactar os Servicos de Assisténcia da QIAGEN acerca de um erro, tenha & mdo as

seguintes informacdes:

Numero de série, tipo e versdo do Rotor-Gene Q MDx

Versdo do software (se aplicavel)

Dia e hora da primeira ocorréncia do erro

Frequéncia da ocorréncia do erro (ou seja, erro intermitente ou persistente)
Descricdo detalhada da situacdo de erro

Fotografia do erro, se possivel

Cépia dos ficheiros de registo

Estas informagdes irdo ajudd-lo a si e ao especialista dos Servigos de Assisténcia da QIAGEN a

lidar da forma mais eficiente com o problema.

Nota: As informagdes sobre as versdes mais recentes do software e do protocolo podem ser
encontradas em www.qiagen.com. Em alguns casos, podem estar disponiveis atualizacdes para

resolver problemas especificos.
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11.1  Arquivos de registo

O software mantém um registo ndo modificado de cada execugdo, juntamente com informagdes
de diagnéstico, no seu repositério dos arquivos de registo. Ao utilizar a opgdo Help, Send Support
Email (Ajuda, enviar e-mail de assisténcia), é possivel enviar um e-mail juntamente com todas as

informagdes de diagndstico necessdrias para os Servicos de Assisténcia da QIAGEN (consulte a

secgdo 6.12.1).

Para poupar espago do disco, apenas sdo armazenados arquivos de registo das 60 execucdes

mais recentes. Os arquivos de registo de execugdo mais antigos serdo substituidos & medida que

sdo criados novos.

11.2 Erros de hardware e software

11.2.1 Resolugdo de problemas de HRM

Comentdrios e sugestoes

Nao é possivel executar HRM

O modelo de Rotor-Gene Q MDx ndo estd
equipado com HRM

Nao foram obtidos dados de HRM

Configuragdo incorreta

Os grdficos parecem recortados

Amplificagdo fraca ou inexistente

Contacte o representante local da QIAGEN.

Verifique as definicdes de filtro.

Verifique se o tipo de rotor estd correto.

Verifique se foram utilizados os reagentes corretos.
Verifique se a reagdo foi configurada corretamente.

Execute uma experiéncia de controlo positivo (ou seja, um ensaio que se
sabe que fornece resultados).

Verifique se foram utilizados os reagentes e protocolos corretos.
Recomendamos os kits da QIAGEN para a andlise de HRM.

Verifique se a reacdo foi configurada corretamente.
Verifique as condiges de ciclagem.

Verifique a qualidade inicial e a quantidade do modelo. Recomendamos
os kits da QIAGEN para a preparagdo da amostra.

Os grdficos de fusdo ou de amplificagdo estdo saturados

Defini¢do dos ganhos muito elevada

As percentagens de confianca foram alteradas

As regides de normalizagdo foram movidas
ao clicar e arrastar

Estdo presentes valores atipicos nos dados

Configuragdo da reagdo inconsistente

Inibidores presentes na amostra

Modelo degradado ou em pequena
quantidade

Utilize a Auto-Gain Optimisation (Otimizagdo do ganho automdtico)
(consulte a pagina 61).

Apenas mova regides de normalizacdo se for necessdrio evitar partes da
curva de fusgo.

Verifique se foram utilizados os reagentes corretos.
Verifique se os tubos utilizados estdo uniformes.

Verifique se foi utilizada a mesma mistura principal para todas as
amostras.

Verifique a qualidade inicial e a quantidade do modelo.
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11.3 Mensagens de erro e de aviso

11.3.1 Erros gerais do instrumento

Mensagem de erro

Comentdrios e sugestoes

Can't open the serial port <COMPORT> (Ndo é
possivel abrir a porta de série <COMPORT>)

Chamber lid open (Tampa da cémara aberta)

Could not continue run; the chamber lid was
opened during a run. Please reset the
machine, and restart the software. (N&o foi
possivel continuar a execugdo; a tampa da
cémara foi aberta durante a execucdo.
Reponha a méquina e reinicie o software.)

Chamber lid open (Tampa da cémara aberta)

The instrument chamber lid is open. Please
close the lid and then click Continue. (A tampa
da cdmara do instrumento estd aberta. Feche
a tampa e, em seguida, clique em Continuar.)

Communication corrupted (Comunicagdo
corrompiday)

Communication out of sequence (Comunicagédio
fora da sequéncia)

Instrument has received data from the machine
that is out of sequence. (O instrumento recebeu
dados da maquina que estdo fora da
sequéncia.)

Communication protocol error (Erro de
protocolo de comunicagéio)

A communication protocol error occurred with
this run. (Ocorreu um erro de protocolo de
comunicagdo nesta execugdo.)

Detector motor jam, stopped machine (O motor
do detetor encravou e parou a méaquina)

Este erro ocorre no arranque do software caso o software ndo
consiga comunicar com o instrumento através da porta COM
configurada. Normalmente isto é provocado por cabos
defeituosos, cabos soltos, portas de série defeituosas, portas USB
defeituosas, um problema com a unidade USB ou um problema
com o controlador do conversor USB para série.

Torne a ligar ou substitua o cabo. Reinstale os controladores
adequados. Inicie o software no Virtual Mode (Modo virtual) e
selecione o botdo Setup/Auto-Detect
(Configuragéo/Autodetegdo) no menu File (Ficheiro) para repor

a porta COM configurada.

Este erro ocorre quando o software deteta que a tampa estd
aberta a meio de uma execugdo.

Reponha a mdquina e reinicie o software.

Este erro ocorre quando o utilizador tenta iniciar uma execucdo
enquanto a tampa do instrumento estd aberta.

Feche a tampa da cémara do instrumento e, em seguida, clique
em Continue (Continuar).

Este erro ocorre quando os dados recebidos do instrumento ndo
correspondem ao padrdo esperado.

S&o necessdrias mais investigagdes por parte de um especialista
de Assisténcia Local da QIAGEN para diagnosticar o problema
do instrumento.

Contacte o seu distribuidor ou os Servigos de Assisténcia da

QIAGEN.

Este erro ocorre quando os dados recebidos do instrumento ndo
se encontram na ordem correta.

S&o necessdrias mais investigagdes por parte de um especialista
de Assisténcia Local da QIAGEN para diagnosticar o problema
do instrumento.

Contacte o seu distribuidor ou os Servicos de Assisténcia da

QIAGEN.

Este erro ocorre quando o protocolo de comunicagdo
configurado no firmware né&o é o mesmo que o protocolo
esperado.

S&o necessdrias mais investigagdes por parte de um especialista
de Assisténcia Local da QIAGEN para diagnosticar o problema
do instrumento ou do protocolo de comunicagdo.

Este erro pode ocorrer quando o Rotor-Gene Q MDx é iniciado
imediatamente apds a entrega em climas frios.

Neste caso, deixe o instrumento aclimatizar-se & temperatura
ambiente pelo menos durante uma hora antes de o ligar.

Se o erro persistir, contacte o seu distribuidor ou os Servicos de

Assisténcia da QIAGEN.
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Mensagem de erro

Comentdrios e sugestoes

Fatal hardware malfunction (Avaria fatal do
hardware)

The instrument detected that there was a fatal
hardware malfunction. Do not attempt to re-use
the machine until the machine has been
serviced by your distributor. (O instrumento
detetou que ocorreu uma avaria fatal do
hardware. Néo tente utilizar novamente a
maéquina até obter assisténcia por parte do
seu distribuidor.)

Machine error (Erro da maquina)

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. (Esta
execugdo foi interrompida, pois ocorreram
erros dos quais n&o foi possivel recuperar.
Contacte o seu distribuidor se isto ocorrer
novamente, anexando um ficheiro de arquivo
de apoio.)

Machine unplugged (Fonte de alimentagéio da
méquina desligada)

The instrument is not responding and failed
with the message <ERROR MESSAGE >. This
is an unrecoverable failure, please reset the
instrument and restart the software. (O
instrumento ndo estd a responder e falhou com
a mensagem <MENSAGEM DE ERRO>. Trata-
se de uma falha irrecuperdvel; reponha o
instrumento e reinicie o software.)

Machine unplugged (Fonte de alimentagdio da
mdéquina desligada)

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. (O instrumento ndo estd
ligado ao seu computador em <NOME DA
PORTA>. Volte a ligar o cabo de série & parte
traseira do computador e, em seguida, clique
em Continuar.)

Object variable or with block variable not set

(Variével de objeto ou com variével de bloco
ndo definida)

Este erro ocorre quando o software tiver defetado uma avaria
fatal do hardware e ativado um procedimento de protegdo de
seguranga para desligar a méquina.

Desligue imediatamente o instrumento e contacte o seu
distribuidor ou os Servicos de Assisténcia da QIAGEN.

Este erro ocorre quando o software deteta erros na mdquina,
dos quais ndo foi possivel recuperar. O software parou a
execugdo.

Tente outra execugdo. Se o problema persistir, contacte o seu
distribuidor ou os Servicos de Assisténcia da QIAGEN e anexe
um ficheiro de arquivo de apoio.

Este erro ocorre se o instrumento ndo comunicar com o software
apés um intervalo de tempo de espera definido. E
frequentemente causado por uma falha no instrumento ou devido
a atividade excessiva por parte do PC, o que provoca a perda
de um pacote.

As causas comuns relacionadas com o software incluem tarefas
exigentes para o processador, como protegdo residente de
antivirus ou andlises agendadas do antivirus, placas sem fios ou
placas de infravermelhos.

Desative ou desinstale o software/tarefa exigente para o
processador.

Reponha o instrumento e reinicie o software.

Contacte o seu distribuidor ou os Servicos de Assisténcia da
QIAGEN caso o problema persista.

Este erro ocorre quando a comunicagdo USB ou de série para o
instrumento é perdida.

Volte a ligar o cabo de série ou USB & parte traseira do
computador e, em seguida, clique no bot&o Continue
(Continuar).

Este erro ocorre no arranque do software se o ficheiro do
modelo da experiéncia predefinido tiver sido corrompido. Isto
pode acontecer se o software/computador for encerrado sem
fechar tudo corretamente, por exemplo, quando ocorre uma
falha de energia.

Elimine o ficheiro C:\Program Files\Rotor-Gene Q
Software\Templates\normal.ret e, em seguida, reinicie o

software.
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Mensagem de erro

Comentdrios e sugestoes

Rotor speed failure (Falha na velocidade do
rotor)

Time out while setting the rotor speed. (Tempo
limite excedido para definir a velocidade do
rotor.)

Serial port in use (Porta de série em utilizagdio)

The serial port is currently being used by
another application. Close any applications
such as communications or synchronization
software and then retry. (A porta de série estd
a ser atualmente utilizada por outra
aplicacdo. Feche quaisquer aplicacdes, como
comunicacdes ou software de sincronizacdo e,
em seguidu, tente novamenre.)

Shutdown timeout (Tempo limite para
encerramento)

The instrument has exceeded the expected time
to shutdown. Please reset the machine, and
reset the software. (O instrumento excedeu o
tempo esperado para encerrar. Reponha a
méquina e reinicie o software.)

Temperature protection activated (Protecdio da
temperatura afivada)

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. (O
instrumento detetou que a temperatura da
cdmara aumentou acima do nivel seguro. Por
este motivo, entrou em modo de autoprotegdo.
Desligue o instrumento e contacte o seu
distribuidor caso o problema persista.)

Thermistor is open (O termistor estd aberto)

The instrument detected that the thermistor is
open, and so to prevent damage fo the
machine, it has been turned off. Please contact
your distributor if this occurs again. (O
instrumento detefou que o termistor esta
aberto, por isso, para prevenir a ocorréncia
de danos na méquina, foi desligado. Contacte
o seu distribuidor se isto ocorrer novamente.)

Unrecoverable errors occurred (Ocorréncia de
erros irrecuperdveis)

This run was stopped as machine errors
occurred that could not be recovered from.
Please contact your distributor if this occurs
again, aftaching a support archive file. (Esta
execugdo foi interrompida, pois ocorreram erros
dos quais ndo foi possivel recuperar. Contacte
o seu distribuidor se isto ocorrer novamente,
anexando um ficheiro de arquivo de apoio.)

Este erro ocorre quando o software tiver tentado definir a
velocidade do rotor e falhado a definicdo da velocidade-alvo
dentro de um periodo de tempo limite.

S&o necessdrias mais investigagdes por parte de um especialista
de Assisténcia Local da QIAGEN para diagnosticar o problema
do instrumento.

Contacte o seu distribuidor ou os Servicos de Assisténcia da

QIAGEN.

Este erro ocorre quando o software fenta ligar-se & maquina na
porta COM configurada quando a porta estd a ser utilizada por
outro software.

Feche quaisquer aplicagdes, como comunicagdes ou software de
sincronizacdo e, em seguida, tente novamente.

Este erro ocorre quando o software emite o comando de
encerramento para o instrumento e a mdquina continua a enviar
dados apés o periodo de tempo de tolerdncia esperado.

Reponha a mdquina e reinicie o software.

Este erro ocorre quando o software deteta que a temperatura da
cdmara aumentou acima do nivel seguro e, por este motivo,
ativa um procedimento de protecdo de seguranca.

Desligue imediatamente o instrumento e contacte o seu
distribuidor ou os Servicos de Assisténcia da QIAGEN.

Este erro ocorre quando o software defeta que o termistor estd
abertfo e, por isso, ndo é capaz de ler a temperatura; o
software, em seguida, afiva um procedimento de protegdo de
seguranga para desligar a méquina.

Desligue imediatamente o instrumento e contacte o seu
distribuidor ou os Servicos de Assisténcia da QIAGEN.

Este erro ocorre a meio de uma execugdo, apds o software ter
feito todas as tentativas possiveis para recuperar e ter falhado.

S&o necessdrias mais investigagdes por parte de um especialista
de Assisténcia Local da QIAGEN para diagnosticar o problema
do instrumento.

Contacte o seu distribuidor ou os Servigos de Assisténcia da

QIAGEN.
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11.3.2 Mensagens do software Rotor-Gene Q

Segue-se uma lista de utilizagdo, aviso e outras mensagens que podem ser apresentadas no

software Rotor-Gene durante o funcionamento do software e hardware. Qualquer parte da

mensagem que é varidvel, tais como as descricdes de erros de caracteristicas, é dada entre
parénteses (por exemplo, <ERROR DESCRIPTION> [DESCRICAO DO ERRO)]).

Texto da mensagem

Mensagens gerais

A raw channel already exists for this page. If you would like fo recreate this page, you must first delete the raw
channel via the Options button and then try again. (J& existe um canal ndo processado para esta pagina. Se
prefender recriar esta pagina, primeiro necessita de eliminar o canal ndo processado através do botdo
Options [Opgcdes] e, em seguida, tente novamente.)

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. (Ocorreu um problema sério que requer que o software seja encerrado. Depois de clicar em OK,
o seu frabalho seré guardado e a mdquina ird desligar-se, se possivel. Se este problema persistir, contacte o
seu distribuidor.)

Cannot delete this page. There must always be at least one sample page. (NGo é possivel eliminar esta
pdgina. E necessdrio haver sempre pelo menos uma pdgina de amostras.)

Can't connect fo instrument on serial port <COMPORT>. Check the machine is correctly plugged into the back
of the computer, then retry (N&o é possivel ligar ao instrumento através da porta de série <COMPORT>.
Verifique se a maquina estd corretamente ligada & parte traseira do computador e, em seguida, tente
novamente)

Can't open the serial port <COMPORT> fo connect to the instrument. Check you do not have any
communications software open, then retry. (N&o é possivel abrir a porta de série <COMPORT> para ligar ao
instrumento. Verifique se néo tem nenhum software de comunicaces aberto e, em seguida, tente novamente.)

Could not save fo run because some data on the form was invalid. Please check your entries then try again.
(N&o foi possivel guardar para executar pois alguns dados no formuldrio séo invélidos. Verifique as suas
enfradas e, em seguida, tente novamente.)

Couldn't save file. Confirm the disk has enough space and that it is free of errors. (N&o foi possivel guardar o
ficheiro. Confirme se o disco tem espago suficiente e que estd livre de erros.)

E-mail application could not be started. Confirm that it has been correctly installed on your computer. (A
aplicagdo de correio elefrénico ndo pode ser iniciada. Confirme se foi instalada corretamente no seu
computador.)

Encountered an error during run: <ERROR DESCRIPTION>. The run will continue, and a message will be
logged in the messages tab of Run Info. (Foi encontrado um erro durante a execugdo: <DESCRICAO DO
ERRO>. A execugdo ird continuar e uma mensagem serd registada no separador das mensagens de
informagdes de execucdo.)

Instrument was not detected. Please ensure you have correctly connected the instrument, and that the
instrument is turned on. (O instrumento ndo foi detetado. Certifique-se de que ligou corretamente o instrumento
e que este estd ativo.)

Logging is currently disabled due to a previous error. Archived logs cannot be viewed until the software has
been restarted. (Inicio de sess@o atualmente desativado devido a um erro anterior. Os registos arquivados
n&o podem ser visualizados até que o software fenha sido reiniciado.)

Not all samples could be normalised as the fluorescent level was too low. (Nem todas as amostras puderam
ser normalizadas visto que o nivel de fluorescéncia estava demasiado baixo.)

Only runs performed with the same rotor as the current run may be imported. (Apenas podem ser importadas
execucdes efetuadas com o mesmo rotor da execugdo atual.)

Please note that log files for the current run will not be available until it has completed. (Tenha em atencéo que
os ficheiros de registo para a execugdo atual néo estardo disponiveis até que esta esfeja concluida.)

Please type valid number of times to repeat. It should be more than 0. (Introduza um nimero vélido de vezes
para repetir. O nimero deve ser superior a 0.)
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Texto da mensagem

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29
30

31

32

33

34

Problem encountered while updating log data. Logging has been disabled, but will be renabled on the next
run. (Foi encontrado um problema ao atualizar dados de registo. O inicio de sesséo foi desativado, mas serd
novamente afivado na préxima execuc&o.)

Run file signing ensures the integrity of your run results. Information about a run's signature can be found in the
Run Info window. (A assinatura do ficheiro de execugdio assegura a integridade dos seus resultados de
execugdo. As informagdes acerca da assinatura de uma execugéo podem ser encontradas na janela Run Info
[Informagdes de execugdo].)

Sample ID is locked. Cannot paste over locked samples. (A ID da amostra estd bloqueada. NGo é possivel
colar sobre amostras bloqueadas.)

TeeChart Office has not been installed on this computer. Please re-install the Rotor-Gene software.
(O TeeChart Office ndo foi instalado neste computador. Instale novamente o software Rotor-Gene Q.)

The COM port configured for the instrument is not selected. You must select a COM port. (A porta COM
configurada para o instrumento ndo estd selecionada. Deve selecionar uma porta 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. (O ficheiro de execugdo
carregado contém uma assinatura que n&o corresponde aos conteidos dos ficheiros. Isto significa que o
ficheiro foi corrompido ou adulterado, pois foi escrito pelo software Rotor-Gene Q.)

The loaded run file has no signature. The contents of this file cannot be guaranteed. (O ficheiro de execugdo
carregado ndo tem assinatura. Os conteddos deste ficheiro ndio podem ser garantidos.)

The Machine serial number is not valid. Serial numbers must be at least 6 digits long. (O nimero de série da
mdquina ndo é vélido. Os nimeros de série devem conter pelo menos 6 digitos.)

The machine will now be 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. (A méquina serd agora arrefecida para <TEMPERATURA> graus. A cdmara e as
superficies ainda estardo muito quentes quando abrir a maquina. Tenha cuidado e utilize luvas de protegdo
se focar em qualquer uma das superficies ou tubos.)

The regional seftings for your computer are conflicting. Ensure your currency and numeric decimal
placeholders are matching. (As definicdes regionais para o seu computador s&o contraditérias. Certifique-se
de que a sua moeda e os marcadores de posigdo decimais numéricos sdo correspondentes.)

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. (O nimero de série introduzido no ecrd de boasvindas <NUMERO DE SERIE
1> ndo corresponde ao nimero de série armazenado na méaquina anexada <NUMERO DE SERIE 2>. O
nimero de série do computador foi agora atualizado para corresponder & méquina ligada.)

There was a problem communicating with the communication board. You should reboot the computer and
then refry. (Houve um problema ao comunicar com o quadro de comunicagdo. Deve reiniciar o computador
e, em seguidu, tentar novamente.)

There was a timeout attempting fo talk to the instrument. Check it is correctly plugged in. (Havia um tempo
limite a fentar comunicar com o instrumento. Verifique se estd ligado correfamente & fonte de alimentagéo.)

This feature cannot be used in virtual mode. (Esta funcionalidade ndo pode ser utilizada no modo virtual.)

This profile file was created in a more recent version of the Rotor-Gene software. Certain aspects may not load
correctly. (Este ficheiro de perfil foi criado numa verséo mais recente do software Rotor-Gene. Certos aspetos
podem n&o carregar corretamente.)

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 ficheiro de execugdo foi criado numa versdio mais recente do software Rotor-Gene.
Certos aspetos da execucdo podem ndo carregar corretamente.)

This sample file was created in a more recent version of the Rotor-Gene software. Certain aspects may not
load correctly. (Este ficheiro de amostras foi criado numa versdo mais recente do software Rotor-Gene. Certos
aspetos podem néo carregar corretamente.)

This software will perform basic simulation of a machine for training and demonstration purposes. You can
disable this setting via the Setup screen, accessible from the File menu. (Este software iré efetuar uma
simulagdo bésica de uma maquina para efeitos de formagdo e demonsiracdo. Pode desativar esta definicdio
no ecrd Setup [Configuragdo), acessivel a partir do menu File [Ficheiro].)

This template was created in a more recent version of the Rotor-Gene software. Certain aspects of the template
may not load correctly. (Este modelo foi criado numa versdo mais recente do software Rotor-Gene. Certos
aspetos do modelo podem n&o carregar corretamente.)
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35

36

37

38

39

40

41
42

43

44
45

46

47

48

49

50

51

52

53

Unable to load this sample file as tube layouts do not match. Load these samples before starting the run. (N&o
foi possivel carregar este ficheiro de amostras pois a configuragdo dos tubos ndo corresponde. Carregue
estas amostras antes de iniciar a execugdo.)

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. (N&o
foi possivel abrir comunicagdes com a méquina pois outra aplicagdo jé esté a utilizar <COMPORT>.
Verifique se ndo tem aplicacdes em execucdo que utilizem a mesma porta de série e, em seguida, tente
novamente.)

Unrecoverable errors were encountered while attempting to load the file. The file was not loaded. (Foram
encontrados erros irrecuperdveis ao tentar carregar o ficheiro. O ficheiro ndo foi carregado.)

You cannot stop the program while the run is in progress. (N&o pode parar o programa enquanto estd a
decorrer a execugdo.)

You have insufficient rights to use the software. Please contact the domain administrator to set up groups.
(Né&o tem direitos suficientes para utilizar o software. Contacte o administrador do dominio para configurar
grupos.)

You must have performed a quantitation analysis fo export samples. (Deve ter efetuado uma andlise de
quantificagdo para exportar amostras.)

You must select a COM port before continuing. (Deve selecionar uma porta COM antes de prosseguir.)

Your run could not be saved to its default location. On the following window, select an alternative location to
save your run. (A sua execugdo ndo pode ser guardada na sua localizagdo predefinida. Na janela seguinte,
selecione uma localizagdo alternativa para guardar a sua execugéo.)

Your settings have been saved. Click OK to close the software. (As suas definicdes foram guardadas. Clique
em OK para fechar o software.)

You must select a rotor before continuing. (Deve selecionar um rotor antes de prosseguir.)

You cannot start the run until you fick the checkbox to confirm that the locking ring has been attached.
(Né&o pode iniciar a execugdo até marcar a caixa de verificagdo para confirmar que o anel de blogueio
foi fixado.)

Mensagens de ajuste automdtico do ganho

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. (O ajuste manual do ganho
utiliza os canais que definiu no seu perfil. Como ndo definiu qualquer ponto de aquisi¢do no seu perfil, ndo
pode efetuar o ajuste manual do ganho.)

The temperature you entered was not saved because it was outside the range of the machine. Enter a valid
temperature. (A femperatura que introduziu ndo foi guardada pois estava fora do intervalo da maquina.
Introduza uma temperatura vélida.)

Mensagens do editor

Please enter a valid group code. Group codes must be a maximum of 5 characters, and contain no spaces or
commas. (Infroduza um cédigo de grupo vélido. Os cédigos de grupo devem ter um méximo de 5 caracteres
e ndo podem conter espagos ou virgulas.)

Please enter a valid group name. Group names cannot contain commas or be empty. (Infroduza um nome de
grupo vélido. Os nomes do grupo ndo podem conter virgulas ou estar vazios.)

Mensagens de calibragéio da desnaturagéo ética

Unable fo set as optical denature point due to calibration failure. Please enter a valid number of seconds to
hold. It should be a positive value. (N&o foi possivel definir como ponto de desnaturagdo éfica devido a falha
na calibragdo. Infroduza um ndmero vélido de segundos para suspender. Deve ser um 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. (NGo foi detetado um pico de fuséo durante a calibragéo de desnaturagdo ética. Isto
pode ser devido ao facto de fer sido selecionado o tubo incorreto para calibragéo ou de ter sido utilizado um
quimico incorrefo para esta amostra. No seu lugar foi executado um perfil de passos agendados.)

Mensagens da OTV
You must enter a valid OTV serial number to perform the run. (Deve introduzir um némero de série de OTV
vélido para efetuar a execugdo.)

This temperature verification file has been corrupted. Please uninstall and re-install the Rotor-Gene software to
correct this error. (Este ficheiro de verificagdio de temperatura foi corrompido. Desinstale e instale novamente o
software Rotor-Gene para corrigir esfe erro.)
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Texto da mensagem
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66

67
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69

70

71

This run file is not correctly signed. Results cannot be displayed. (O ficheiro de execugdo ndo estd assinado
corretamente. Os resultados ndo podem ser apresentados.)

You cannot start until you fick the checkbox to confirm that the fluorescent insert has been placed correctly.
(N&o pode iniciar a execugdo até marcar a caixa de verificagdio para confirmar que o introdutor de
fluorescéncia foi colocado corretamente.)

This rotor has expired. Please contact your distributor o obtain a replacement. (Este rotor expirou. Contacte o
seu distribuidor para obter um substituto.)

Mensagens do menu de seguranca

Could not open the Windows user/group manager. (N&o foi possivel abrir o utilizador/gestor do grupo do
Windows.)

Could not create groups. (N&o foi possivel criar grupos.)

Cannot modify access of inbuilt accounts. (N&o foi possivel modificar o acesso as contas incorporadas.)
Menu de andlise

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. (Selecionou apenas um canal para andlise.

Para selecionar vérios canais, desloque um retdngulo para circundar os canais que prefende apresentar na
janela de selecdo da andlise.)

You have selected multiple channels for analysis. This analysis technique only allows single channels to be
analysed. (Selecionou vérios canais para andlise. Esta técnica de andlise apenas permite que sejam
analisados canais Gnicos.)

Mensagens de medigéo da concentracdo

Concentration Measurement performs autogain opfimisation on the first rotor position. Ensure you have your
highest concentration standard in the first rotor position. (A medi¢do da concentragdo efetua a otimizagdo
automdtica do ganho na primeira posig¢do do rotor. Certifiquese de que tem o padréo de concentragdio mais
elevado na primeira posigdo do rotor.)

Mensagens de andlise do ponto final

To use end-point analysis you must have positive and negative controls in each channel. To define these
controls click OK. (Para ufilizar a andlise do ponto final deve fer controlos positivos e negativos em cada
canal. Para definir estes controlos, clique em OK.)

You have not defined any positive controls. You must define positive controls for each channel you are
analysing. (N&o definiu nenhum controlo positivo. Deve definir controlos positivos para cada canal que estd a
andlisar.)

You have not defined any negative controls. You must define negative controls for each channel you are
analysing. (N&o definiu nenhum controlo negativo. Deve definir controlos negativos para cada canal que estd
a analisar.)

You have not defined any NTC controls. You must define NTC controls for each group. (N&o definiu nenhum
controlo NTC. Deve definir controlos NTC para cada grupo.)

Mensagens de andlise de HRM
Genotype <GENOTYPE NAME> does not have a control defined. (O genétipo <NOME DO GENOTIPO>

ndo tem um controlo definido.)

Duplicate genotype combinations are not allowed. (Néo sdo permitidas combinacdes de gendtipos
duplicadas.)

High resolution melts are not supported on this instrument. Please contact your distributor for more information.
(N&o sdo suportadas fusdes de alta resolugdo neste instrumento. Contacte o seu distribuidor para obter mais
informagdes.)

Mensagens de andlise de fusao

The genotypes can not be defined until bins have been placed. Please define all bins and then try again. (Os
gendtipos ndo podem ser definidos até que tenham sido colocados os recipientes. Defina todos os recipientes
e, em seguida, fente novamente.)

You must enter an abbreviation for <GENOTYPE NAME> genotype. (Deve introduzir uma abreviatura para o
gendtipo <NOME DO GENOTIPO>.)

Mensagens de andlise do grdfico de dispersdo
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Texto da mensagem

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. (A andlise do gréfico de dispersdo requer que sejam selecionados exatamente 2 canais.
Para selecionar vérios canais, arraste um retdngulo junto aos canais que pretende apresentar na janela de
selecdo da andlise ou clique na tecla SHIFT, mantendo-a premida, sobre cada canal.)

Mensagens de andlise de quantificagdo
73 The autofind threshold feature requires that you have defined at least 2 selected standards. To set this up,
right<lick on the sample list and select “Edit Samples...” (A funcionalidade de localizagdo automdtica do

limiar requer que tenha definido pelo menos 2 padrdes selecionados. Para configurar isto, clique com o
botdo direito do rato na lista de amostras e selecione "Edit Samples..." [Editar amostras...])
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12 Glossdrio

Termo

Descrigdo

Aquisi¢Go

Recipientes

CEIVD

Canal

Ganho

Otimizagdo do ganho

Bloco de carregamento

Anel de bloqueio

Rotor

Rotor-Disc

A aquisicdo é a recolha de dados de fluorescéncia. Cada aquisicdo (conjunto de
dados de fluorescéncia) de um canal é apresentada no software como dados néo
analisados na janela "Raw channel" (Canal néo processado). Estes dados podem ser
analisados utilizando as opgdes no menu "Analysis" (Andlise).

Numa andlise de fusdo, os recipientes séo determinados para definir uma regido na
qual se espera que o pico de fusdio ocorra. Os gendtipos podem ser definidos com
base na presenca de picos em certos recipientes ou combinacdes de recipientes.

Em conformidade com a Diretiva Europeia 98/79/CE para dispositivos médicos de
diagnéstico in vitro.

Um canal consiste num diodo emissor de luz (Light Emitting Diode, LED) com um filtro
de excitagdo emparelhado com um filtro de emissdo. O LED e o filtro de excitacdo
excitam as amostras, atribuindo-lhes um determinado comprimento de onda. A
fluorescéncia emitida pelas amostras atravessa o filiro de emissdo, antes de ser
detetada por um fotomultiplicador.

O Rotor-Gene Q MDx utiliza um fotomultiplicador para recolher fotdes de fluorescéncia
e converté-los em sinais eletrénicos. O ganho é uma definicdo que determina a
sensibilidade do fotomultiplicador. Se o ganho estiver definido com um valor
demasiado elevado, o sinal fica sobressaturado. Se o ganho estiver definido com um
valor demasiado baixo, néo é possivel diferenciar o sinal do ruido de fundo.

A otimizagdo do ganho é um processo que ajusta a definicdo do ganho de forma
din&mica, permitindo que seja selecionada uma definicdo adequada, o que resulta na
detecdo ideal do sinal.

Os blocos de carregamento s@o blocos de aluminio disponiveis em diferentes formatos,
que sdo utilizados para conter os tubos ou Rotor-Discs durante a configuragdo da
reagdo. Os Rotor-Disc Loading Blocks também sdo utilizados com o Rotor-Disc Heat
Sealer para selar a quente os Rotor-Discs.

Os anéis de bloqueio sdo anéis metdlicos que se ajustam ao rotor para impedir que os
tubos e as tampas se soltem durante o funcionamento do Rotor-Gene Q MDx. As
tampas e tubos soltos podem causar danos no instrumento.

O rotor de metal contém os tubos ou Rotor-Discs no Rotor-Gene Q MDx. Permite que as
amostras girem na cdmara do instrumento e assegura que as amostras sdo alinhadas
correfamente com o sistema ético. O rotor é fixado por um anel de bloqueio.

Os Rotor-Discs sdo placas circulares de pogos de reacdo orientados verticalmente.
Estdio disponiveis formatos de Rotor-Discs de 72 e 100 reagdes. Os Rotor-Discs sdo
selados utilizando Rotor-Disc Heat Sealing Film e o Rotor-Disc Heat Sealer.
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13 Especificacdes técnicas

A QIAGEN reserva-se o direito de alterar as especificagdes em qualquer altura.

13.1 Condicdes ambientais — Condicdes de funcionamento

Poténcia 100-240 V CA, 50-60 Hz, 520 VA (pico)
Consumo de energia 60 VA (em suspenséo)

As flutuagdes de tensdo da rede de alimentagdo elétrica ndo devem
ultrapassar 10% das tensdes de alimentagdo nominais.

Fusiveis Fusivel F5A 250 V
Dissipagdo de calor/carga térmica Média: 0,183 kW (632 BTU/hora)
Pico: 0,458 kW (1578 BTU/hora)

Categoria de sobretensdo 1

Temperatura do ar 18 a 30 °C

Humidade relativa 10-75% (sem condensacdo)

Altitude Até 2000 m

Local de funcionamento Apenas para utilizagdo em interiores
Nivel de poluicdo 2

Classe ambiental 3K2 (IEC 60721-3-3)

3M2 (IEC 60721-3-3)

13.2 Condi¢des de transporte

Temperatura do ar 25 °C a 60 °C na embalagem do fabricante
Humidade relativa Méx. 75% (sem condensacéo)
Classe ambiental 2K2 (IEC 60721-3-2)

13.3 Condicdes de armazenamento

Temperatura do ar 15 °C a 30 °C na embalagem do fabricante
Humidade relativa Méx. 75% (sem condensagéo)
Classe ambiental 1K2 (IEC 60721-3-1)

13.4 Dados mecdnicos e caracteristicas do hardware

Dimensdes Largura: 370 mm
Altura: 286 mm
Profundidade (sem os cabos): 420 mm

Profundidade (porta aberta): 538 mm
Peso 12,5 kg configuragdo padrdo
Capacidade Até 100 amostras por execucdo utilizando um Rotor-Disc 100
Software Software Rotor-Gene Q versdo 2.3.x (em que x é >0)
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13.5 Especificacdes (hardware e software)

13.5.1 Especificacdes térmicas

Descri¢do

Especificagéo

Intervalo de temperatura
Exatiddo da temperatura
Resolugdo da temperatura

Uniformidade da temperatura

35°Ca99°C

(50 °C a 99 °C para aplicacdes de ciclagem)

+0,5 °C

(calibrada utilizando o procedimento de OTV do Rotor-Disc)
0,02 °C

(menor incremento programdvel)

+0,02 °C

13.5.2 Especificacdes éticas

Descri¢do

Especificagéo

Fontes de excitacdo
Detetor

Tempo de aquisi¢do

Diodos emissores de luz de energia elevada
Fotomultiplicador
4s
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14 Apéndice A — Aspetos legais
14.1 Declaracao FCC

A "United States Federal Communications Commission" (USFCC) (em 47 CRF 15. 105) declarou

que os utilizadores deste produto devem ser informados dos factos e circunsténcias seguintes.

"Este dispositivo estd em conformidade com a parte 15 da FCC: A sua utilizagdo estd sujeita as
duas condigdes seguintes: (1) Este dispositivo pode ndo causar interferéncias nocivas e (2) este
dispositivo deve aceitar quaisquer interferéncias recebidas, incluindo interferéncias que possam

causar um funcionamento indesejado."
"Este aparelho digital de classe B cumpre o regulamento canadiano ICES-003."

A seguinte declaragdo aplica-se aos produtos cobertos pelo presente manual, salvo indicagdo em
contrdrio aqui especificada. A declaracdo para outros produtos aparecerd na documentagdo

fornecida com os mesmos.

Nota: Este equipamento foi testado e cumpre os limites para os dispositivos digitais de classe B,
em conformidade com a parte 15 das Regras FCC e cumpre todos os requisitos da norma
canadiana ICES-003 sobre equipamentos causadores de inferferéncias aplicavel a aparelhos
digitais. Estes limites destinam-se a proporcionar uma protecdo razodvel contra inferferéncias
prejudiciais numa instalagdo residencial. Este equipamento gera, utiliza e pode irradiar energia de
radiofrequéncia e, se ndo for instalado e utilizado em conformidade com as instrugées, pode causar
interferéncias nocivas em comunicagdes via radio. No entanto, ndo existe garantia de que ndo
ocorrerd interferéncia numa determinada instalacdo. Se este equipamento causar interferéncias
prejudiciais & rececdo de radio ou televisdo, o que pode ser determinado desligando e ligando o
equipamento, recomenda-se que o utilizador tente corrigir a interferéncia, tomando uma ou mais das

seguintes medidas:

® Reorientar ou relocalizar a antena de rececdo
® Aumentar o espago entre o equipamento e o recefor

e ligar o equipamento a uma tomada de um circuito elétrico diferente do circuito ao qual o

recetor estd ligado

Para obter ajuda, consulte o seu revendedor ou um técnico qualificado de TV/rédio.
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14.2 Conformidade com a norma IEC EN 61326

O Rotor Gene-Q MDx cumpre os requisitos relativos a emissdes de interferéncias e a imunidade a

interferéncias descritos nas normas IEC 61326-1 e |EC 61326-2-6.

A QIAGEN GmbH Alemanha néo se responsabiliza por interferéncias de radio ou televisdo
causadas por modificagdes ndo autorizadas deste equipamento ou pela substituigdo ou ligagdo
de outros cabos de ligagdo e equipamento que ndo os especificados pela QIAGEN GmbH,
Alemanha. A corregdo das interferéncias causadas por tais modificagdes ndo autorizadas,

substituicdes ou ligagdes serd da responsabilidade do utilizador.
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14.3 Declaracdo de conformidade
Nome e morada do fabricante legal

QIAGEN GmbH
QIAGEN Strasse 1
40724 Hilden

Alemanha

E possivel solicitar uma declaracdo de conformidade atualizada aos Servicos de Assisténcia
da QIAGEN.
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14.4 Residuos de equipamentos elétricos e eletrénicos (REEE)

Esta seccdo fornece informagdes sobre a eliminagdo de residuos de equipamentos elétricos e

eletrénicos pelos utilizadores.

O simbolo do contentor de lixo com rodas barrado com uma cruz (consultar abaixo) indica que
este produto ndo deve ser eliminado com outros residuos, devendo ser levado para uma instalagdo
de tratamento aprovada ou para um ponto de recolha para reciclagem, de acordo com as leis e

os regulamentos locais.

A recolha e reciclagem seletivas de residuos de equipamentos eletrénicos no momento da
eliminacdo contribuem para a preservagdo dos recursos naturais e garantem que o produto é

reciclado de forma a proteger a satde piblica e o ambiente.

Mediante pedido, a reciclagem pode ser providenciada pela QIAGEN com um custo adicional.
Na Unido Europeia, em conformidade com os requisitos especificos de reciclagem da diretiva
REEE e nos casos em que um produto de substituicdo esteja a ser fornecido pela QIAGEN, é

assegurada a reciclagem gratuita dos equipamentos eletrénicos com marcagdo REEE.

Para reciclar equipamento eletrénico, contacte o escritério de vendas da QIAGEN local para obter
o formuldrio de devolucdo necessdrio. Uma vez recebido o formuldrio, o utilizador serd contactado
pela QIAGEN, que solicitard informagdes adicionais para agendar a recolha do residuo eletrénico

ou para facultar um orcamento individual.
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14.5 Cldusula de responsabilidade

A QIAGEN estard isenta de quaisquer obrigagdes ao abrigo desta garantia no caso de reparagdes
ou modificagdes realizadas por individuos que ndo pertencam & sua equipa, exceto nos casos em
que a Empresa tenha dado o seu consentimento por escrito para realizar tais reparagdes ou

modificacdes.

Todos os materiais substituidos ao abrigo desta garantia terdo cobertura apenas durante o periodo
da garantia original e nunca para além do prazo de validade original da garantia original, exceto
se autorizado por escrito por um executivo da Empresa. Os dispositivos de leitura, de interface e
software associado ferdo garantia apenas durante o periodo oferecido pelo fabricante original
destes produtos. As representagdes e garantias feitas por qualquer pessoa, incluindo
representantes da QIAGEN, que sejam inconsistentes ou que entrem em conflito com as condices
desta garantia ndo serdo vinculativas para a Empresa, exceto se produzidas por escrito e

aprovadas por um executivo da QIAGEN.

Manual do utilizador CE do Rotor-Gene Q MDx  02/2022

202



14.6 Contrato de licenca do software

1. Doravante, "Qiagen" refere-se & Qiagen GmbH e as suas empresas dfiliadas, e "Software"
significa os programas e os dados fornecidos neste suporte de dados fisico (por exemplo,
CD-ROM) ou pela Internet com estas condicdes. (Se tiver dividas sobre qualquer aspeto do
presente contrato ou outras questdes, envie um e-mail para support@qiagen.com.) O Software e a
documentagdo que o acompanha foram inteiramente desenvolvidos com fundos privados. Séo

fornecidos e licenciados como "software informdtico comercial.
2. Licenca

A licenca n&o confere nenhuma titularidade ou propriedade do Software e ndo constitui a venda
de nenhum direito relativamente ao Software. A Qiagen concede-lhe uma licenca ndo transferivel

e ndo exclusiva de acordo com as seguintes disposicdes:

2.1 Pode utilizar qualquer nimero de cépias do Software na sua organizacdo, desde que o
Software seja acessivel para utilizacdo apenas por funciondrios na organizacdo e desde que esta
seja o proprietdrio atual de um instrumento Rotor-Gene Q. Disponibilizar este Software para

utilizacdo fora da sua organizagdo constitui uma violagdo do presente contrato.

2.2 Apenas poderd efetuar cépias do Software conforme necessario para fins de cépia de
seguranga ou quando a cépia for um passo essencial na utilizagdo autorizada do Software. Deve
reproduzir em todas as cépias todos os avisos de direitos de autor do Software original. Em
nenhuma circunsténcias poderd copiar o Software para qualquer painel de avisos, site da Internet

ou sistema de distribuicéo piblico ou privado semelhante.

2.3 N&o poderd disponibilizar o Software a terceiros sob a forma de presente, empréstimo ou

aluguer.

2.4 Nao poderd incorporar o Software ou qualquer parte do mesmo em programas ou sistemas

informdticos desenvolvidos ou utilizados por si.

2.5 N&o poderd utilizar ou criar ficheiros de dados ou outros ficheiros processados pelo Software

(exceto se isso ocorrer durante o funcionamento normal do Software).

2.6 Néo poderd desmontar, proceder a engenharia inversa, efetuar compilagdo inversa, desbloquear
ou traduzir nenhuma parte do Software, ou fentar descobrir o cédigofonte ou os algoritmos
subjacentes do Software. Nao poderd alterar nenhum dos ficheiros de dados ou outros ficheiros que

compdem o Software (exceto se isso ocorrer durante o funcionamento normal do Software).
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2.7 Caso se trate de uma versdo de demonstragdo ou de teste do Software, estd apenas autorizado
a utiliz&-lo para fins de avaliagdo e com as restricdes descritas (como um limite de tempo,
execugdes limitadas ou outros limites). O Software poderd ou ndo tentar impor essas restricdes, e,

caso ndo o consiga fazer, isso ndo constitui uma licenca para que vé além dessas restrigdes.

2.8 Concorda em obter qualquer chave de registo/licenca necessdria apenas junto da Qiagen ou
de um distribuidor autorizado e em manter essa chave estritamente confidencial relativamente a

terceiros.
3. Rescisdo

3.1 Caso ndo cumpra os termos e as condicdes da presente licenca, sem prejuizo de outros

direitos, a Qiagen poderd cessar a presente licenca.

3.2 No prazo de 7 dias apéds a rescisdo da presente licenca, terd de enviar para a Qiagen uma
carta a afestar a destruicdo do original e de quaisquer cépias do Software, assim como a
destruicdo de todas as cépias de qualquer chave de registo/licenca. Poderd rescindir a presente

licenca em qualquer altura ao fornecer essa confirmacdo.
4. Garantia/responsabilidade limitada
4.1 A Qiagen oferece-lhe a garantia de que:

a) Se o Software for fornecido em CD-ROM, este estard isento de defeitos de material e de fabrico
em condicdes de utilizacdo normais durante um periodo de noventa dias apés a data de compra.

(Substituiremos gratuitamente qualquer CD-ROM defeituoso.)

b) Se utilizado corretamente, o Software estard substancialmente em conformidade com a
documentagdo fornecida com o mesmo ou com outras especificacdes publicadas pela Qiagen

durante um periodo de noventa dias apés a data de compra.

4.2 A responsabilidade total da Qiagen e o recurso exclusivo do adquirente serdo, segundo
critério da Qiagen, uma compensagcdo no valor de duzentos e cinquenta délares americanos

(250 $) ou a substituicdo do Software que ndo cumprir a garantia limitada.

4.3 COM EXCEGCAO DAS GARANTIAS FORNECIDAS NA SECCAO 4.1 ACIMA E NA MEDIDA
DO PERMITIDO POR LEI, A QIAGEN NAO FORNECE OUTRAS GARANTIAS RELATIVAMENTE
AO SOFTWARE.
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4.4 NA MEDIDA DO PERMITIDO POR LEI E SOB NENHUMA CIRCUNSTANCIA, TEORIA
JURIDICA, ATO ILICITO, CONTRATO OU OUTROS, A QIAGEN SERA RESPONSAVEL PERANTE
S| OU QUALQUER OUTRA PESSOA POR DANOS INDIRETOS, ESPECIAIS, ACIDENTAIS OU
CONSEQUENTES DE QUALQUER TIPO, INCLUINDO, ENTRE OUTROS, DANOS POR PERDA DE
REPUTACAO, INTERRUPCAO LABORAL, FALHA OU AVARIA INFORMATICA, OU OUTROS
DANOS OU PERDAS COMERCIAIS, MESMO QUE A QIAGEN TENHA SIDO INFORMADA DA
POSSIBILIDADE DESSES DANOS. EM QUALQUER CASO, A RESPONSABILDADE TOTAL DA
QIAGEN AO ABRIGO DO PRESENTE CONTRATO ESTARA LIMITADA A TAXA DE LICENCA
PAGA POR S| PELO SOFTWARE. ESTA LIMITACAO DE RESPONSABILIDADE NAO SE APLICA A
RESPONSABILDADE POR MORTE OU LESOES PESSOAIS, ATE AO LIMITE EM QUE A
LEGISLACAO APLICAVEL PROIBE ESSA LIMITACAO.
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15 Apéndice B — Técnicas matemdticas

Este apéndice descreve com mais detalhe as técnicas matemdticas utilizadas.

15.1 Quantificacdo

As concentracdes calculadas sdo obtidas a partir de um modelo de regressao linear simples, com

os valores conhecidos das concentra¢des logaritmicas (x) e os valores experimentais dos valores

de CT {y).

As concentragdes logaritmicas e os valores de CT dos padrées sdo utilizados para construir um

modelo com a férmula:
y=Mx+B

15.1.1 Intervalos de confianca para as concentragdes calculadas

Utilizamos o infervalo de confianga seguinte 100(1 - a)% para uma estimativa de uma nova

observagdo x0 proveniente da curva-padrdo.

Vo—fo S, 1 (w—5)?1
S I I T
Zill fl i e

Este é o intervalo de confiangca para a concentragdo de um dnico desconhecido.

Imagine que agora temos observacdes posteriores em x=x0 e

as suas médias por Yo Entdo,

2
- . T
Yo ~ NG + B1xg. ;—\|

e raciocinios semelhantes ao anterior resultam em

Yo — '.fn S 1 | e 7)2
; +—(= = —=—1%y 24/
11 1 ke n Dpx '

representamos
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Esta férmula mostra de que forma s&o determinados os intervalos de confianga para concentragées

de réplicas de desconhecidos.

Para estimativas de padrdes, pode ser obtido um infervalo de confianga menor:

Yo -1 S (rg — 72
070 L P2 0 gy 5 /2

Vo Q 12 ey
] TRRL Dxx

A implicagdo desta férmula é que a adicdo de réplicas a uma concentracdo individual padréo
reduz a largura do intervalo para todas as estimativas, & medida que n aumenta. Adicionar um
grande nimero de réplicas a um desconhecido reduz a sua incerteza até um Gnico padrdo. As

réplicas adicionais reduzem a incerteza pois o desconhecido ndo faz parte do modelo linear.
15.1.2 Intervalos de confianca para os valores de CT
Supomos que o erro nos valores de CT replicados é linear e distribuido normalmente.

Por este motivo, utilizamos o intervalo de confianga t de uma amostra. Considere que p representa
-

o valor médio para valores de CT de uma réplica "0 1! Assim, um infervalo de

confianga de 100(1 - a)% para um p do valor de CT é:

] ]

€T — "I-:':_.-“E.n ] - =, &
W/ T

W n

Gostariamos de agradecer a Peter Cook do Departamento de Matemdtica da Universidade de
Nova Gales do Sul (NSW), Sydney, Austrdlia, cuja ajuda foi preciosa para verificar as

abordagens matemdticas utilizadas.
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16 Informacdes de encomenda

16.1 Produtos, acessérios e consumiveis do Rotor-Gene Q MDx

Produto

Conteddo

N.° de cat.

Rotor-Gene Q MDx 5plex

Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM

Rotor-Gene Q MDx éplex

Acessérios

Rotor-Disc 100 Starter Kit

Rotor-Disc 100 (30)

Rotor-Disc 100 (300)

Rotor-Disc 100 Rotor

Rotor-Disc 100 Locking
Ring

Rotor-Disc 100 Loading
Block

Ciclador de realtime PCR com 5 canais
(verde, amarelo, laranja, vermelho, carmesim),
computador portdtil, software, acessérios,

1 ano de garantia das pecas e mao de obra

Ciclador de realtime PCR e analisador de
fusdo de alta resolucdo com 5 canais (verde,
amarelo, laranja, vermelho, carmesim) e canal
de HRM, computador portdtil, software,
acessérios, 1 ano de garantia das pegas e
mdo de obra

Ciclador de realtime PCR com 6 canais (azul,
verde, amarelo, laranja, vermelho, carmesim),
incluindo computador portétil, software,
acessérios, 1 ano de garantia das pecas e
mé&o de obra

O kit inclui: 2 packs Rotor-Disc 100, Rotor-Disc
Heat Sealer, Rotor-Disc Heat Sealing Film,
Rotor-Disc 100 Rotor e Locking Ring, Rotor-Disc
100 Loading Block, Rotor-Disc Pipetting Aid

30 discos embalados individualmente para
3000 reacdes

10 x 30 discos embalados individualmente
para 30 000 reagdes

Para conter os discos do Rotor-Disc 100 no
Rotor-Gene Q MDx; é necessdrio o Rotor-Disc

100 Locking Ring

Para blogquear um Rotor-Disc 100 no Rotor-Disc
100 Rotor

Bloco de aluminio para a configuragdo
manual e automdtica da reacdo nos discos do
Rotor-Disc 100

9002022

9002032

9002042

Verificar

981311

981313

9018895

9018896

9018909
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Produto

Contetdo

N.° de cat.

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

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

Auxilio para a marcagdo correta na
configuragdo manual da reagdo num Rotor-

Disc Loading Block

Instrumento de selagem a quente para
utilizacdo com Rotor-Discs; é necessdrio Rotor-
Disc 72 ou 100 Loading Block

60 peliculas para selar os discos do Rotor-
Disc 100 ou Rotor-Disc 72

10 x 60 peliculas para selar os discos do
Rotor-Disc 100 ou Rotor-Disc 72

O kit inclui: 3 packs Rotor-Disc 72, Rotor-Disc
Heat Sealer, Rotor-Disc Heat Sealing Film,
Rotor-Disc 72 Rotor e Locking Ring, Rotor-Disc
72 loading Block, Rotor-Disc Pipetting Aid

24 discos embalados individualmente para
1728 reacdes

10 x 24 discos embalados individualmente
para 17 280 reagdes

Para conter os discos do Rotor-Disc 72 no
Rotor-Gene Q MDx; é necessdrio o Rotor-Disc
72 locking Ring

Para bloquear um Rotor-Disc 72 no Rotor-Disc
72 Rotor

Bloco de aluminio para a configuracdo
manual e automética da reagcdo nos discos do
Rotor-Disc 72

250 tiras de 4 tubos e tampas para
1000 reacdes

10 x 250 tiras de 4 tubos e tampas para
10 000 reacdes

Para conter Strip Tubes and Caps, 0.1 ml; é
necessdrio um Locking Ring 72-Well Rotor

Para bloquear Strip Tubes and Caps, 0.1 ml,
no 72-Well Rotor

9018897

9018898

981601

981604

Verificar

981301

981303

9018899

9018900

9018910

981103

981106

9018903

9018904
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Produto Contetddo N.° de cat.
Loading Block 72 x Bloco de aluminio para a preparagédo manual 9018901
0.1 ml Tubes da reagdo com uma pipeta de canal Gnico em

72 tubos de 0,1 ml
Loading Block 72 x Bloco de aluminio para a configuragdo da 9018902
0.1 ml Multi-channel reagdo com uma pipeta multicanal de
72 tubos de 0,1 ml
PCR Tubes, 0.2 ml (1000) 1000 tubos de paredes finas para 981005
1000 reagdes
PCR Tubes, 0.2 ml 10 x 1000 tubos de paredes finas para 981008
(10000) 10 000 reagdes
36-Well Rotor Para conter PCR Tubes, 0.2 ml; é necessdrio 9018907
um 36-Well Rotor Locking Ring
36-Well Rotor Locking Para bloquear PCR Tubes, 0.2 ml, no 36-Well 9018906
Ring Rotor
Loading Block 96 x Bloco de aluminio para a configuragéo 9018905
0.2 ml Tubes manual da reag@o num conjunto 8 x 12
padrdo utilizando 96 tubos de 0,2 ml
Rotor-Disc OTV Kit Kit para verificagdo ética de temperatura dos 981400
sistemas Rotor-Gene, inclui um Rotor-Disc pré-
carregado com cristais liquidos
termocromdticos, introdutores de fluorescéncia;
é necessdrio um Rotor-Disc 72 Rotor e Locking
Ring ou Rotor-Disc 72 Starter Kit
Rotor Holder Suporte auténomo de metal para montar tubos 9018908

Para obter informagdes de licenciamento atualizadas e renincias de responsabilidade especificas
do produto, consulte o respetivo manual do utilizador ou manual do kit QIAGEN. Os manuais do
utilizador e os manuais do kit QIAGEN estdo disponiveis em www.giagen.com ou podem ser

solicitados aos Servicos de Assisténcia da QIAGEN ou ao seu distribuidor local.

e Rotor-Discs nos rotores
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17 Histdrico de revisdes do documento

Data Alteracdes

R1, fevereiro de 2022 Primeira edigdo
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Contrato de Licenca Limitada para o Rotor-Gene @ MDx
A utilizagdo deste produto implica a aceitagdio dos seguintes termos por parte de qualquer comprador ou utilizador do produto:

1. O produto deverd ser utilizado unicamente em conformidade com os protocolos fornecidos com o produto e com as presentes instrugdes de utilizagéo e recorrendo &
utilizagdo exclusiva de componentes contidos no kit. Nos termos dos direitos de propriedade intelectual, a QIAGEN né&o concede qualquer licenca para utilizar ou incluir
os componentes englobados neste kit com quaisquer componentes ndo incluidos neste kit, salvo conforme descrito nos protocolos fornecidos com o produto, nas presentes
instrugdes de utilizacdo e em quaisquer protocolos adicionais disponiveis em www.giagen.com. Alguns dos referidos protocolos adicionais foram fornecidos por utilizadores
QIAGEN para utilizadores QIAGEN. Os referidos protocolos néo foram testados de forma exaustiva ou otimizados pela QIAGEN. A QIAGEN n&o assegura nem garante
que os referidos protocolos néo infringem os direitos de terceiros.

2. Aexcecdo de licencas expressamente declaradas, a QIAGEN néo fornece qualquer garantia de que este kit e/ou a sua utilizacdo ou utilizagdes ndo infrinjam os direitos
de terceiros.

3. Este kit e respetivos componentes estdo licenciados para uma Gnica utilizagéo e ndo podem ser reutilizados, recondicionados ou objeto de revenda.
4. A QIAGEN recusa especificamente qualquer outra licenga, expressa ou implicita, & excegéio das expressamente declaradas.

5. O comprador e o utilizador do kit concordam em n&o tomar nem permitir que terceiros tomem medidas que possam conduzir a ou facilitar qualquer dos atos acima
proibidos. A QIAGEN pode fazer cumprir as proibicdes do presente Contrato de Licenca Limitada em qualquer tribunal e deverd recuperar todas as custas judiciais e de
investigacdo em que incorra, incluindo honordrios de advogados, em qualquer processo destinado a fazer cumprir o presente Contrato de Licenga Limitada ou qualquer
um dos seus direitos de propriedade intelectual relativos ao kit e/ou aos seus componentes.

Para obter os termos de licenca atualizados, visite www.qiagen.com

Marcas comerciais: QIAGEN®, Sample to Insight®, EpiTect®, HotStarTag®, Rotor-Disc®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager®, Type-it® (Grupo QIAGEN); Adobe®, Illustrator®
(Adobe Systems, Inc.); Alexa Fluor®, HEX™, JOE™, Marina Blue®, ROX™, SYBR®, SYTO®, TET™, Texas Red®, VIC® (Thermo Fisher Scientific ou as respetivas subsidigrias); 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.). Os nomes registados, as marcas comerciais etc. utilizados neste documento, mesmo quando néo assinalados especificamente como fal, néo devem ser considerados como
ndo protegidos por lei. Os nomes registados, as marcas comerciais etc. utilizados neste documento, mesmo quando néo assinalados especificamente como tal, ndo devem ser
considerados como né&o protegidos por lei.

TeeChartOffice: Copyright 2001-2013 por David Berneda. Todos os direitos reservados.

Para os paises aplicaveis:

Este termociclador em tempo real estd licenciado nos termos dos direitos de patente dos EUA para aparelhos ou sistemas que abrangem os termocicladores automdticos com
detetores de fluorescéncia e solicitando prioridade para o n.° de série 07/695,201 dos EUA e respetivas reivindicagdes em qualquer patente equivalente estrangeira propriedade
da Applied Biosystems LLC, em todas as dreas, incluindo pesquisa e desenvolvimento, todas as reas aplicadas e diagnéstico in vitro de animais e humanos. Nenhum direito é
veiculado, explicito, implicito ou de preclusdo, para qualquer patente sobre métodos em tempo real, incluindo, entre outros, os ensaios de nuclease 5°, ou qualquer patente que
reivindique um reagente ou kit. Para obter mais informag&es sobre direitos de compra adicionais, contacte o Diretor de Licenciamento afravés da morada Applied Biosystems,
850 Lincoln Centre Drive, Foster City, Califérnia, 94404, EUA.

Para os paises aplicaveis:

A compra deste produto inclui uma licenca limitada e intransferivel para uma ou mais patentes dos EUA n.° 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; pedidos de patente dos EUA n.° 2003-0224434 e 2006-0019253, e
pedido de patente PCT n.> WO 2007/035806, assim como todas as continuagdes e divisdes e respetivas reivindicagdes de patentes e pedidos de patente fora dos Estados
Unidos, propriedade da University of Utah Research Foundation, Idaho Technology, Inc., Evotec Biosystems GmbH e/ou Roche Diagnostics GmbH exclusivamente para
diagnéstico in vitro de animais ou humanos. Nenhum direito é veiculado, explicito, implicito ou de preclusdo, para qualquer kit ou reagente, ou ao abrigo de qualquer outra
patente ou reivindicagéo de patentes, propriedade da University of Utah Research Foundation, Idaho Technology, Inc., Roche Diagnostics GmbH ou por qualquer outra Parte.
Este produto deve ser utilizado apenas com reagentes autorizados, como os ensaios e kits da QIAGEN totalmente autorizados. Para obter informagées sobre a compra de
licengas para aplicagdes de diagnéstico in vitro ou reagentes, contacte Roche Molecular Systems, 4300 Hacienda Drive, Pleasanton, CA 94588, EUA.

HB-3090-001 02/2022 © 2022 QIAGEN, todos os direitos reservados.
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