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1 Introducao

Obrigado por escolher o Rotor-Gene Q MDx. Estamos confiantes de que ele se tornard parte
integrante do seu laboratério.

Antes de usar o Rotor-Gene Q MDx, é essencial que vocé leia atentamente este manual do usuério
e preste especial atengdo as informagdes de seguranga. As instrugdes e informagdes de seguranca
contidas no manual do usudrio devem ser seguidas para assegurar que o instrumento seja usado

em seguranca e em boas condices.

Observe que o Rotor-Gene Q MDx vem com vdrias configuracdes. Para obter detalhes, incluindo
as informagdes de pedido, consulte a Segdo 16.

1.1  Sobre este manual do usudrio

Este manual do usudrio fornece informagdes acerca do Rotor-Gene Q MDx nas seguintes seces:

Introducdo

Informagées de seguranca

Descrigdo geral

Procedimentos de instalagdo

Procedimentos operacionais

Manutencédo

Solugdo de problemas

Especificacdes técnicas

® Anexos

Os anexos contém as seguintes informagdes:

e Apéndice A - Legal

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

Na QIAGEN®, temos orgulho da qualidade e da disponibilidade de nosso suporte t#cnico. Nossos
Departamentos de Assisténcia Técnica sGo compostos por cientistas experientes com vastos
conhecimentos prdticos e tedricos em biologia molecular e no uso de produtos da QIAGEN. Em
caso de dividas ou se tiver dificuldades relacionadas ao Rotor-Gene Q MDx ou aos produtos da
QIAGEN em geral, ndo hesite em entrar em contato conosco.

Os clientes da QIAGEN séo uma grande fonte de informagdes no que respeita aos usos avangados
ou especializados dos nossos produtos. Essas informagdes sdo Uteis para outros cientistas, bem
como para os pesquisadores da QIAGEN. Dessa forma, incentivamos que vocé entre em contato

conosco em caso de sugestdes sobre desempenho de produtos ou novas aplicagées e técnicas.
Para obter assisténcia técnica, entre em contato com a Assisténcia técnica da QIAGEN.

Para  obter  informacdes  atualizadas  sobre o  RotorGene Q  MDx, visite

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

Ao entrar em contato com a Assisténcia Técnica da QIAGEN para solucionar erros, tenha em mao

as seguintes informagdes:

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

e Cddigo de erro (se aplicavel)

® Momento da primeira ocorréncia do erro

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

e Cépia de arquivos de log
1.2.2 Declaracéo de politica

Faz parte da politica da QIAGEN melhorar os produtos & medida que novos componentes e
técnicas s@o disponibilizados. A QIAGEN reserva-se o direito de alterar as especificagdes a
qualquer momento. Em um esforco para produzir uma documentagdo Gtil e adequada,
agradecemos seus comentdrios sobre este manual do usudrio. Entre em contato com a Assisténcia

Técnica da QIAGEN.
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1.2.3 Gerenciamento de versdes

Este documento é o Manual do usudrio do Rotor-Gene Q MDx, revisdo R1, para instrumentos Rotor-
Gene Q MDx usando o software Rotor-Gene Q, versdo 2.3.x (em que x é > 0).

1.3 Uso previsto do Rotor-Gene Q MDx

O instrumento Rotor-Gene Q MDx foi concebido para realizar ciclagem térmica, detecgdo e/ou

quantificagdo em fempo real usando a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em aplicagdes clinicas.

O Rotor-Gene Q MDx deve ser usado somente em conjunto com os kits QIAGEN indicados para uso

com instrumentos Rotor-Gene Q para as aplicagdes descritas nos respectivos manuais dos kits QIAGEN.

,

Se o instrumento Rotor-Gene Q MDx for usado com kits que ndo sejom QIAGEN, é
responsabilidade do usudrio validar o desempenho de tal combinagdo de produtos para qualquer
aplicagdo especifica.

O Rotor-Gene Q MDx deve ser usado para diagnéstico in vitro.

Os instrumentos Rotor-Gene Q MDx devem ser usados por usudrios profissionais, como técnicos e

médicos treinados em técnicas de biologia molecular e na operagdo desse instrumento.
1.3.1 Requisitos do Rotor-Gene Q MDx

A tabela a seguir abrange o nivel geral de competéncia e conhecimento necessdrios para o
transporte, instalagdo, uso, manutengdo e reparo do Rotor-Gene Q MDx.

Tarefa Equipe Treinamento e experiéncia

Entrega Nenhum requisito especial Nenhum requisito especial

Instalagdo Técnicos de laboratério ou Pessoal devidamente treinado e experiente que esteja
equivalente familiarizado com o uso de computadores e

automagdo em geral

Uso de rotina Técnicos de laboratério ou Usuérios profissionais, como técnicos ou médicos,

(execucdo de equivalente treinados em técnicas de biologia molecular

protocolos)

Manutengdo de rotina Técnicos de laboratério ou Usudrios profissionais, como técnicos ou médicos,
equivalente treinados em técnicas de biologia molecular

Reparos e manutengdo  Somente especialistas em servico Pessoas regularmente treinadas, certificadas e

anual de campo da QIAGEN autorizadas pela QIAGEN
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1.4  Materiais necessdrios

Nota: Use apenas os acessérios fornecidos pela QIAGEN.

Rotor-Gene Q MDx 5Plex (n° de ref. 2002020)

® Rotor-Gene Q MDx 5Plex HRM (n° de ref. 9002030)

® Rofor-Gene Q MDx 6Plex (n° de ref. 9002040)

® Laptop (n° de ref. 9026760)

e 72-Well Rotor (n° de ref. 9018903)

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

e loading Block 72 x 0.1 ml Tubes (n° de ref. 9018901)
® Rotor Holder (n° de ref. 92018908)

e Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (250) (n° de ref. 981103)
® Rotor Gene Q SW (n° de ref. 9023241)

—

.5 Materiais necessdrios, mas ndo fornecidos

® Oculos de seguranca
® luvas
e Jaleco

Para usar o Rotor-Gene Q MDx, é necessdrio um kit de PCR que deve ser adquirido
separadamente. Para descobrir a variedade de kits disponiveis, consulte QIAGEN.com.

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


https://qiagen.com/

2  Informacdes de seguranca

Antes de usar o Rotor-Gene Q MDx, é essencial que vocé leia atentamente este manual do usuério
e preste especial atengdo as informagdes de seguranga. As instrugdes e informagdes de seguranga
contidas no manual do usudrio devem ser seguidas para assegurar que o instrumento seja usado

em seguranca e em boas condiges.

Os seguintes tipos de informagdes de seguranca sdo exibidos no Manual do usudrio do
Rotor-Gene Q MDx.

AVISO O termo AVISO ¢é usado para informar sobre situagdes que podem resultar
em lesées pessoais a vocé ou a outras pessoas.

Detalhes sobre essas circunstdncias sdo fornecidos em uma caixa como esta.

CUIDADO | O termo CUIDADO ¢é usado para informar situagées que podem resultar em

danos a um instrumento ou outro equipamento.

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

As orientagdes fornecidas neste manual servem como complemento, e ndo como substituto, dos

requisitos normais de seguranga em vigor no pais do usudrio.

Esteja ciente de que poderd ser necessdrio consultar seus regulamentos locais para relatar
incidentes graves que tenham ocorrido com o dispositivo ao fabricante e/ou seu representante
autorizado e & autoridade regulatéria na qual o usuédrio e/ou o paciente estdo estabelecidos.
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2.1 Uso adequado

AVISO Risco de lesdes pessoais e danos materiais

O uso indevido do Rotor-Gene Q MDx pode causar lesdes pessoais ou danos
A ao instrumento.
O Rotor-Gene Q MDx deve ser operado somente por pessoal qualificado que

tenha sido devidamente treinado.

A manutencdo do instrumento Rotor-Gene Q MDx deve ser realizada somente
por um especialista em servico de campo da QIAGEN.

Realize a manuten¢do conforme descrito na Secdo 8. A QIAGEN cobra pelos reparos que sdo

necessdrios devido a manutengdo incorreta.

AVISO Risco de lesdes pessoais e danos materiais
O Rotor-Gene Q MDx é muito pesado para ser levantado por uma pessoa.
& Para evitar lesdes pessoais ou danos ao instrumento, ndo o levante sozinho.

Entre em contato com a Assisténcia Técnica da QIAGEN para realocar o

instrumento.

AVISO Risco de lesdes pessoais e danos materiais

f Ndo tente mover o Rotor-Gene Q MDx durante o uso.

CUIDADO | Danos ao instrumento
Evite derramar dgua ou substéncias quimicas no Rotor-Gene Q MDx. Danos
& ao equipamento causados pelo contato com dgua ou substéncias quimicas
anulardo a garantia.

Nota: Em caso de emergéncia, desligue o interruptor de alimentacdo do Rotor-Gene Q MDx na

parte traseira do instrumento e desconecte o cabo de alimentagdo da tomada.
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CUIDADO

A

Risco de lesGes pessoais e danos materiais

Nao tente abrir a tampa durante um experimento ou quando o Rotor-Gene Q MDx
estiver girando. Caso contrdrio, ao destravar a tampa e acessar a parfe interna,
hd o risco de entrar em contato com pegas quentes, elefrizadas ou em movimento

a alta velocidade, o que pode levar a lesdes pessoais e danos ao instrumento.

CUIDADO

A\

Risco de lesdes pessoais e danos materiais

Se for necessdrio interromper um experimento rapidamente, desligue a
alimentacdo do instrumento e, em seguida, abra a tampa. Permita que a
cémara esfrie antes de acessar a parte interna. Caso contrério, hd risco de
lesdes ao tocar as pegas que estdo quentes.

CUIDADO

A

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

fabricante, a protecdo oferecida pelo equipamento pode ser comprometida.

CUIDADO

A\

Risco de lesdes pessoais e danos materiais
Papéis soltos debaixo do Rotor-Gene Q MDx interferem no resfriamento do
instrumento. E recomendado que a drea sob o instrumento seja mantida livre

de obstrucdes.

CUIDADO

A\

Danos ao instrumento
Sempre use um anel de travamento no rotor. Ele impede que as tampas se
soltem dos tubos durante um experimento. Se as tampas se soltarem durante

um experimento, poderdo danificar a camara.
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CUIDADO | Risco de danos materiais
Inspecione visualmente e certifique-se de que o rotor ndo esteja danificado nem
& deformado antes de cada execucdo.

Se tocar no Rotor-Gene Q MDx durante um experimento enquanto estiver carregado com
eletricidade estdtica, o Rotor-Gene Q MDx, nos casos mais graves, serd reiniciado. No entanto, o
software reiniciard o Rotor-Gene Q MDx e continuard o experimento.

2.2 Seguranca elétrica

Desconecte o cabo de alimentacdo da tomada antes de realizar a manutencdo.

AVISO Risco elétrico

Qualquer interrupcdo do condutor de protecdo (terminal de aterramento)
A dentro ou fora do instrumento ou desconexdo do terminal do condutor de
protegcdo provavelmente deixard o instrumento perigoso.

A inferrupgdo infencional é proibida.

Tensdes letais dentro do instrumento
Quando o instrumento estiver conectado & alimentacdo, os terminais poderdo
estar eletrizados, e abrir as tampas ou remover pecas poderd expor partes

eletrizadas.

Para garantir o uso seguro e satisfatério do Rotor-Gene Q MDx, siga as recomendagdes abaixo:

® O cabo de alimentagdo deve estar conectado a uma tomada com um condutor de protegdo

(aterramento).
® Nado ajuste nem substitua pegas internas do instrumento.
® Nao opere o instrumento com tampas ou pegas removidas.
® Se algum liquido for derramado dentro do instrumento, desligue-o, desconecte-o da tomada e

entre em contato com a Assisténcia Técnica da QIAGEN.

Se o instrumento deixar de ser eletricamente seguro, impeca que outras equipes o opere e entre
em contato com a Assisténcia Técnica da QIAGEN.
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O instrumento pode ndo ser elefricamente seguro quando:

® Este ou o cabo de alimentagdo parecer estar danificado.
® For armazenado em condicdes desfavordveis por um periodo prolongado.

® For submetido a grandes pressdes durante o transporte.

AVISO Risco elétrico

O instrumento fem um selo de conformidade elétrica que indica a tensdo e
A frequéncia da fonte de alimentagdo, bem como a poténcia do disjuntor. O
equipamento deve ser operado somente nestas condigdes.

2.3 Seguranca biolégica

Espécimes e reagentes que contém materiais de fontes biolégicas devem ser tratados como
possivelmente infecciosos. Use os procedimentos laboratoriais seguros descritos em publicagdes
como  Biosafety  in  Microbiological  and  Biomedical  Llaboratories, HHS
(https:/ /www.cdc.gov/labs/BMBL.html).

Amostras
As amostras podem conter agentes infecciosos. Vocé deve estar ciente dos perigos que estes

agentes representam para a sadde e usar, armazenar e eliminar as amostras de acordo com os

regulamentos de seguranca aplicaveis.
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AVISO Amostras que contém agentes infecciosos

Algumas amostras usadas com este instrumento podem conter agentes
infecciosos. Manipule essas amostras com o mdaximo possivel de cuidado e de
acordo com as normas de seguranca necessdrias.

Sempre use éculos de protegdo, dois pares de luvas e jaleco.

O responsavel (por exemplo, o gerente do laboratério) deve tomar as precaugdes
necessdrias para garantir que os arredores da estacdo de trabalho estejam
seguros e que os operadores do instrumento sejam devidamente treinados e néo
expostos a niveis perigosos de agentes infecciosos conforme definido nas folhas
de dados de seguranga (Safety Data Sheets, SDSs) ou nos documentos OSHA*,
ACGIHT ou COSHHE.

A expulsdo de gases e o descarte de residuos devem estar de acordo com todas

as leis e regulamentos de salde e seguranca nacionais, estaduais e locais.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (Administragéo de Sadde e Seguranga Ocupacional) (EUA).

t ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (Conferéncia Americana de Sanitaristas Industriais

do Governo) (EUA).

+ COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (Controle de Substéncias Nocivas & Satde) (Reino Unido).

2.4  Seguran¢a quimica

AVISO Produtos quimicos perigosos

Algumas substdncias quimicas usadas com este instrumento podem ser perigosas
A ou se tornar perigosas apds a conclusdo da execucdo do protocolo. Sempre use
jaleco, luvas e éculos de protecdo. O responsdvel (por exemplo, o gerente do
laboratério) deve tomar as precaucdes necessdrias para garantir que os arredores
da estagdo de trabalho estejam seguros e que os operadores do instrumento n&o
sejam expostos a niveis perigosos de substéncias téxicas (quimicas ou bioldgicas)
conforme definido nas folhas de dados de seguranca (Safety Data Sheets, SDSs)

ou nos documentos OSHA,* ACGIHT ou COSHH* aplicdveis.

A expulsdo de gases e o descarte de residuos devem estar de acordo com todas

as leis e regulamentos de salde e seguranca nacionais, estaduais e locais.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (Administragéo de Sadde e Seguranga Ocupacional) (EUA).

t ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (Conferéncia Americana de Sanitaristas Industriais

do Governo) (EUA).

+ COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (Controle de Substéncias Nocivas & Satdde) (Reino Unido).
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Fumacas téxicas

Se trabalhar com solventes voldteis ou substancias téxicas, deverd fornecer um sistema eficiente de
ventilagdo do laboratério para remover os vapores que podem ser produzidos.

2.5 Descarte de residuos

Os materiais de laboratério usados podem conter substéncias quimicas perigosas. Esses residuos
devem ser coletados e descartados corretamente de acordo com as normas de seguranga locais.

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

equipamentos elétricos e eletronicos (REEE)", pagina 199.
2.6  Perigos mecénicos

A tampa do Rotor-Gene Q MDx deve permanecer fechada durante a operagéo do instrumento.

AVISO Pecas méveis
Para evitar o confato com pecas méveis durante a operacdo do Rotor-Gene
& Q MDx, o instrumento deve ser operado com a tampa fechada.

AVISO Risco de lesdes pessoais e danos materiais

Abra e feche a tampa do Rotor-Gene Q MDx cuidadosamente para evitar
& prender os dedos ou a roupa.

AVISO Danos ao instrumento

corretamente. Se o rotor ou o anel de fravamento apresentarem sinais de danos

f Certifique-se de que o rotor e o anel de travamento estejam instalados

mecdnicos ou corrosdo, ndo use o Rotor-Gene Q MDx; entre em contato com
a Assisténcia Técnica da QIAGEN.
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AVISO

Danos ao instrumento
Quando o Rotor-Gene Q MDx ¢ iniciado imediatamente apés a entrega em

climas frios, as pecas mecénicas podem estar congeladas.

Deixe o instrumento se adaptar & temperatura ambiente por, pelo menos, uma

hora antes de ser ligado.

AVISO

A

Danos ao instrumento
Em caso de pane causada por falha na alimentagdo, remova o cabo de

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

AVISO

A

Risco de superaquecimento
Para garantir uma ventilagdo adequada, mantenha um espago minimo de

10 cm nas laterais e na parte traseira do Rotor-Gene Q MDx.

As fendas e aberturas que garantem a ventilagdo do Rotor-Gene Q MDx né&o

devem ser cobertas.

Perigo de aquecimento

AVISO

A

Superficie quente
A cdmara do Rotor-Gene Q MDx pode atingir temperaturas superiores a
120°C. Evite toc&-lo enquanto estiver quente.

AVISO

A

Superficie quente

Ao pausar uma execugdo, o Rotor-Gene Q MDx ndo esfriard totalmente &
temperatura ambiente. Tenha cuidado antes de manusear o rotor ou quaisquer
tubos no instrumento.

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



2.7  Seguranca de manutengdo

Realize a manuten¢do conforme descrito na Secdo 8. A QIAGEN cobra pelos reparos que sdo

necessdrios devido a manutencdo incorreta.

AVISO/
CUIDADO

A

Risco de lesdes pessoais e danos materiais

Realize a manutencdo somente conforme descrito neste manual.

AVISO

A

Risco de incéndio
Ao limpar o Rotor-Gene Q MDx com desinfetantes & base de dlcool, deixe a
porta do Rotor-Gene Q MDx aberta para que os vapores inflaméveis se

dispersem.

AVISO/
CUIDADO

A\

Risco de choque elétrico

Ndo desmonte o instrumento Rotor-Gene Q MDx.

CUIDADO

A\

Danos a carcaca do instrumento
Nunca limpe a carcaga do instrumento com dlcool ou solugdes & base de
dlcool. O élcool danifica a carcaga. Para limpar a carcaga, use somente

dgua destilada.
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2.8  Simbolos no Rotor-Gene Q MDx

Os seguintes simbolos podem aparecer no manual do usudrio ou na embalagem e no rétulo:

Simbolo Localizagdo

Descricdo

Préximo da camara de
amostras, visivel quando a
tampa estd aberta

Perigo de aquecimento — a temperatura da cdmara pode
atingir temperaturas superiores a 120°C.

Parte traseira do instrumento

Consulte as instrugdes de uso

Placa de identificacdo na

m~ = P

parte traseira do instrumento

Marcagdo CE de conformidade europeia

Placa de identificacdo na

IVD

parte traseira do instrumento

Dispositivo médico de diagnéstico in vitro

Placa de identificacdo na

parte traseira do instrumento

Marca da lista CSA para o Canadd e os EUA

Placa de identificacdo no
painel direito

Fabricante legal.

Placa de identificagdo no
painel direito

REEE sobre o descarte de residuos de equipamentos

elétricos e eletrnicos para a Europa e o resto do mundo.

Placa de identificagdo no
painel direito

Marca FCC da Comissdo Federal de Comunicacdes dos
Estados Unidos

Placa de identificacdo no
painel direito

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

Placa de identificacdo no
painel direito

N
&7l

® P 8 I L2

Marca RoHS para a China (restrigdio do uso de certas
substéncias 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 realizar a realtime PCR de alta
precisdo e que é altamente adequado para aplicagdes de diagnéstico in vitro em conjunto com os
kits QIAGEN com a marcacdo IVD.

O software poderoso e intuitivo oferece simplicidade para iniciantes, assim como uma plataforma

experimental aberta para usudrios avangcados.
3.1  Principio do Rotor-Gene Q MDx

3.1.1 Desempenho térmico

O Rotor-Gene Q MDx usa um design de aquecimento e resfriamento sofisticado para atingir
condigdes de reacdo ideais. Seu formato giratério exclusivo garante uma uniformidade térmica e
6ptica ideais entre amostras, fundamental para andlises precisas e confidveis.

As amostras giram continuamente a 400 rpm durante uma execugdo. A centrifugagdo evita a
condensacdo e remove as bolhas de ar sem peletizar o DNA. Além disso, as amostras ndo

precisam ser invertidas antes de uma execugdo.

As amostras sdo aquecidas e resfriadas em uma estufa de baixa densidade. O aquecimento é
obtido por meio de um elemento de niquel-cromo na tampa. A cémara é resfriada ventilando o ar

pela parte superior da cdmara enquanto o ar do ambiente é soprado através da base.

Aquecimento

Os elementos
O ventilador centrifugo direciona 4o aquecedor
o ar em torno da cdmara ligam

O ventilador da camara é
vedado para conter o ar
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Resfriamento

Os elementos

O ventilador centrifugo
L . direciona o ar em forno da do aquecedor

camara

desligam

O ventilador da camara
abre, expelindo o ar quente

O ventilador centrifugo
direciona o ar para a cdmara

Entrada de ar frio

llustragdo do sistema de aquecimento e resfriamento.

3.1.2  Sistema éptico

Com opgdes de até seis fontes de excitagdo e seis filtros de deteccdo combinados com um percurso
Sptico curfo e fixo, o Rotor Gene Q MDx pode ser usado para reacdes multiplexadas, garantindo
variacdes minimas de fluorescéncia entre amostras e eliminando a necessidade de calibracdo ou

compensagdo.

As amostras sdo excitadas a partir da parte inferior da cédmara por meio de um diodo emissor de luz
(LED). A energia é fransmitida pelas paredes finas na base do tubo. A fluorescéncia emitida passa pelos
filtros de emissdo na lateral da camara e é, em seguida, coletada por um fotomultiplicador. O percurso
optico fixo garante uma excitagdo consistente para todas as amostras, o que significa que ndo hé
necessidade de usar um corante de referéncia interna passiva, como o ROX™,
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Cémara de reagdo

Filtros de
deteccdo

Conjunto do

detector PMT

Tubos no rotor Conijunto da

passam pela Sptica fontTEch)e iz
n
Coniunto do
eixo/motor
»
llustracdo do sistema éptico.
3.1.3 Canais disponiveis
Canal Excitagdo Detecgdo Exemplos de fluoréforos detectados
(nm) (nm)
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 alta Quasar 705, LightCycler Red705, Alexa Fluor 680
aprovagdo
Fusdo de alta 460 = 20 510+ 5 SYBR Green |, SYTO®9, LC Green®, LC Green Plus+, EvaGreen

resolugdo (HRM)

Nota: Os kits QIAGEN indicados para uso com os instrumentos Rotor-Gene Q MDx sdo otimizados
em relagdo a certas combinagdes de corantes. Consulte os manuais dos respectivos kits para obter

mais informacdes.
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3.2  Recursos externos do Rotor-Gene Q MDx

[

1 Saidas de ar na tampa 3 Camara do rotor

2 Al¢a da tampa 4 Luzes de status do instrumento
3.2.1 Saidas de ar na tampa

O Rotor-Gene Q tem saidas de ar na parte traseira da tampa do instrumento. Essas saidas de ar
permitem que o instrumento libere o calor da cémara durante a operagdo. Obstrugdes ou espaco

insuficiente ao redor das saidas de ar podem afetar o desempenho do instrumento.
3.2.2 Al¢a da tampa

A al¢a da tampa é usada para deslizar a tampa do instrumento para trds. Esta alca ndo deve ser

usada para suportar o peso do instrumento ou levanté-lo.
3.2.3 Céamara do rotor

A cémara do rotor é o lugar onde os rotores sdo carregados e submetidos &s etapas programadas

de aquecimento e ciclagem.
3.2.4 luzes de status do instrumento

Existem duas luzes de status no Rotor-Gene Q. A luz de espera indica que o instrumento n&o estd
em uso. A luz de funcionamento pisca quando o Rotor-Gene Q estd em uso.
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3.3  Recursos internos do Rotor-Gene Q MDx

Vista interna da camara do Rotor-Gene Q

1 Encaixe do rotor 2 lente dptica
3.3.1 Encaixe do rotor
O encaixe do rotor mantém o roto no lugar dentro do instrumento.
3.3.2 Lente 6ptica

Lente Sptica onde a luz do diodo de excitagdo é focada nos tubos.
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4  Procedimentos de instalacao

4.1  Entrega e instalagdo do sistema

Uma pessoa que esteja familiarizada com o laboratério e o equipamento de computador deve
estar presente durante a instalagdo.

Os seguintes itens sdo entregues:

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

e Software Rotor-Gene Q MDx (serd instalado pelo servico de campo da QIAGEN durante a

configuragdo inicial)
4.1.1 Desembalagem do Rotor-Gene Q MDx

O Rotor-Gene Q MDx é fornecido com todos os componentes necessdrios para a configuragdo e

execugdo do instrumento. A caixa também contém uma lista de todos os componentes fornecidos.
Nota: Verifique todos os itens da lista para garantir que todos os componentes estejam presentes.

Nota: Antes de instalar, verifique se o instrumento e os acessérios fornecidos estdo livres de danos

de transporte.
A caixa de acessérios estd sobre a embalagem de espuma. A caixa de acessérios contém:

e Guia de instalagdo (em inglés; as traducdes disponiveis encontram-se na midia removivel

com os manuais)
e Midia removivel (software)
® Midia removivel (manuais)
® loading Block 96 x 0.2 ml Tubes
e loading Block 72 x 0.1 ml Tubes
® Rotor Holder (desmontado para um transporte seguro)
e 36-Well Rotor (este rotor é vermelho)

e 36-Well Rotor Locking Ring
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Os seguintes itens estdo embalados em cada lado da embalagem de espuma:

e Cabo serial RS-232 e USB

e Conjunto de cabos de energia infernacionais
e PCR Tubes, 0.2 ml (1000)

e Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (1000)

Depois de remover todos os componentes da caixa, remova a embalagem de espuma da parte
superior do Rotor-Gene Q MDx. Remova cuidadosamente o Rotor-Gene Q MDx da caixa e retire
a embalagem pldstica. Abra a tampa deslizando-a para trds para acessar a cdmara de reagdo.

Os seguintes itens & estdo instalados dentro do Rotor-Gene Q MDx:

e 72-Well Rotor (este rotor é azul)
® 72-Well Rotor Locking Ring

Um computador laptop pode estar incluido na embalagem, dependendo dos detalhes do seu pedido.
4.1.2 Instalacdo de hardware

Depois de desembalar o Rotor-Gene Q MDx, prossiga com a instalagdo conforme descrito abaixo.

CUIDADO | Danos ao instrumento
Quando o Rotor-Gene Q MDx é iniciado imediatamente apés a entrega em
A climas frios, as pecas mecdnicas podem estar congeladas. Deixe o
instrumento se adaptar & temperatura ambiente por, pelo menos, uma hora

antes de ser ligado.

Faca o seguinte:

1. Coloque o Rotor-Gene Q MDx em uma superficie plana.

2. Verifique se hd espaco suficiente atrds do instrumento para a tampa abrir totalmente.

3. Certifique-se de que o inferruptor de alimentacdo na parte traseira do instrumento possa ser
acessado facilmente.

4. Nao obstrua a parte traseira do instrumento. Certifique-se de que o cabo de alimentagdo possa
ser desconectado facilmente, se necessdrio, para interromper a alimentagdo do instrumento.

5. Conecte o cabo serial RS-232 ou cabo USB fornecido a uma porta de comunicagéo ou porta

USB na parte traseira do computador.
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6. Conecte o cabo serial RS-232 ou USB na parte traseira do Rotor-Gene Q MDx.

7. Em seguida, conecte o Rotor-Gene Q MDx & fonte de alimentagdo. Conecte uma extremidade

do cabo de alimentacdo de CA ao soquete de tomada, localizado na parte traseira do

Rotor-Gene Q MDx, e a outra extremidade & tomada elétrica de CA.
S [ ([ TTTTTITINN e
Botdo
Ligo/DeingQ\ . |

Potade —— |

alimentagdo

!
I

Placa de
identificacdo com Ventilador de  Porta serial  Porta USB
ndmero de série resfriamento

Nota: Conecte o Rotor-Gene Q MDx ao computador somente com os cabos serial e USB fornecidos

com o instrumento. Nd&o use outros cabos.

4.1.3 |Instalacdo de software

1.

Para instalar o software Rotor-Gene Q, baixe o software em QIAGEN.com e transfira-o para o
computador em uma midia removivel sem virus ou insira a midia removivel (software) entregue

com o instrumento no computador.

. Se a instalacdo do software iniciar automaticamente, selecione Install Operating Software

(Instalar software de operacdo) na janela exibida ou navegue até a pasta do software RGQ

na midia removivel.

Nota: Consulte o Rotor-Gene Q Installation Guide (Guia de instalacdo do Rotor-Gene Q)

fornecido com o instrumento para realizar uma fdcil instalacdo e obter orientacdes sobre os

passos seguintes da instalacdo do software.
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Rotor-Gene Q — Pure Detection

[ Install Operating Software

B Exit

3. Depois de instalar o software, serd automaticamente criado um icone na drea de trabalho.

4. Lligue o Rotor-Gene Q MDx movendo o interruptor, localizado na parte traseira esquerda, para

a posicdo "I". A luz azul "Standby" (Em espera) na parte frontal do Rotor-Gene Q MDx indica

que o instrumento estd pronto para uso.

Nota: Quando iniciado pela primeira vez conectado a um computador, o Rotor-Gene Q MDx
serd reconhecido pelo sistema operacional e algumas mensagens serdo exibidas. Consulte o
Rotor-Gene Q@ Installation Guide (Manual de instalacdo do Rotor-Gene Q) fornecido com o

instrumento (midia removivel e versGo impressa) para obter orientagdo.
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5. Clique duas vezes no icone da drea de trabalho Rotor-Gene Q Series Software para iniciar o

software.

6. Serd exibida uma janela Welcome (Boas-vindas) quando iniciar o software pela primeira vez,

mas ndo em atualizacdes posteriores do software.

& |ntroductory Screen and Initial Setup

Welcome!

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

M achine Serial Mumnber :

Fort:

COM1 - Auto-Detect

™ Bur in %irtual Mode [For Demanstration)

Begin | Exit Pragram |

Machine Serial Number (Némero de série  Digite o nimero de série (7 digitos), que pode ser encontrado na parte
do aparelho): traseira do Rotor-Gene Q MDx.

Port (Porta): Escolha entre o cabo serial ou USB. Selecione a porta de comunicagdo
apropriada ou clique no botdo Auto-Defect (Detecgdo automdtica).

Auto-Detect (Detecgdo automdtical) Quando usar esta opgdo, a porta serial ou USB correspondente serd
defectada automaticamente e exibida na lista suspensa Port (Porta).

Run in Virtual Mode (Executar no modo Marcar esta caixa permite instalar o software Rotor-Gene Q em um

virtual) (para demonstragdo): computador que ndo esteja conectado ao Rotor-Gene Q MDx. O
software é totalmente funcional e pode simular execugdes.
Nota: Se marcar esta caixa e o Rotor-Gene Q MDx estiver conectado
ao computador, a seguinte mensagem serd exibida antes do inicio da
execugdo: You are about to run in Virtual mode. (Vocé estd prestes a
executar no modo virtual). Para realizar uma execugdo real, a
configuragdo deve ser alterada na janela Setup (Configuragdo)
(consulte a Segdo 6.5.4).

Begin (Iniciar): Depois de inserir fodas as informagdes, clique em Begin (Iniciar).
Aguarde até que a inicializagdo esteja concluida, o que pode
demorar alguns segundos. Se o modo virtual estiver marcado, sera
exibida a seguinte mensagem:

Rotor-Gene () Series Software il

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

Se a caixa Run in Virtual Mode (Executar no modo virtual) estiver
desmarcada, o software inicializard e abrird automaticamente.

Exit Program (Sair do programa): Ao clicar neste botdo, vocé saird do programa.
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4.1.4 Versdo de software

Para encontrar o nimero da sua versdo, clique em Help (Ajuda) e, em seguida, clique em About
This Software... (Sobre este software...).

Rotor-Gene @ — 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 portien 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
(ch 1990-15999 Info-ZIP Pty Ltd

A janela exibird informagdes gerais sobre o software, incluindo a versdo do software e o nimero

de série e modelo do instrumento.

O software pode ser copiado liviemente para uso em uma organizagdo que possui um
Rotor-Gene Q MDx. O software ndo deve ser copiado e distribuido a outros fora da organizacdo.

4.1.5 Software adicional em computadores conectados aos instrumentos
Rotor-Gene Q MDx

O software Rotor-Gene Q gerencia processos de tempo critico durante a execugdo de PCR e o
processo de aquisicdo de dados. Por esta razdo, é importante garantir que nenhum outro processo
use recursos significativos do sistema, tornando o software Rotor-Gene Q lento. E particularmente
importante estar atento aos pontos listados abaixo.

Os administradores do sistema sdo aconselhados a considerar qualquer impacto que uma
modificagdo ao sistema possa ter nos recursos antes de implementé-la.

Software antivirus

A QIAGEN estd ciente da ameaga que os virus de computador representam para qualquer
computador que troque de dados com outros computadores. Prevé-se que o software Rotor-Gene
AssayManager versdo 1.0 ou 2.1 seja instalado principalmente em ambientes nos quais existam
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politicas locais para minimizar esta ameaca. No entanto, a QIAGEN recomenda o uso de um
software antivirus de qualquer forma.

A selecdo e instalagdo de uma ferramenta de verificagdo de virus adequada sdo de
responsabilidade do cliente. No entanto, a QIAGEN validou a compatibilidade do software Rotor-

Gene Q com o laptop da QIAGEN em conjunto com o seguinte software antivirus:

® Versdo do cliente do Microsoft Defender 4.18.2005.5

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

AssayManager versdo 1.0 ou 2.1.

Se selecionar um software antivirus, certifique-se de que ele possa ser configurado de modo que o
caminho da pasta do banco de dados possa ser excluido da verificagdo. Caso contrdrio, existe o
risco de erros de conexdo de banco de dados. Como o Rotor-Gene AssayManager versdes 1.0 e
2.1 cria novos arquivos de banco de dados dinamicamente, é necessdrio excluir o caminho da
pasta para os arquivos e ndo arquivos Unicos. N&o recomendamos o uso de software antivirus
onde apenas arquivos Gnicos podem ser excluidos, por exemplo, o McAfee Antivirus Plus V16.0.5.
Se computador for usado em um ambiente sem acesso & rede, certifique-se também de que o

software antivirus seja compativel com atualizagdes offline.

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

do sistema devem garantir o seguinte:

e Conforme explicado acima, o caminho da pasta do banco de dados do Rotor-Gene
AssayManager  versdes 1.0 e 2.1 (C:\Program  Files\Microsoft ~ SQL
Server \MSSQL10_50.RGAMINSTANCE\MSSQL\DATA)| precisa ser excluido das verificacdes

de arquivos.

® Nao sdo realizadas atualizagdes ao banco de dados de virus durante o uso do Rotor-Gene
AssayManager verséo 1.0 ou 2.1.

e Certifique-se de que as verificagdes parciais ou completas do disco rigido estejam desabilitadas
durante a aquisicdo de dados de realtime PCR. Caso contrdrio, existe o risco de impacto
adverso no desempenho do instrumento.

Leia o manual do seu software antivirus selecionado para obter detalhes de configuragdo.
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Firewall e redes

O software Rotor-Gene Q pode ser executado em computadores sem acesso & rede ou em um
ambiente de rede, caso seja usado um servidor de banco de dados remoto. Para operagdes em
rede, o firewall no computador laptop fornecido pela QIAGEN é configurado de forma que o
tréfego de entrada seja bloqueado para todas as portas, exceto as necessdrias para estabelecer
uma conexdo & rede.

Observe que o bloqueio de conexdes de entrada ndo afeta as respostas as solicitagdes acionadas
pelo usudrio. As conexdes de saida sGo permitidas porque podem ser necessdrias para recuperar
atualizagdes.

Caso sua configuragdo seja diferente, a QIAGEN recomenda configurar o firewall conforme
descrito acima. Para este efeito, um administrador do sistema deve fazer login e realizar os
seguintes passos:

1. Abra o Control Panel (Painel de Controle) 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 configuracdes 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 confiabilidade, deve ser usado um acesso & rede por cabo em vez de
Wi-Fi. Os computadores laptop fornecidos pela QIAGEN tém um adaptador Wi-Fi desabilitado.
Caso sua configuracdo seja diferente, um administrador do sistema deve desabilitar o adaptador

Wi-Fi manualmente por meio dos seguintes passos:

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

Rede e Compartilhamento).

& ()=[B » ContiolPanel » Al Control Panelems »

Adjust your computer's settings Viewby:  Smallicons v
W Action Center Administrative Tools g AutoPlay W Backup and Restore I
B Color Management Credential Manager 9 Date and Time @ Defautt Programs
i Desktop Gadgets 8 Device Manager 3 Devices and Printers 8 Display
| © Ease of Access Center Folder Options A Fonts & Getting Started
| & HomeGroup & Indeing Options Intel(®) HD Graphics @ Intel® Rapid Storage Technology
@) Interet Options & Keyboard Location and Other Sensors 7 Mouse
52 Network and Sharing e 5 Notification Area Icons 5 Parental Controls M Performance Information and Tools
| Eoemonsizston o smasha cone hem B Power Options Prograrms and Features
© Recovery f:ﬁ:ﬂﬁﬁ;?:f. S;;g:vms guage 95 RemoteApp and Desktop Connections & Sound
& SpeechRecognition | for sharing files and printers. 18 System L Taskbar and Start Menu I
[ Troubleshooting 8, User Accounts & Windows Anytime Upgrade 5 Windows Cardspace
8 Windows Defender WP Windows Firewall R Windows Mobility Center & Windows Update [l

PR Wieless Configuraton sty
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2. Selecione Change adapter settings (Alterar configuracdes do adaptador).

= [ [

_ J®|5 » Control Panel » All Control Panel lterns » Network and Sharing Center
O s

~ [ 4] search Con.. 2]

Control Panel Home.

Manage wireless networks W % Q@

Miaaw?%_w QUAGEN-PC Intemet
(i .

settings.

View your active networks

Change your networking settings

GG St up 3 new connection or network

View your basic network information and set up connections

You are currently ot connected to any networks.

See full map

Connectto a network.

Set up a wireless, broadband, dial-up, ad ho, o VPN connection; or set up a fouter or access point.

Seealso
HomeGroup
Internet Options

Windows Firewall

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 located on other
I [ Troubleshoot problems

Diagnose and repair network problems, or get troubleshooting information,

settings.

o

3. Passe o mouse sobre Wireless Network Connection (Conexdo de

Rede sem Fio), clique com o

botdo direito do mouse e selecione Disable (Desabilitar) no menu de contexto.

= [ 2 [t
G )=[ > ConotPane » Networksndintemet > Netwark Comections » o9 ) search et ]
Organize v ConnectTo  Disablethi kdevice i hi Change settings of thi - 0 @
=1/ Local Area Connection = T
A A
¥ Network cable unplugged 2 Notconr @ Disge
S Intel(R) Ethemet Connection 217-V | il Broadcor
X ® e et ot = o Ty crcomece I
Status
Diagnose
I @  Bridge Connections
Create Shorteut
Delete
& Rename
I @ Properties
[
I
I I

4. Verifique se a Wireless Network Connection (Conexdo de Rede sem Fio) estd desabilitada.

&3\ w[E + Conrol anel » Netwark snd Inieines » Netmork Cannsctions »

Grganize =

Wireless Network Connection

el Dcibicd
all §rondcom BCMBA32261 M8 8021
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Ferramentas do sistema

Muitas ferramentas do sistema podem usar recursos significativos do sistema, mesmo sem qualquer

interagdo por parte do usudrio. Exemplos tipicos dessas ferramentas s&o:

® Indexagdo de arquivos, que é realizada como tarefa em segundo plano por muitos aplicativos

de escritério contemporéneos
® Desfragmentagdo de disco, que normalmente também usa uma tarefa em segundo plano
® Qualquer software que verifique a existéncia de atualizagdes na Internet
e Ferramentas de monitoramento e gerenciamento remotos

Esteja ciente de que, devido a natureza dindmica do universo informdtico, esta lista pode estar
incompleta e podem ser langadas ferramentas que néo sejam conhecidas no momento da redagéo
do presente documento. E importante que os administradores do sistema se certifiquem de que
essas ferramentas ndo estejam ativas durante uma execugdo de PCR.

Atualiza¢ées do sistema operacional

Os computadores laptop fornecidos pela QIAGEN sdo configurados de forma que as atualizagdes
automdticas ao sistema operacional estejam desabilitadas. Caso sua configuragéo seja diferente,
um administrador do sistema deve desabilitar qualquer processo de atualizagcdo automdtica do
sistema operacional por meio dos seguintes passos:

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

= [ o)
() [ Contrl Pancl » Al ControlPanditerms » [ 43| search Con... £]
Adjust your computer's settings Viewby: Smalicons ~
¥ Action Center Administrative Tools 3 AutoPlay A Backup and Restore
8 Color Management B Credential Manager © Date and Time @ Defautt Programs
@ Desktop Gadgets ) Device Manager & Devices and Printers B Display
I @ Ease of Access Center Folder Options A Fonts &l Getting Started
& HomeGroup & Indesing Options Intel(R) HD Graphics & Intel® Rapid Storage Technology
€1 Intemet Options & Keyboard [ Location and Other Sensors 2 Mouse
&% Network and Sharing Center B Notification Area lcons & Parental Controls M Performance Information and Tools
|| = Pesonaization {I5] Phone and Modem $ Power Options B Programs and Features
& Recovery ® Region and Language %3 RemoteApp and Desktop Connections % Sound
| @ Speech Recognition @ Sync Center 18 System L. Taskbar and Start Menu
& Troubleshooting 8, User Accounts indows Anytime Upgrade 3 Windows Cardspace I
I i Windows Defender P Windows Firewall findows Mobility Center & Windows Update il
Conflgurstion Uiy Windows Update
Checkfor software and driver
updates ¢ automatic updating
settings,or view installed updates.
I
(f
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2. Selecione Change settings (Alterar configuracdes).

= [ [

T » Control Panel » AllControl Panelltrns » Windows Update < [ [ Seorn con-- ]

QU
@)

Control Panel Home.

Windows Update
Check for updtes

S
v‘ewimﬁmy I @ Check for updates for your computer I

Always instal the latest updates to enhance your computer's security and

Restore hidden updates: performance.

Updates: frequently asked
questions

Check for updates

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

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

= [ [

3 )=[E » CototPanl » Al ContolPanel ems » Widows Updte > Change etinge < [ Searc 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. I

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) estd ativa em

Important updates (Atualizagdes importantes).

e

() =[E » oot pant » A ContotPant s » Windows Upate » Changesetngs <[ | seancon- 5]

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,
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Caso sejam necessdrias atualizacdes devido a vulnerabilidades de seguranga ndo detectadas, a
QIAGEN oferece mecanismos para instalar um conjunto definido de patches de seguranca do
Windows validados online (se estiver disponivel conexdo & Internet no laptop da QIAGEN) ou
como pacote offline, preparado em um computador separado com conexdo & Internet.

Visite a pégina do produto em QIAGEN.com para obter mais informagdes.
4.2  Requisitos de local

Os instrumentos Rotor-Gene Q MDx devem ser colocados em um lugar sem luz solar direta, longe
de fontes de calor e de fontes de vibragdo e interferéncia elétrica. Consulte o Apéndice A para
obter informagdes sobre as condigdes operacionais (temperatura de umidade). O local da
instalacdo deve estar livre de correntes de ar, umidade e poeira excessivas e ndo deve estar sujeito

a grandes variagdes de temperatura.

Consulte o Apéndice A sobre o peso e as dimensdes dos instrumentos Rotor-Gene Q MDx. Verifique
se a bancada de trabalho estd seca, limpa e tem espaco adicional para acessérios. Para obter
mais informagdes sobre as especificacées necessdrias da bancada de trabalho, entre em contato
com a Assisténcia Técnica da QIAGEN.

Nota: E extremamente importante que o instrumento Rotor-Gene Q MDx seja colocado sobre uma

superficie estdvel, plana e livre de vibragdes. Consulte as condi¢des operacionais — Apéndice A.

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

uma tomada elétrica de CA devidamente aterrada.

AVISO Atmosfera explosiva

atmosfera explosiva.

j O instrumento Rotor-Gene Q MDx néo foi desenvolvido para ser usado em uma

AVISO Risco de superaquecimento
f Para garantir uma ventilagdo adequada, mantenha um espago minimo de

10 cm na parte traseira do instrumento Rotor-Gene Q MDx.

As fendas e aberturas que garantem a ventilagdo do instrumento Rotor-Gene Q MDx

ndo devem ser cobertas.
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4.3 Conexdo elétrica de CA
4.3.1 Requisitos energéticos

O Rotor-Gene Q MDx opera a:

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

Certifique-se de que a tensdo nominal do Rotor-Gene Q MDx seja compativel com a tensdo de CA
disponivel no local da instalagdo. As oscilacdes de tensdo de alimentacdo ndo devem ultrapassar

10% das tensdes de alimentagdo nominais.
4.3.2 Requisitos de aterramento

Para proteger a equipe operacional, a QIAGEN recomenda que o Rotor-Gene Q MDx seja
devidamente aterrado. O instrumento é equipado com um cabo de alimentagdo de CA com
3 condutores que, quando conectado a uma tomada elétrica de CA apropriada, aterra o
instrumento. Para preservar esse recurso de prote¢cdo, ndo opere o instrumento usando uma fomada

elétrica de CA sem aterramento.
4.3.3 Instalagdo do cabo de alimentacdo de CA

Conecte uma extremidade do cabo de alimentagdo de CA ao soquete de tomada, localizado na
parte traseira do instrumento Rotor-Gene Q MDx, e a outra extremidade & tomada elétrica de CA.

4.4 Configuracdes de seguranca do Windows

Os computadores laptop fornecidos pela QIAGEN para uso com o seu instrumento Rotor-Gene Q MDx
podem vir com o Microsoft Windows 7 ou Windows 10 pré-instalado e sdo configurados com
uma conta de usudrio Windows padréo (ndo administrativa) e com uma conta de administrador.
No uso de rotina do sistema, deve ser usada a conta padrdo, uma vez que o software Rotor-Gene Q
e o Rotor-Gene AssayManager versdo 1.0 ou 2.1 foram concebidos para serem executados sem
direitos de administrador. A conta de administrador, que tem a tela de fundo da drea de trabalho
em vermelho, deverd ser usada somente para instalar o software Rotor-Gene Q ou o Rotor-Gene
AssayManager versdo 1.0 ou 2.1 e um Software adicional em computadores conectados aos
instrumentos Rotor-Gene Q MDx (consulte a secdo "Software antivirus"). O uso da conta de
administrador é indicado por uma tela de fundo de drea de trabalho em vermelho. Certifique-se
de sempre fazer login como usudrio padrdo para fins de uso de rotina.
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A senha padrdo da conta de administrador ¢ Q1a#g3nlAb. Altere a senha de administrador apés
o primeiro login. Certifique-se de que a senha seja segura e de que ndo a perde. Ndo h& uma
senha para a conta de operador.

Se a senha de administrador do laptop for perdida, sugerimos entrar em contato com a Microsoft
para obter suporte.

Caso sua configuragdo seja diferente e ndo esteja disponivel qualquer conta ndo administrativa,
os administradores do sistema deverdo configurar uma conta de usudrio Windows padrdo
adicional para evitar o acesso a dreas criticas do sistema, como Program Files (Arquivos de
programa), diretério do Windows (por exemplo, acesso & funcionalidade de instalagdo ou
desinstalagdo, incluindo aplicativos, componentes do sistema operacional, definicdes de
data/hora, atualizacdes do Windows, firewall, direitos e funcdes de usudrio, ativacdo de antivirus)

ou configuragdes relevantes de desempenho, como economia de energia.

Para criar uma conta de usudrio padrdo no Windows 7, siga estes passos descritos na secdo

"Criar uma nova conta de usudrio" (Criar uma nova conta de usudrio):

Abra o Control Panel (Painel de Controle) do Windows por meio do menu Start (Iniciar) e selecione

User Accounts (Contas de usudrio) > Manage Accounts (Gerenciar contas).

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

[] l sl
’ -

Mlynsgs

-

@. TS T p— F— v |41 . I
o

Choose the acoount you would like to change

| Admin 4| Guest
ﬂ Adraricnte Guest scceunt i off

2. Nomeie a conta e selecione Standard User (Usudrio padrdo) como o tipo de conta.
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i e e e U e e L T S L S
w5 o Mpnage hooounts. b Creste New dccount w | 4 E trod P o
@\"J - _.4

Mame the account and choose an account type

Thii farme will appcar on s Welseas doteen and on the Sl menu

fipeaton
Aundird BOCDUSE USENS Can Upe mast soffvesne s change systems settings that do mat st othey usens o

the seounty of the covguber, |
L Adrrafictr sl
i Adminittratery have cornplebe s¢eii 1o She compoter and can make sny dedied changes. Baded on

rptification pettings, sdmnitiabors may be sshed te provide thesr password o confirmation belon:

evigking chanpes that sbect othar users

| W retemimand that yeu peoteet every sceount with 8 18rong paimwerd

3. Clique em Create Account (Criar conta).
4.5 Requisitos da estacdo de trabalho

O computador laptop, fornecido opcionalmente com o Rotor Gene Q MDx, atende aos requisitos
do software Rotor Gene Q, detalhados na tabela a seguir.

Requisitos do sistema da estacéo de trabalho

Descricdo Requisitos minimos

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

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

Meméria principal Minimo de 1 GB de RAM

Espago no disco rigido Minimo de 10 GB de disco

Gréficos Adaptador e tela com, pelo menos, 1200 x 800 pixels

Portas Porta serial RS-232 ou porta USB

Dispositivo apontador Touchpad, mouse ou equivalente necessdrio

Bluetooth Deve estar desligado

Visualizador de PDF ou similar Deve estar instalado; ndo faz parte dos pacotes de instalagdo do software
Opgdes de energia Nunca desligue os discos rigidos, coloque para hibernar ou em modo de espera

* Microsoft Windows 10 ou Windows 7 Professional edition necessério para executar o software Rotor-Gene Q com os
recursos de seguranga (consulte a Segdo 6.9). Os recursos de seguranga ndo estardo disponiveis se for usada a versdo
Home edition do Windows 10 ou Windows 7.

T Se usar o software Rotor-Gene AssayManager® verséo 1.0 ou 2.1, os seguintes requisitos minimos do PC serdo diferentes:
Processador Intel Core i3-380M, 4 GB de meméria principal RAM, 250 GB de espaco 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 a configuragéo e
execugdo do instrumento. A caixa também contém uma lista de todos os componentes fornecidos.

Nota: Verifique todos os itens da lista para garantir que todos os componentes estejam presentes.

Nota: Antes de instalar, verifique se o instrumento e os acessérios fornecidos estdo livres de danos
de transporte.

A caixa de acessérios estd sobre a embalagem de espuma. A caixa de acessérios contém:

Guia de instalagdo (em inglés; as tradugdes disponiveis encontram-se na midia removivel

com os manuais)

Midia removivel (software)

Midia removivel (manuais)
Loading Block 96 x 0.2 ml Tubes
Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes

Rotor Holder (desmontado para um transporte seguro)

36-Well Rotor (este rotor é vermelho)
e 36-Well Rotor Locking Ring

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

e Cabo serial RS-232 e USB

e Conjunto de cabos de energia internacionais
e PCR Tubes, 0.2 ml (1000)

e Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (1000)

Depois de remover todos os componentes da caixa, remova a embalagem de espuma da parte
superior do Rotor-Gene Q MDx. Remova cuidadosamente o Rotor-Gene Q MDx da caixa e retire

a embalagem pldstica. Abra a tampa deslizando-a para trds para acessar a cdmara de reacdo.
Os seguintes itens j& estdo instalados dentro do Rotor-Gene Q MDx:

e 72-Well Rotor (este rotor é azul)
e 72-Well Rotor Locking Ring

Um computador laptop pode estar incluido na embalagem, dependendo dos detalhes do seu pedido.
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4.6.1 Atualizacdo de software

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

necessdrio efetuar o registro online.
4.7  Acessorios

Rotor-Discs e outros acessérios podem ser encomendados separadamente para uso com o Rotor-
Gene Q MDx. Para obter mais detalhes, consulte a secdo 16.

4.8 Reembalagem e expedicdo do Rotor-Gene Q MDx

Para reembalar o Rotor-Gene Q MDx para expedicdo, devem ser usados os materiais da
embalagem original. Caso os materiais da embalagem original ndo sejam aplicéveis, entre em
contato com a Assisténcia Técnica da QIAGEN. Certifique-se de que o instrumento foi devidamente
preparado (consulte Manutencdo) antes de embalar e de que o mesmo ndo representa qualquer
perigo biolégico ou quimico.

4.9  Primeiros passos
4.9.1 Lligar o Rotor-Gene Q MDx e a estacdo de trabalho

Certifique-se de que o Rotor-Gene Q esteja conectado ao notebook via USB ou RS-232 e que
ambos, o Notebook e o Rotor-Gene Q, estejam conectados e ligados.
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5  Procedimentos operacionais

Antes de prosseguir, recomendamos que vocé se familiarize com os recursos do instrumento ao

consultar a Secdo 3.

CUIDADO | Panos ao instrumento
Use apenas células de fluxo e consumiveis QIAGEN com o Rotor-Gene Q MDx.
A Os danos causados por outros tipos de célula de fluxo ou consumivel anulardo

a garantia.

CUIDADO | Risco de danos materiais
f Evite mover a bancada e causar vibracdes no Rotor-Gene Q MDx durante o

funcionamento para evitar interferéncias nas medigdes épticas sensiveis.

5.1 Uso do software Rotor-Gene Q MDx

E possivel configurar novas execuces usando o assistente Quick Start (Inicio répido) ou o assistente
Advanced (Avancado), que sdo exibidos quando o software é iniciado. O assistente Quick Start (Inicio
répido) foi concebido para permitir que o usudrio inicie a execucdo o mais répido possivel. O assistente
Advanced (Avangado) habilita mais opgdes, tais como a configuragdo da Otimizagdo de ganho e
configuracdes de volume. Para sua conveniéncia, os assistentes #m diversos modelos com condi¢cdes
de ciclagem e canais de aquisicdo padrdo. Para alterar o tipo de assistente, selecione a guia adequada
no topo da janela New Run (Nova execugdo).

5.1.1 Assistente Quick Start

O assistente Quick Start (Inicio rdpido) permite que o usudrio inicie a execugdo o mais rdpido
possivel. O usudrio pode selecionar a partir de um conjunto de modelos normalmente usados e
inserir o minimo de par@metros para comecar. O assistente Quick Start (Inicio rdpido) presume
que o volume de reagdo seja 25 pl. Para encontrar outros volumes de reagdo, use o assistente

Advanced (Avancado) (consulte a Se¢do 5.1.2).

Como primeiro passo, selecione o modelo desejado para a execugdo clicando duas vezes no

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

Quick Start I Ldvanced I

Lj HRM™

T"xl_.x

orm Last Run

q‘E Three Step with Melt from the last run open
in the software,
\'.!.
2 Two Step
-+
& Quenched FRET
'!.
'8 Mudeic Acid Concentration Measurement

Other Runs

{TJ Open A Template In Another Folder. ..

Imports the cyding
and acguisition and
sample definitions

Cancel

I

Help

¥ Show This Screen ‘When Software Opens

Perform Last Run (Realizar dltima
execu¢do):

Three Step with Melt (Trés etapas
com fusdo):

Two Step (Duas etapas):

Quenched FRET (FRET suprimido):

Nucleic Acid Concentration
Measurement (Medi¢cdo da
concentragdo de dcidos nucleicos):

HRM:

Other Runs (Outras execugdes):

Os perfis de ciclagem e de aquisicdo para todos os modelos podem ser alterados por meio do

assistente.

Nota: Os modelos definidos pelo usudrio podem ser adicionados & lista de modelos no assistente
Quick Start (Inicio rdpido) copiando ou salvando os arquivos *.ret em C:\Program Files\Rotor-
Gene Q Software\Templates\Quick Start Templates. Apés copiar um arquivo para este caminho, o
modelo aparecerd como um icone na lista. Caso deseje icones personalizados para os seus

Perform Last Run (Realizar Gltima execugdo) usa a ciclagem, a aquisicdo e
as definicdes de amostra da Gltima execucdo aberta no software.

Este & um perfil de ciclagem de trés etapas e uma curva de fusdo com
aquisi¢do de dados no canal verde.

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

Este ¢ um perfil de ciclagem de trés etapas e uma curva de fusdo.
Diferentemente do Three Step with Melt (Trés etapas com fusdo), a aquisicdo
ocorre no final da etapa de hibridizagdo.

Este é um modelo padrdo para medir a concentragdo de dcidos nucleicos
usando corantes intercalantes.

Esta pasta contém perfis de fusdo de alta resolugdo.

Esta pasta contém perfis adicionais.

modelos, crie uma imagem *.ico com o mesmo nome de arquivo que o modelo.
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E possivel criar subpastas para modelos relacionados a grupos. Isso permite a organizacdo de
modelos, o que pode ser conveniente se, por exemplo, diversos usudrios usarem o mesmo

instrumento.
Selecdo do rotor
Na janela a seguir, selecione o tipo de rotor na lista.

Marque a caixa de selecdo Locking Ring Attached (Anel de travamento conectado) e clique em

Next (Préximo).

[* 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 s@o importados.
Esses podem ser alterados usando a janela Edit Profile (Editar perfil) (consulte a Segdo Editar perfil).

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

o modelo antes de iniciar a execugdo clicando em Save Template (Salvar modelo).

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

47



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

Salvar a execucéio

Apés clicar no botdo Start Run (Iniciar execugdo), é exibida a janela Save As (Salvar como). A
execu¢do pode ser salva no local que o usudrio desejar. A execucdo recebe um nome de arquivo
que consiste no modelo usado e na data da execugdo. Um ndmero de série (1, 2 efc.) também é

incluido no nome do arquivo para permitir a designacdo automdtica de diversas execucdes que
usam o mesmo modelo no mesmo dia.

savers 2%

& E cf BB~

Save astype: IRun File {*.rex)

File name IThree Step with Melt 2008-12-04 {1} j Save I
=
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Configuragdo de amostras

Uma vez que a execugdo tenha comegado, a janela Edit Samples (Editar amostras) permite que as
amostras sejam definidas e descritas.

1ol x|
Flle Edit Format Security
Standard | Rotor Stylel
Settings :
lrﬁiven Conc. Format : |123,45F % it ;| ea]l= chory tiore Optiohs |
—Samples :
I | Edt | ResetDstaut| Gradent | RIEEEEE
C |ID ‘ Mame | Type | Groups | Given Conc |Selacled ﬂ
Al R 1000 Standard 1.000 Yes
W:: rio0 Standard 1,000 ‘es
W ri00 Standard 100 Yes
W+ R0 Standard 100 Yes
W5 ri0 Standard 10 es
W ri0 Standard 10 Ves
B ri Standard 1 es
e R Standard 1 Vas
Bl RNTC NTC Yes
B2 RNTC NTC Yes
e om Standard 1,000 Yes
Mlce: 100 Standard 1.000 Yes Ad|
Page :
’7Name: IF‘ageT 2 | 5 | Mew | Deletel [~ Synchronize pages
Undo | Ok I Cancel I Help I

A janela Edit Samples (Editar amostras) é exibida apés o inicio da execugdio para que o usudrio
possa aproveitar este tempo para inserir os nomes das amostras. Se os nomes das amostras forem
inseridos muito rapidamente durante a execu¢do (por exemplo, usando um leitor de cédigo de
barras), as letras nos nomes das amostras poderdo ficar transpostas. Portanto, recomenda-se evitar
o uso de leitores de cédigo de barras e, se aplicdvel, inserir os nomes das amostras apés a
execucdo ter terminado. Para obter mais informagdes sobre como configurar as definicées de

amostra na janela Edit Samples (Editar amostras), consulte a Segdo 6.8.4.
5.1.2  Assistente Advanced

O assistente Advanced (Avancado) habilita op¢des que ndo estdo disponiveis no assistente Quick

Start (Inicio répido), como a configuragdo da Gain Optimization (Otimizagdo de ganho).

Para usar o assistente Advanced (Avancado), selecione um modelo clicando duas vezes no nome
do modelo da lista na guia Advanced (Avangado) da janela New Run (Nova execugdo).
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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 nessa janela sdo semelhantes as fornecidas ao usar o assistente
Quick Start (Inicio rdpido) (Segdo 5.1.1).

Perform Last Run (Realizar dltima  Perform Last Run (Realizar Gltima execugdo) importa a ciclagem, a aquisigdo e

execucdo): as definicdes de amostra da Ultima execucdo aberta no software.

Empty Run (Teste vazio): Este & um feste vazio que permite que o usudrio defina todos os pardmetros do
perfil.

Three Step with Melt (Trés Este é um perfil de ciclagem de duas etapas com aquisicdo de dados somente

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

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

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

Instrument Maintenance Contém o modelo usado durante a Verificagéo da temperatura éptica (Optical

(Manuteng&o do instrumento): Temperature Verification, OTV). Para obter mais informagdes, consulte a Segdo

9. Este modelo estd bloqueado para assegurar que o perfil esteja sempre
operando corretamente.
Nota: Os modelos definidos pelo usudrio podem ser adicionados & lista de modelos copiando ou
salvando os arquivos *.ret em C:\Program Files\Rotor-Gene Q Software\Templates\. Apés copiar
um arquivo para este caminho, o modelo aparecerd como um icone na lista.
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Janela 1 do New Run Wizard (Assistente de nova execucdo)
Na janela a seguir, selecione o tipo de rotor na lista.

Marque a caixa de selegdo Locking Ring Attached (Anel de travamento conectado) e clique em
Next (Préximo) para prosseguir.

New Run Wizard

Welcome to the Advanced Bun Wizard!

-Rotor Type

72-well Rotor
Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100

[ Locking Ring Attached

Lokip Wizaid }

] Hest == ]

Janela 2 do New Run Wizard (Assistente de nova execucdo)

Na janela a seguir, é possivel inserir o nome do usudrio e notas sobre a execucdo. O volume de
reacdo também tem de ser inserido.

Se o 72-Well Rotor for selecionado na janela 1, estardo disponiveis trés opcdes de Sample Layout
(Disposicdo das amostras) no menu suspenso. "1, 2, 3..." é a opcdo padrdo. A maioria dos
usudrios seleciona essa opgdo. A opgdo "1A, 1B, 1C..." deve ser selecionada quando forem
carregadas amostras em tubos de tira de 0,1 ml adjacentes usando uma pipeta multicanal com
8 canais. Se for adequada, a disposicdo "Al, A2, A3..." poderd ser selecionada.
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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 3 do New Run Wizard (Assistente de nova execugdio)

Nesta janela, é possivel modificar o Temperature Profile (Perfil de temperatura) e a Channel Setup
(Configuragdo de canal). Se clicar no botdo Edit Profile... (Editar perfil...), a janela Edit Profile
(Editar perfil) ser& exibida, habilitando a alteragdo de condigdes de ciclagem e a selecdo de
canais de aquisicdo (Secdo Editar perfil).

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

a janela Gain Optimisation (Otimizagdo de ganho) (consulte a pagina 61).

New Run Wizard E|
Temperature Profile : Thiz box displays
help on elements in

the wizard. Far help
on anitem, hover
vour mouse over the
itern for help. You

can also click on a
cambo box to display
help abaut its

avallable settings.
Edit Profile ..

Channel Setup :

Detectar Create Mew...

Green : n__ B10nm 7 o
“Yellow 7 _ g |
Orange E10nm 7 Edit Gain...
EEOnm 7 =
7
7

Red

Crimzon Faliys] Bemave

HRM 470nm 510mm Reset Defaults
Gain Optimisation. ..

Skip'wizad | << Back New>> |
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Editar perfil

A janela Edit Profile (Editar perfil) permite que as condicdes de ciclagem e os canais de aquisicdo
sejam especificados. O perfil inicial exibido tem como base o modelo selecionado ao configurar
a execucgdo (consulte a pdgina 45). O perfil é exibido graficamente. A lista dos segmentos do
perfil & exibida abaixo da exibigdo gréfica. Essa lista pode incluir Hold (Retengdo) (pdgina 53),
Cycling (Ciclagem) (pdgina 54), Melt (Fusdo) (pagina 54) ou HRM, se o instrumento tiver um canal
HRM (pdgina 57).

Todos os estdgios do perfil podem ser editados clicando na drea adequada da exibigdo grdfica

ou no nome na lista e, em seguida, alterando as configuragdes exibidas.

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

Uma Refencdo instrui o Rotor-Gene Q MDx a permanecer na temperatura designada por um tempo
definido. Para alterar a temperatura, clique no botéo Hold Temperature (Temperatura de retencéo) e
digite ou use a barra deslizante para selecionar a temperatura desejada. Para alterar a duragéo da

Refengdio, clique nos botdes Hold Time (Tempo de retengdo), mins (minutos) e secs (segundos).

E|
.U W =]
MNew Open  Save As Help

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

Click on a cycle below to modify it

W nsert ofter
Irsert before...
Remove

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

Ok

Se estiver realizando uma Ciclagem de desnaturacdo Sptica, é possivel usar uma Retengdo como
uma etapa de calibragdo. Nesse caso, é efetuada uma fuséo de calibragdo antes da Retengdo.
Por padrdo, isso é configurado para a primeira Retengdo 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: [
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 sobre a Ciclagem de desnaturagdo ptica, consulte a pdgina 57.

A Ciclagem repete as etapas de temperatura e tempo definidas pelo usudrio um nimero especifico
de vezes. O nimero de repeticdes é definido usando o botdo This cycle repeats X time(s) (Este ciclo
se repete X vezes).

Um dnico ciclo é exibido graficamente (tal como na captura de tela a seguir). Todas as etapas do
ciclo podem ser alteradas. A temperatura pode ser alterada arrastando a linha da temperatura no
grdfico para cima ou para baixo. A duracdo da etapa pode ser alterada arrastando o limite da
temperatura no grdfico para a esquerda ou para a direita. Alternativamente, clique na etapa e use
os botées de temperatura e tempo & esquerda do gréfico.

E possivel adicionar ou remover etapas do ciclo usando os botdes "-" e "+" na parte superior

direita do gréfico.
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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 Insert after
Irisert before...
Femove
This cycle repeats il tirne(z].

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

Timed Step k4 ==l
95 deqg. 95 deg. for 20 secs
20 seconds

Mat Acquiring
e 72 deq. for 20 secs
[~ Long Range

[~ Touchdown 60 deq. for 20 secs S

Ok

Ao marcar esta caixa, o tempo de retengdo da etapa selecionada é aumentado
em 1 s para cada novo ciclo.

Long Range (Longo alcance):

Touchdown: Ao marcar esta caixa, a temperatura diminui um nimero especifico de graus por

um nimero especifico de ciclos iniciais. Em seguida, isso € mostrado na tela.

Dados podem ser adquiridos em qualquer canal, a qualquer etapa de ciclagem. Para definir um
canal de aquisicdo de dados, clique no botdo Not Acquiring (Nao adquirir dados). Se um canal

i@ estiver definido para aquisicdo nesta etapa, os canais de aquisicdo serdo listados aqui.

lTimeu:I Step "’l

95 deq.

10 zeconds

Mot Acguining

[~ Long Range
[T Touchdown

Apés clicar no botdo Not Acquiring (N&o adquirir dados), a janela Acquisition (Aquisicdo) é

exibida.
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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+
460nm  [B10nm [SYTO 349 EvaGreent

Para definir um canal de aquisicdo, selecione o canal e desloque-o da lista "Available Channels"
(Canais disponiveis) para a lista "Acquiring Channels" (Canais de aquisigdo) usando o botdo B
Para remover um canal selecionado da lista "Acquiring Channels" (Canais de aquisi¢do), use o
botdo 1. O botdo £l remove todos os canais da lista "Acquiring Channels" (Canais de aquisi¢cdo).
Clicar no botdo Don't Acquire (NGo adquirir) também remove todas as aquisicdes da etapa.

Se mais do que uma sequéncia de ciclagem estiver incluida no perfil, os dados adquiridos poderdo
ser acrescentados aos dados adquiridos na ciclagem anterior. Use o menu suspenso Same as
Previous (Igual ao anterior) para selecionar a etapa de ciclagem na qual os dados devem ser

acrescentados.

A Tabela de selecdo do canal de corante ajuda o usudrio a decidir o canal adequado para o
corante que se pretende usar. Os corantes exibidos na tabela sdo os comumente usados e ndo

indicam os limites do instrumento.

As opcdes de aquisicdo descritas acima aplicam-se fambém &s etapas de "Melt" (Fusdo), exceto que

ndo é possivel acrescentar dados de aquisi¢do usando o menu Same as Previous (Igual ao anterior).

Uma Fusdo é uma rampa entre 2 temperaturas, de uma temperatura menor para uma maior. A

faixa de temperatura permitida é 35-99°C.
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Para configurar uma Fusdo, especifique a temperatura inicial, a temperatura final, os incrementos
de temperatura, o tempo de retencdo na primeira temperatura de aquisicdo antes de a rampa ser

iniciada, o tempo de retencdo de cada incremento e os canais de aquisigdo.

Uma rampa serd gerada entre as 2 temperaturas. Se a temperatura inicial for maior do que a
temperatura final, o nome da etapa serd alterado para Hybridisation (Hibridizagdo). A opgdo Acquiring
To (Adquirir para), definida como Melt A (Fusdo A) na captura de tela abaixo, pode ser alterada

clicando no botdo. A janela Acquisition {Aquisicdo) serd exibida 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

Ao executar uma fusdo padrdo, a temperatura é aumentada em incrementos de 1°C, com uma
espera de 5 segundos antes de cada aquisi¢do. O Rotor-Gene Q MDx pode ser configurado para
realizar fusdes em incrementos de 0,02°C. O tempo de espera minimo entre as etapas de

temperatura varia de acordo com o nimero de graus entre cada etapa.

A andlise de fusdo de alta resolugdo (HRM) caracteriza amostras de DNA de cadeia dupla com
base no seu comportamento de dissociagdo (melting). Isso é semelhante & andlise da curva de
dissociagdo tradicional, mas oferece muito mais informacées para uma gama maior de aplicagées.
As amostras podem ser discriminadas de acordo com sequéncia, comprimento, conteltdo de GC
ou complementariedade da cadeia, bem como alteragées Gnicas em pares de bases.

A andlise de HRM pode ser realizada somente em instrumentos com hardware e software HRM
instalados. Os dados sdo adquiridos por meio de fontes e detectores de HRM especializados. A
andlise de HRM inclui também a opgdo de realizar a Otimiza¢do de ganho logo antes do inicio
da FusGo. Apés a realizacdo da HRM, os dados podem ser analisados por meio do software de
andlise HRM (Secdo 10).

A Ciclagem de desnaturag@o éptica é uma inferessante técnica, disponivel no Rotor-Gene Q MDx,
que realiza andlises de fusdo em tempo real para determinar o pico de fusdo de uma amostra de
referéncia. Isso indica uma desnaturagdo do produto de PCR com maior precisdo do que a
configuragdo de uma temperatura de desnaturacdo especifica para um tempo de retencdo. Para
realizar esta técnica, basta colocar um tubo de referéncia de produto de PCR na posicdo de tubo 1
do rotor. O tubo de referéncia deve conter também um quimico de detecgdo que permita detectar a

dissociacdo da cadeia.
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Ao aquecer & temperatura de desnaturagdo inicial, é realizada uma fusdo no canal verde de 80
a 95°C, por padrdo. Os pardmetros dessa fusdo inicial podem ser ajustados pelo usudrio. A partir

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

dF/dT
o
N
bl

0,251

0 . . . . :

E 75 &0 83 . a0 a5 100
O pico de fusdo tem como referéncia os dados brutos para que um limiar de desnaturagdo seja
obtido. Em cada etapa da Ciclagem de desnaturacdo éptica, o instrumento é aquecido o mais
rapidamente possivel e dados sdo continuamente adquiridos. Uma vez que o tubo de referéncia
tenha alcancado o nivel de fluorescéncia do limiar de desnaturacdo, o instrumento é imediatamente
resfriado e prossegue para a préxima etapa programada no ciclo. Durante a ciclagem, ndo é
calculado um pico. Ao invés disso, o nivel de fluorescéncia é referenciado ao pico de fusdo, o que

designa o limiar de desnaturagdo.

No grdfico a seguir, as leituras de fluorescéncia bruta e a primeira derivada foram sobrepostas.
Isso mostra a correspondéncia entre o limiar de desnaturagdo e o pico de fusdo obtido durante a

calibracdo.

\\\ Pico de fusdo
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0,57 f
4
/
0,25 — -
0 T 1

ﬂ 75 a0 25 90
“c

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



Para realizar a Ciclagem de desnaturagdo ptica, serd necessdrio:

e Um produto de PCR pré-amplificado para colocar na posigdo 1 do rotor. A amostra deve conter
o mesmo produto de PCR que as amostras de interesse e um quimico de detec¢do para o

monitoramento da dissociacdo do produto de PCR.
® Um perfil de desnaturacdo ptica. E possivel criar um novo perfil ou editar um perfil existente
(consulte os detalhes a seguir).

Um Ciclo de desnaturagdo éptica parece quase idéntico a outros ciclos. As principais diferencas
sdo a efapa de fusdo automaticamente inserida no inicio do perfil e o perfil acentuado da etapa
de desnaturagdo durante a ciclagem. O Ciclo de desnaturagdo éptica ndo exige tempos de
retengdo definidos, pois a dissociagdo do produto é monitorada em cada ciclo.

Para realizar esta técnica, é necessdria a seguinte informagdo sobre a execugdo:

e A temperatura inicial de desnaturagdo. Essa temperatura é igual & da etapa Denature
(Desnaturagdo) em um perfil de ciclagem padrdo.

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

e [ necessario definir um perfil de Ciclagem de desnaturacdo dptica.

Crie um novo Ciclo de desnaturacdo éptica, da seguinte forma.

1. Abra a janela Edit Profile (Editar perfil). Em seguida, clique em New (Novo). Na janela que
serd exibida, clique no botdo Insert after (Inserir apés) e selecione New Cycling (Nova ciclagem)
no menu. Selecione uma das etapas de temperatura clicando no grdfico. No menu suspenso,
altere de Timed Step (Etapa com tempo) para Optical Denature (Desnaturagdo ptica). Serd
exibido um perfil padrdo contendo uma etapa Denature (Desnaturacdo) e uma etapa Optical

Denature Cycle (Ciclo de desnaturagdo éptica).

A regi@o em rampa no inicio da execugdo representa o processo de calibragdo. Os pontos verdes

representam as aquisicdes realizadas em cada ciclo durante o aquecimento. Os pontos azuis
representam a aquisicdo no fim da etapa de hibridizagdo a 60°C. Observe que, embora o perfil
mostre cada efapa com a mesma temperatura de desnaturacdo, é possivel que este ndo seja o caso.
Se a amostra precisar de um pouco mais de tempo para a fusdo, préximo ao fim da execugdo, o
processo de desnaturacdo Sptica aguardard a fusdo de acordo com os dados de fluorescéncia e

ndo de acordo com o tempo. Por isso, o trago da temperatura pode variar a cada ciclo.
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2. Clique na primeira metade do gréfico com o simbolo da Optical Denature (Desnaturagdo
Sptical) [ As informagdes em Calibration Settings (Configuracdes de calibragdo) aparecem &

esquerda na tela.

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 em "Calibration Settings" (Configuracdes de calibragdo) normalmente estdo
corretas. Para realizar qualquer modificacdo, se necessdrio, clique em Edit (Editar). E exibida
a janela Calibration Settings (Configuragdes de calibragdo).

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 far 3 I mits 0 | SECE

Denature Offset IEI ﬁ deqg. o

aE. Cancel

4. Certifique-se de que:

o O tubo indicado em Tube Position (Posicdo do tubo) contenha um produto de PCR que
exibird um pico de fusdo no canal verde.

o A temperatura final da rampa ndo queimard a amostra, ainda assim serd alta o suficiente
para permitir a sua fusdo.

o O tempo de retencdo seja suficiente para desnaturar a amostra.

o O desvio da desnaturacdo seja configurado adequadamente. O padrdo de 0°C é
adequado para a maioria das fusdes. As fusdes com transicdes muito acentuadas podem
exigir um desvio de desnaturacdo de —0,5°C a -2°C, tal como determinado pelo usudrio,

para garantir que a transicdo da fusdo seja detectada.
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Também é possivel definir uma etapa Desnaturagdo introduzindo uma nova etapa Hold (Retengdo).
Clique no botdo Insert before (Inserir antes) e selecione New Hold at Temperature (Nova refencdo

& temperatura) no menu. Serdo exibidas as configuracdes da calibragao.

Heold Temperature . g5 |-:Ieg.
Hold Tirne: : 3 |min$ 1] |seu:s

Calibration Step: W

Calibration Settings
Acquinng to BealTime an
tube 1. Ramp from 80 to 95
and hold for 3 mins 0 zecs.

Offzet : 0 deg.

E dit I

As configuragdes da calibracdo sdo sincronizadas com as configuragdes da desnaturagdo.

Portanto, uma alteragdo no tempo de retencdo da etapa Desnaturacdo atualizard automaticamente
o tempo de retencdo da calibragdo. Isso acontece porque o processo de calibragdo e a
desnaturagdo sdo equivalentes na Ciclagem de desnaturacdo 6ptica.

Alterar uma etapa existente para usar a Ciclagem de desnaturagdo éptica
Para alterar uma etapa Desnaturacdo existente em uma sequéncia de ciclagem, selecione o ciclo
na lista da janela Edit Profile (Editar perfil). Em seguida, clique na etapa Desnaturagdo clicando

nela na tela.

Timed Step LI _'I LI

95 deg. for 20 secs

Optical Denature
U'seconds |

Nat Acquiring |

[~ Long Range

[~ Touchd: Bl deg. for 40 secs
ouchdown

oK
Clique no menu suspenso e selecione Optical Denature (Desnaturagdo éptica). A temperatura e o

tempo de refengdo sdo removidos e o icone Optical Denature (Desnaturacdo éptica) L= é exibido.

Ao configurar uma nova execucdo, a fungdo Gain Optimisation (Otimizagdo de ganho) é muito
otil. Ela permite otimizar o ganho a uma configuragdo que fornecerd o intervalo desejado de
fluorescéncia inicial a uma determinada temperatura (normalmente a temperatura em que a
aquisicdo de dados ocorre) em cada um dos canais sendo adquiridos. O objetivo da Otimizagdo
de ganho é garantir que todos os dados sejam coletados dentro do intervalo dindmico do detector.
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Se o ganho for muito baixo, o sinal seré perdido no ruido de fundo. Se for alto demais, todo o
sinal saird da escala (saturado).

O intervalo de ganho para cada canal vai de =10 a 10, onde =10 é o menos sensivel e 10 é o

mais sensivel.

Ao executar reacdes pela primeira vez, recomendamos a preparacdo de uma amostra de feste
contendo todos os componentes da reacdo. Coloque a amostra de feste no Rotor-Gene Q MDx e
use a Otimizagdo de ganho para determinar a melhor configuracdo de ganho. Se o ganho
escolhido pela Otimizagdo de ganho resultar em um sinal fraco, o Target Sample Range (Intervalo
de amostragem-alvo) deverd ser aumentado. Se o resultado for um sinal saturado, o Target Sample

Range (Intervalo de amostragem-alvo) deverd ser diminuido.

Para realizar a Ofimizagdo de ganho, clique no botdo Gain Optimisation... (Ofimizagdo de
ganho...) na janela 3 do New Run Wizard (Assistente de nova execugdo) (consulte a Janela 3 do
New Run Wizard (Assistente de nova execucdo)).

Mew Run Wizard g|

Temperature Prafile © Thiz box displays

help on elements in
the wizard. For help

on anitem, hover
pour mouse over the
itern for help. ‘r'ou

cah alzo click on a
combo bow to digplay
help about itz

available settings.
Edit Profile ...

Channel Setup

Source

Detectar

Create Mew...

51 Onm Edit..
Orange £1 0k 7 Edit Gain...
Red EEDnm 7
Crimzon 710hp 7 Bemave
HRM 470nm  510nm 7 Reset Defaults
Gain O ptimization...
Skipwizad | <<Back | New» |

E exibida a janela Auto-Gain Optimisation Setup (Configuracdo da ofimizagdo automdtica de
ganho). A janela permite a ofimizagdo ajustando automaticamente as configuragdes de ganho até
que as leituras para todos os canais selecionados estejam dentro ou abaixo de um certo limiar.
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Auto-Gain Optimisation Setup

— 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 :

| R

MHame I Tube Position I Iin Reading I ax Reading I tin G ain I tax Gain Edit... I
Green 1 5FI 10FI -10 10 [ |
Remaove &l |

Gtark I FErLal Cloze | Help

Set temperature to (Definir a
temperatura em):

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

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

Perform Optimisation At [x]
Degrees At Beginning of Run
(Realizar otimizagdo a [x]
graus no inicio da execugdo):

Channel Settings
(Configuragées de canal):

Antes da leitura, o Rotor-Gene Q MDx serd aquecido ou esfriado para
corresponder & temperatura especificada. Por padréo, essa é a temperatura
de aquisicdo.

Optimise All (Ofimizar todos) tentard otimizar todos os canais conhecidos pelo
software. Optimise Acquiring (Otimizar aquisi¢do) otimizard somente os canais
usados no perfil térmico definido na execucdo (ciclagem e fuséo).

Marque esta caixa para realizar a Otimizacdo de ganho no primeiro ciclo em
que a aquisicdo de dados ocorre. Isso é recomendado para a Otimizagdo
automdtica de ganho.

Marque esta caixa para realizar a Otimizacdo de ganho logo antes de iniciar
a execugdo. O Rotor-Gene Q MDx é aquecido & temperatura especificada, a
Otimizagdo de ganho ¢é realizada e, em seguida, a ciclagem comeca na
primeira etapa, normalmente uma etapa Desnaturacdo. Esta opcdo pode ser
selecionada se uma Ofimizagdo de ganho durante a execugdo resultasse em
tempo excessivo gasto na etapa inicial. Normalmente, Perform Optimisation
Before 1st Acquisition (Realizar otimizagéo antes da 1° aquisi¢do) é preferivel,
pois a Ofimizacdo de ganho é realizada o mais préximo possivel das
condicdes da execugdo.

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

Auto-Gain Optimisation Channel Settings x|

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

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

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

Abre uma janela na qual é possivel configurar o Target Sample Range (Intervalo
de amostragem-alvo). O Target Sample Range (Intervalo de amostragem-alvo)
é o intervalo da fluorescéncia inicial que deve ser definida para a amostra no
tubo especificado. A Otimizagdo automdtica de ganho |& cada um dos canais
usando as configuragdes de ganho no infervalo especificado pelo Acceptable
Gain Range (Infervalo de ganho aceitével). Ela escolhe a primeira
configuragdo de ganho que resulta em uma leitura de fluorescéncia dentro do
Target Sample Range (Intervalo de amostragem-alvo). No exemplo exibido, a
Ofimizagdo automdtica de ganho busca uma configuragdo de ganho entre —
10 e 10 e retorna com uma leitura entre 5 e 10 Fl no tubo 1. Em geral, para
corantes intercalantes, um Target Sample Range (Intervalo de amostragem-alvo)
de 1-3 Fl é adequado, enquanto um intervalo de 5-10 Fl é mais adequado
para quimicos de sonda.

K I Cancel I Help I

Remove/Remove All
(Remover/Remover todos):

Start (Iniciar):

Manual:

Changing Gain During a Run
(Alterar o ganho durante uma
execu¢do):

Nota: A Otimizagdo de ganho pode escolher uma configuracdo que ndo estd dentro do intervalo
especificado. Isso pode acontecer devido a alteracdes na florescéncia apés a primeira etapa

Retencdo. Contudo, o resultado da Otimizagdo de ganho fornece uma boa indicagdo do nivel de

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

Start (Iniciar) inicia a Gain Optimisation (Otimizagdo de ganho). Um ganho é
escolhido, resultando em niveis de sinais de fluorescéncia dentro do intervalo
especificado. Se a fluorescéncia estiver fora do intervalo especificado, o
ganho serd definido para fornecer o equivalente mais préximo.

Abre a janela Manual Gain Adjustment (Ajuste de ganho manual).
Se o ganho no inicio da execugdo for muito alto ou muito baixo, ele poderd

ser alterado até o décimo ciclo. Uma linha vertical aparece onde o ganho foi
alterado. Os ciclos antes da alteracdo sdo excluidos da andlise.

fluorescéncia em que a execugdo comegard.

Ajuste de ganho manual

Para realizar o "Manual Gain Adjustment" (Ajuste manual de ganho), clique em Manudl... na
Auto-Gain Optimisation Setup (Configuragdo da ofimizagdo automdtica de ganho). E exibida a
janela Manual Gain Adjustment (Ajuste de ganho manual). Essa janela exibe as leituras de
fluorescéncia a qualquer temperatura e em tempo real. Ela é usada quando o fundo de uma
amostra é desconhecido e, portanto, o ganho deve ser determinado para garantir que o sinal da

amostra seja suficiente para detecgdo.
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Por padréo, todas as amostras séo exibidas na tela. As amostras podem ser removidas ou adicionadas
a tela usando o dlternador & direita. O alternador consiste em células coloridas, cada uma delas
correspondendo a uma amostra na tela. As amostras com uma célula brilhante colorida s@o exibidas e
as amostras com uma célula esmaecida ndo so exibidas. As amostras podem ser ligadas ou desligadas

clicando na célula ou arrastando o ponteiro do mouse por vérias células de uma s6 vez.
Recomendamos a realizagdo do Ajuste de ganho manual da seguinte forma.

1. Ajuste a temperatura na janela Manual Gain Adjustment (Ajuste de ganho manual) &
temperatura de aquisi¢do exigida para a execucdo.

Nota: A temperatura ndo serd ajustada enquanto o Rotor-Gene Q MDx estiver em operagdo.
Reinicie o Rotor-Gene Q MDx para aplicar as alteragdes realizadas a temperatura.

2. Clique em Start (Iniciar). A execucdo comeca. A temperatura do Rotor-Gene Q MDx é ajustada
a temperatura especificada na janela. Os grdficos na janela comegam a exibir dados.
Espere a temperatura se estabilizar.

4. Observe a leitura do ponto final de fluorescéncia (Fl).

Se a leitura da Fl ndo estiver no nivel exigido, clique em Edit Gains... (Editar ganhos...) e edite,
conforme necessdrio. Este processo pode ndo ser instantdneo, pois o Rotor-Gene Q MDx leva
aproximadamente 4 s para adquirir cada ponto em cada canal e, durante este tempo, a
inferface do usudrio estd desativada.

6. Repita este processo até que a Fl esteja no nivel desejado.

7. Clique em Stop (Parar). Se a execugdo ainda estiver adquirindo dados apés clicar no botdo
Stop (Parar), o Rotor-Gene Q MDx termina a aquisicdo primeiro e, em seguida, para. Este

processo pode levar até 5 s para cada canal de aquisi¢do.
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Janela 4 do New Run Wizard (Assistente de nova execucdo)

Esta janela resume a execugdo. Verifique os parémetros e, se estiverem corretos, clique em Start
Run (Iniciar execugdo). Serd solicitado que vocé insira um nome de arquivo. Também é possivel
salvar as configuracdes da execugcdo como modelo para execucdes futuras usando o botdo Save
Template (Salvar modelo).

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

Start Run

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

Skipwizard | <<Back |

Janela 5 do New Run Wizard (Assistente de nova execugdo)

Enquanto a execucdo estd em andamento, insira os tipos e descricdes de amostra nesta janela. A
funcionalidade desta janela é idéntica a da janela Edit Samples (Editar amostras) (pdgina 127).
As informagdes da amostra também podem ser inseridas apés o término da execugdo.

O botdo Finish and Lock Samples (Concluir e bloquear amostras) fecha a tela e impede que os
nomes das amostras sejam modificados. Para obter mais informagdes sobre este e outros recursos
de seguranca, consulte "Protecdo de acesso do software Rotor-Gene Q" (pdgina 133).
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New Run Wizard fg

Settings :

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

Samples :

B | Edit | ResstDefault | Gradient | FEEIEIRER

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

I :.o0EEaC Unknown e

I  #J0EE3NTC Unknown e
] Unknown e

- 3 Urknown e

- 7 Unknown e
g Unknown e
3 kg e T

4 3

Page :

Mame: |Page1 MNew [ Synchronize pages

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

5.2  Uso do hardware do Rotor-Gene Q MDx

5.2.1 Tipos de rotores

Primeiro, selecione o tipo de tubo e o rotor a serem usados. Existem 4 rotores disponiveis para
acomodar tipos diferentes de tubos.

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

sdo acessorios.

Importante: Use tubos idénticos em uma execugdo. Nao misture diferentes tipos de tubos ou tubos
de vdrios fabricantes, pois isso afetard a uniformidade 6ptica. Recomendamos o uso de tubos da
QIAGEN que foram concebidos especificamente para uso com o Rotor-Gene Q MDx (consulte
Informacdes sobre pedidos). Tubos de fabricantes alternativos podem fluorescer automaticamente,
o que pode afetar a confiabilidade dos resultados. Além disso, tubos de fabricantes alternativos
podem variar em comprimento e espessura, resultando no desalinhamento do percurso 6ptico do
Rotor-Gene Q MDx e na reagdo no tubo. A QIAGEN reserva-se o direito de recusar o suporte
técnico para problemas causados por materiais plésticos néo certificados pela QIAGEN no

instrumento Rotor-Gene Q MDx.

Importante: O uso de materiais pldsticos ndo certificados pela QIAGEN no Rotor-Gene Q MDx

podem anular a garantia do seu instrumento.
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CUIDADO Danos ao instrumento

/\ Inspecione visualmente e certifique-se de que o rotor ndo esteja danificado nem

deformado antes de cada execucdo.

36-Well Rotor

O 36-Well Rotor é vermelho. O 36-Well Rotor e o 36-Well Rotor Locking Ring permitem o uso de tubos
de 0,2 ml. Os tubos ndo necessitam ter tampas opticamente fransparentes, pois o Rotor-Gene Q MDx
efetua a leitura de fluorescéncia a partir da parte inferior do tubo e ndo pela parte superior.
Também podem ser usados tubos com tampas abauladas.

72-Well Rotor

O 72-Well Rotor é azul. O 72-Well Rotor e o 72-Well Rotor Locking Ring sdo usados com Strip
Tubes and Caps, 0.1 ml, que podem ser usados para volumes tdo baixos quanto 20 pl. As tampas

oferecem uma vedagdo segura e confidvel.
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Rotor-Disc 72 Rotor

O Rotor-Disc 72 Rotor é cinza escuro. O Rotor-Disc 72 Rotor e o Rotor-Disc 72 Locking Ring
permitem o uso do Rotor-Disc 72. O Rotor-Disc 72 é um disco com 72 pogos para uso com altos
volumes. Para vedar o Rotor-Disc 72, uma pelicula transparente de polimero é aplicada na parte
superior e selada a quente. A pelicula é rapidamente aplicada e evita contaminagdes
proporcionando uma selagem resistente, durdvel e invioldvel. Para obter mais informagées sobre
o Rotor-Disc 72, consulte a Secdo 5.2.3.

Rotor-Disc 100 Rotor

O Rotor-Disc 100 Rotor é dourado. O Rotor-Disc 100 Rotor e o Rotor-Disc 100 Locking Ring
permitem o uso do Rotor-Disc 100. O Rotor-Disc 100 é um disco com 100 pogos para uso com
altos volumes. O Rotor-Disc 100 é o equivalente giratério de uma placa de 96 pogos, mas com
4 pogos de referéncia adicionais. Ele permite a integragdo do Rotor-Gene Q MDx a fluxos de
trabalho de laboratério de 96 pocos. Os pocos adicionais podem ser usados de forma conveniente
para mais amostras, reacdes de controle adicional ou reagées de orientagdo, sem ocupar nenhuma
das posicdes de 96 pogos padrdo. Para obter uma compatibilidade perfeita de fluxo de trabalho
de 96 pogos, o Rotor-Disc de 100 pogos usa as convengdes de rotulagdo da placa de 96 pogos,
ou seja, A1-A12 até H1-H12. Os 4 pogos de referéncia adicionais sdo rotulados como R1-R4.
Para obter mais informagdes sobre o Rotor-Disc 100, consulte a Secdo 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: Devido a incompatibilidades de alinhamento éptico, o 36-Well Rotor e o 72-Well Rotor do
Rotor-Gene Q MDx ndo devem ser usados em instrumentos Rotor-Gene 3000. Continue usando os
rotores antigos de 36 e de 72 posi¢des com os instrumentos Rotor-Gene 3000.

5.2.2 Preparacdo da reacdo

Importante: Devem ser usados controles adequados em todas as execucdes para garantir resultados
confidveis.

As reacdes podem ser preparadas usando os Loading Block 96 x 0.2 ml Tubes (para PCR Tubes,
0.2 ml), os Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes (para Strip Tubes and Caps, 0.1 ml preparados com
uma pipeta monocanal), o Loading Block 72 x 0.1 ml Multi-channel (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-resfriados.

Os Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes (imagem) suportam 18 tubos de tira, assim como até oito
tubos de 0,5 ml, que podem ser usados para preparar a mistura principal, e até dezesseis tubos
de 0,2 ml, que podem ser usados para estabelecer as curvas padrdo. O procedimento abaixo
descreve a preparagdo da reagdo usando o 72-Well Rotor. O mesmo procedimento pode ser

usado para a preparacdo da reacdo usando o 36-Well Rotor e acessérios apropriados.
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1. Coloque os tubos de tira no bloco de carregamento e separe os componentes da reagdo em

aliquotas.

2. Coloque as tampas firmemente nos tubos de tira e inspecione visualmente para confirmar se

estdo bem vedadas.

3. Insira os tubos de tira no 72-Well Rotor, cerfificando-se de que todos os tubos estejam
devidamente encaixados e na orientacdo correta.
As amostras ndo serdo alinhadas de forma ideal no sistema de deteccdo se ndo estiverem
colocadas corretamente no rotor. Isso pode resultar em uma reducdo do sinal de fluorescéncia
adquirido e na sensibilidade de detecgdo. Juntamente com o instrumento, é fornecido um Rotor

Holder, que permite um fécil carregamento de tubos.
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Importante: Para atingir uma uniformidade de temperatura maxima, todas as posigdes do rotor
devem conter um tubo. Preencher todas as posicées do rotor garante um fluxo de ar homogéneo
para cada tubo. Mantenha um conjunto de tubos vazios tampados que podem ser usados para
preencher posi¢des ndo usadas.

4. Insira o 72-Well Rotor Llocking Ring no 72-Well Rotor introduzindo os 3 pinos de

posicionamento nos orificios externos do rotor.

O Locking Ring garante que as tampas permanecam nos tubos durante uma execucdo.
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5. Insira o conjunto na cdmara do Rotor-Gene Q MDx até encaixar no devido lugar usando o
pino de posicionamento no encaixe do rotor. Para remové-lo, basta pressionar o encaixe do

rotor para baixo para liberar e retirar.

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

O Rotor-Disc 72 ou Rotor-Disc 100 incluem 72 ou 100 pocos, respectivamente, em um disco Unico
desenvolvido para alto volume. O Rotor-Disc 72 e o Rotor-Disc 100 ndo usam tampas. Em vez
disso, uma Rotor-Disc Heat Sealing Film é aplicada na parte superior e selada a quente usando o
Rotor-Disc Heat Sealer. A pelicula evita contaminagdes proporcionando uma selagem resistente,

durével e invioldvel. A selagem a quente do Rotor-Disc é realizada conforme descrito abaixo.

Importante: Leia a Folha do Produto fornecida com o Rotor-Disc Heat Sealer antes de iniciar este

procedimento.

1. Ligue o Rotor-Disc Heat Sealer por meio do interruptor localizado na parte traseira esquerda.

Uma luz vermelha "Power" (Energia) acende. O RotorDisc Heat Sealer leva aproximadamente

10 min para alcangar a temperatura operacional, quando uma luz verde "Ready" (Pronto) acende.
2. Escolha entre uma selagem permanente ou removivel.

Nota: Uma vez que o Rotor-Disc Heat Sealer esteja pronto, é seguro deixd-lo em execugdo

continua.

3. Insira o Rotor-Disc no Rotor-Disc Loading Block usando a guia de posicdo um no Rotor-Disc e

os orificios-guia dos tubos no Rotor-Disc Loading Block.
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4. Configure as reacdes no Rotor-Disc por meio de pipetagem manual ou usando um sistema

automatizado de manipulagdo de liquidos.

5. Remova a parte central de uma das camadas da Rotor-Disc Heat Sealing Film dobrando

ligeiramente a pelicula na metade, apertando a parte central e separando-a cuidadosamente.

6. Coloque a pelicula sobre o Rotor-Disc na orientacdo correta, tal como mostrado na etiqueta
"SIDE UP" (ESTE LADO PARA CIMA). Certifique-se de que a etiqueta "SIDE UP" (ESTE LADO

PARA CIMA) esteja posicionada na base do Rotor-Disc Loading Block.

O orificio central na pelicula deve deslizar facilmente sobre o cilindro do Rotor-Disc Loading Block

e sobre o Rotor-Disc.
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7. Deslize o conjunto no Rotor-Disc Heat Sealer usando os trilhos-guia na lateral do Rotor-Disc

Loading Block. Certifique-se de que o Rotor-Disc Loading Block foi completamente inserido.

8. Para ativar o mecanismo de selagem, primeiro pressione para baixo a barra azul anodizada

no topo do Heat Sealer e, em seguida, empurre a trava preta de volta.

9. Quando o mecanismo de selagem estiver abaixado, uma luz laranja Sealing "Selagem" acende.

Se o Rotor-Disc Loading Block n&o estiver na posigdo correta, um sinal sonoro de aviso soard.

10.Quando a selagem for concluida, um aviso sonoro continuo soard e a luz laranja Sealing
"Selagem" comegard a piscar. Pressione a barra azul anodizada para baixo para levanté-la

e liberar o mecanismo de selagem de volta & sua posicdo original.

Importante: N&o prossiga com a selagem por um tempo superior ao indicado pelo aviso

sonoro, caso contrdrio, o Rotor-Disc poderd deformar-se.
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Nota: Se vocé, acidentalmente, néo liberar o mecanismo de travamento, a luz laranja "Sealing"
(Selagem) acenderd permanentemente e o aviso sonoro continuo mudard para um som

infermitente como forma de aviso.
11. Deslize o Rotor-Disc Loading Block para fora do Rotor-Disc Heat Sealer. Deixe a pelicula esfriar
por aproximadamente 10 s. Remova o excesso da pelicula de vedacdo pressionando-o para

baixo para destacé-lo. Néo puxe o excesso de pelicula para cima.
12. Remova o Rotor-Disc do Rotor-Disc Loading Block.

13. Carregue o Rotor-Disc no rotor usando a guia localizadora de posicdo um como indicador da

orientagdo correta.
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6 Interface de andlise do usudrio

6.1 Espaco de trabalho

O espago de trabalho é o plano de fundo da janela principal. Nessa drea, podem ser abertos
grdficos de dados brutos e resultados de andlises. Se diversas janelas forem abertas
simultaneamente, elas podem ser organizadas clicando no botdo Arrange (Organizar) na barra
de ferramentas. H4 diversas opcdes de organizacdo de janelas disponiveis, que podem ser
selecionadas clicando na seta para baixo, préximo ao botdo Arrange (Organizar).

-

i

Reports  Arrange

Smarkt Tiling

Tile Horizonkally
Tile Mertically
Cascade

6.2 Barra de ferramentas

Estes botdes sdo atalhos para operagdes usadas frequentemente. Essas operagdes também podem

ser acessadas a partir dos menus suspensos.

A L -

Settings Progress Profle  Temp. Samples Analysis Reports Arrange

PN

Start. Fause, Stap

7 &

Mew Open  Save

&)

Help

JChannels 7 Cyding A Green 7 Cyeling A ellow 7 Cyeling &.Orange 7 Cycling & Red

6.3 Visualizar canais brutos

Clique nestes botes para visualizar os dados brutos (ndo analisados) de determinados canais na

execugdo.

“ Channels 7 Cycling &.Green 7 Cycling & ¥ellow 7 Cycling &.0range 7 Cyeling &.Red

Ao visualizar esses dados, estdo disponiveis diversas opgdes para alterar a apresentacdo dos
dados. Os dados brutos também podem ser transformados para facilitar diferentes tipos de andlise.
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Adjust Scale (Ajustar escala): Para selecionar Adjust Scale (Ajustar escala), clique com o botdo direito do mouse
na janela apropriada. Adjust Scale (Ajustar escala) abre uma janela na qual é
possivel especificar uma escala.

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

a| ok |

Autoscale (Escala automética): A Autoscale (Escala automdtica) tenta ajustar a escala s leituras méximas e
minimas dos dados.

Default Scale (Escala padrdo): Default Scale (Escala padréio) redefine a escala para exibir de 0 a 100 unidades
de fluorescéncia.

icone Spanner/wrench Consulte a Segdo 7.5 para obter mais informagdes.
(Chave inglesa):

ﬂ i s 0 15 2 ] 30 3 w s
Cycle

Azt Sade..._ m-sm_ Defa.l‘.i:ale_ Dpiihml Page1 = s
Normalse to Cyclng A, Yellow
Narmalise to Cycing A.Crangs
Normalise to Cyclng A.Red

Crop start cycles
Cropendeyeles
Options (Opgdes): Exibe o menu suspenso mostrado acima, que fornece opcdes para a
transformagdo dos dados brutos.
Normallise to... (Normalizar para ...): Permite a normalizagdo de dados de amplificagdo para dados de um corante
de referéncia passiva, tal como ROX, adquirido em outro canal.
Crop start cycles (Reduzir ciclos Cria um novo conjunto de dados de canal, em que alguns ciclos iniciais foram
iniciais): removidos. Isso é Util se forem observados grandes saltos nos ciclos iniciais, o

que pode ocorrer usando certos quimicos.

Crop end cycles (Reduzir ciclos finais): ~ Cria um novo conjunto de dados de canal, em que alguns ciclos finais foram
removidos.

Page 1 (Pagina 1): Indica a pdgina atualmente selecionada para exibir os gréficos de dados brutos.
A janela Edit Sample (Editar amostra) permite a criagéo de moltiplas definigdes
de amostra. Por exemplo, os dados podem ser visualizados com variagdes de
espessura de linha, definicdes de amostra e outras opgdes de visualizagdo. Isso
é particularmente Gfil se a quantificagdo relativa for realizada em um s6 candl,
pois o usudrio pode alternar facilmente a visualizagéo entre o gene de interesse
e as amostras de manutencdo definindo duas pdginas de amostras.

6.4  Alternar amostras

A direita da janela principal, hé um alternador que inclui uma legenda para amostras. Ele consiste
em células coloridas, cada uma correspondendo a uma amostra na tela. O alternador é usado
para controlar quais amostras podem ser vistas na tela. As amostras com uma célula brilhante
colorida s@o exibidas e as amostras com uma célula esmaecida ndo sdo exibidas. As amostras
podem ser ligadas ou desligadas clicando na célula ou arrastando o ponteiro do mouse por vdrias
células de uma sé vez. Os botdes Bank On (Banco ligado) e Bank Off (Banco desligado) escondem
ou exibem, respectivamente, todas as amostras atualmente visiveis na lista. A barra de rolagem

pode ser usada para exibir o préximo grupo de amostras.

Nota: O ndmero de amostras exibidas é dindmico e depende do espaco disponivel na janela.
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Clicar em Named On (Com nome) exibe somente as amostras que foram nomeadas. Esta é uma
forma répida de exibir somente as amostras relevantes. Clicar em All On (Todas presentes) ou All
Off (Todas ausentes) exibe todas ou nenhuma das amostras no rotor, respectivamente. Pressionar
o botdo Edit Samples... (Editar amostras...) abre a janela Edit Samples, na qual é possivel editar
os nomes, os tipos e as concentragdes padrdo das amostras (consulte a Secdo 6.8.4).

O dlternador é exibido abaixo. As opgdes adicionais exibidas aparecem apés clicar com o botdo
direito do mouse sobre o alternador.

Page: Page 1
A1
A2
A3
Ad Fam
A5 Fam
BB
A7
it

Edit Samples. ..
Select Mon-Emply Samples
Toggle Sample ID Displaw

Select Groups

B5
BE
BY
B Fam
4« | "
Bank On | Bark OF
Mamed On | AllOn | Al O
Edit Samples...

Page (Pé&gina): Esta etiqueta no topo do alternador indica a pagina de amostras que é exibida. As
péginas permitem andlises independentes variadas a partir de um conjunto de dados
de canal. Por exemplo, é possivel executar duas curvas padréo no canal verde e gerar
relatérios independentes. Mais informagdes com relagdo & configuragdo de pdginas
de amostras encontram-se disponiveis na Segdo 6.8.4.

Toggle Sample ID Display Se for usado um 72-Well Rotor, as amostras serdo exibidas no formato A1 a A8, B1 a
(Alternar exibicéo do ID da B8 etc. A opgdo Toggle Sample ID Display (Alternar exibicdio do ID da amostra) permite
amostra): ao usudrio alternar para uma ordem numérica das amostras (1 a 72).

Select Non-Empty Samples Esta opgdo desmarca quaisquer amostras que tenham um Type (Tipo) especificado
(Selecionar amostras ndo como None (Nenhum) na janela Edit Samples (Editar amostras). Isso assegura que
vazias): somente sejam exibidas as amostras relevantes para a andlise.

Select Groups (Selecionar Caso fenha grupos definidos, este recurso alternard (ligar/desligar) a exibi¢do das
grupos): amostras nos grupos. Grupos sdo colefas arbitrarias de amostras que permitem a

geracdo de relatérios avancados sobre resultados estatisticos. Por exemplo, podem ser
definidos grupos de amostras de pacientes fratados e ndo tratados. Os grupos podem
ser definidos na janela Edit Samples (Editar amostras).
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6.5 Menu Arquivo
6.5.1 Novo

Apds selecionar File (Arquivo) e, em seguida, New (Novo), é exibida a janela New Run (Nova
execugdo). Essa janela oferece modelos normalmente usados, organizados nas guias Quick Start
(Inicio rdpido) e Advanced (Avancado). Apés selecionar o modelo, o assistente o orienta pela
configuragdo da execugdo e permite a modificagdo de configuracdes e perfis.

[ x
Quick Start I Ldvanced I

Imports the cyding
and acguisition and
sample definitions

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

L1]

'S Two Step

'5 Quenched FRET

L1}
&l ]
a

Mudleic Acid Concentration Measurement

Lj HRM™

T"i.z'

?J Open A Template In Another Folder...

Other Runs

Cancel

I

Help

¥ Show Thiz Screen 'When Software Opens

Para obter mais informacdes sobre os modelos fornecidos, consulte a Secdo 5.1.1 e a Secdo 5.1.2.

New Run (Nova execucdo)

New (Nova): Inicia a configuracdo da execugdo usando o modelo selecionado.
Cancel (Cancelar): Fecha esta janela.
Help (Ajuda): Abre a ajuda online.

Show This Screen When Software ~ Se esta caixa estiver selecionada, a janela New Run (Nova execugdo) é
Opens (Exibir esta tela quando o exibida quando o software & iniciado.
software abrir):
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6.5.2  Abrir e Salvar

Open... (Abrir...):

Open Recent... (Abrir recente):

Save (Salvar):

Abre um arquivo de execugdo do Rotor-Gene Q salvo anteriormente (*.rex) ou
um arquivo compactado de execugdo do Rotor-Gene Q (arquivo *.req).

Exibe os Gltimos 4 arquivos que foram abertos ou salvos.

Salva quaisquer alteragdes realizadas a um arquivo de execugéo.

File Analysis Run Gain View Security Window Help

Mew... . okE
Open... View r_
Crniont W Stop Setting
Save |

= 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... (Salvar como...):
Run File... (Arquivo de
execu¢do...):

Template... (Modelo...):

Run Archive... (Arquivo
compactado de execu¢do...):

LIMS Export (Exportar para
LIMS):

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

Excel Analysis Sheet... (Folha de
andlise do Excel...):

LinReg Export Format... (Formato

de exportagdo LinReg...):

Matlab Export... (Exportar para
Matlab...):

RDML Export (Exportar para
RDML):

Use esta fungdo para salvar o arquivo de execucéo ou dados em diversos
formatos. As opgdes estdo listadas abaixo.

Salva uma cépia do arquivo. O usudrio pode alterar o nome e o local de
armazenamento. Este é o formato padrdo.

Salva as definigdes do perfil e as configuracdes associadas, mas ndo os dados
da execugdo. O modelo pode ser usado para iniciar execugdes futuras.

Salva em um formato de arquivo mais compacto. Salve arquivos neste formato
antes de enviélos por e-mail. Isso reduz o tempo necessdrio para enviar o
arquivo e garante que eles ndo serdo corrompidos por clientes de e-mail.

Salva a andlise em formatos compativeis com o LIMS, de acordo com os
requisitos do usudrio. Entre em contato com a Assisténcia Técnica da QIAGEN
para obter mais informagdes.

Exporta todos os canais brutos para uma planilha do Excel®. Somente as
amostras selecionadas sdo exportadas.

Exporta fodas as andlises na execucdo atual em uma dnica planilha do Excel.

Exporta todos os dados de canais brutos para um formato que pode ser lido
pelo LinReg (uma ferramenta de andlise eficiente). Consulte "Exportar para
LinReg" abaixo para obter mais detalhes.

Exporta os dados em um formato que pode ser lido pelo pacote cientifico
Matlab (ou o seu equivalente de cédigofonte aberto, Octave). Isso pode ser
otil para pesquisa de métodos.

Permite a exportagdo de um arquivo compativel com a RDML v1.1. O arquivo
de exportagdo RDML criado é um arquivo de formato XML compactado ZIP,
com uma extensdo de arquivo *.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 LinReg

LinReg é uma ferramenta desenvolvida por C. Ramakers e colaboradores.* A ferramenta LinReg
estd disponivel em: https://medischebiologie.nl/files/.

O software Rotor-Gene Q permite que o usudrio exporte dados brutos em um formato que poderd

ser importado pela ferramenta LinReg para a realizacéo de andlises.

1. Abra o arquivo de execu¢do do Rotor-Gene Q que contém os dados brutos.

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

3. O Microsoft Excel exibe automaticamente os dados brutos exportados.

4. Inicialize a ferramenta LinReg.

A ferramenta solicita a selecdo do intervalo de células, onde os dados brutos estdo localizados. A

ferramenta pode analisar apenas um canal bruto por vez. Portanto, é necessdrio selecionar uma

regido adequada da planilha do Excel.
6.5.3 Relatérios

Apés selecionar Reports (Relatérios), é exibida a janela Report Browser (Navegador de relatérios).
Se os dados jd tiverem sido analisados, o relatério dessa andlise pode ser exibido a partir da
janela Report Browser (Navegador de relatérios). Sdo oferecidos diversos tipos de relatérios com

vdrios graus de detalhamento.

EB Report Browser i - O]
— Report Categories : — Templates :
- Melt A Green [page 1] ;I

& Huantitation

. i Cycling A.Green [page 1]

& Delta Delta CT Relative Quantitation

© L delta delta

elative Quant. Analysiz

omparative Quantitation

- Cycling &.Green [page 1)

- 2 Standard Curves Relative Quantitation
- 2 standrard curve

i Relative Quant. Analysis

’e
2 Quantitation {Full Repart)

e
2 Quantitstion (Standard Repart)

Show 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 configuracdo inicial do Rotor-Gene Q MDx deve ser concluida durante a instalagdo. Contudo,
esta opgdo permite alterar a configuragdo de conexdo do Rotor-Gene Q MDx apés a instalagéo,

se desejar.

setup x|

General I

— Mizzellaneous Options :

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

[ Wirtual Mode

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

W Zllow access o this setup screeh

Part I COm1 - I Auto-Detect |

Cancel | Help

Virtual Mode (Modo virtual): Selecione esta opgdo se o software for usado sem um Rotor-Gene Q MDx
conectado. O software retém todas as fungdes. Este modo é dfil para realizar
demonstragdes, andlises de dados e configuragdes de modelos.

Allow access fo this setup screen Se esta opgdo ndo estiver marcada durante a configuragdo, esta janela ndo

(Permitir acesso a esta tela de poderd ser acessada novamente. Essa medida de seguranca impede que

configuragdo): usudrios alterem as configuracdes. Para restabelecer o acesso, entre em
contato com o seu distribuidor.

Port (Porta): Selecione a porta de comunicacdo correta para habilitar comunicaces entre
o computador e o Rotor-Gene Q MDx.

Auto-Detect (Deteccdo Se vocé ndo fiver certeza de qual porta escolher, clique em Auto-Detect
automdtica): (Detecgdo automdtica) para buscar todas as portas disponiveis.

6.6  Menu Andlise
6.6.1 Andlise

Apés clicar em Andlysis (Andlise), é exibida a janela Analysis (Andlise). Esta janela permite criar
novas andlises e exibir andlises existentes. O método de andlise é selecionado usando as guias.
E exibida uma lista dos canais que podem ser analisados usando o método selecionado. A
execu¢do de multiplos ensaios no mesmo canal pode ser analisada de forma independente, desde
que eles tenham sido configurados como pdginas separadas na janela Edit Samples (Editar
amostras). As pdginas que j& foram analisadas t&m uma marca de selecdo ao lado. Isso significa
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que as configuragdes de limiar e de normalizacdo foram salvas para essa andlise. Para visualizar

ou analisar um canal, clique duas vezes nele. E exibida a janela de andlise especifica.

£
2 Std Curves [Rel] | Other |
kel

Delka Delta CT Relative Quantitation
Allelic Discrimination
Compatative Quantitakion

Cycling &.Green
Cycling A Oranoge
Cycling A.Red
Cycling &. v ellow

Scatter Graph Analysis
EndPoint Analysis
Zoncentration Analysis

High Resalution Mel: &nalysis
Show All Analysis Options. ..

Show | Hide |
[ Auto-shrink window

Auto-shrink window (Reduzir Selecionar Auto-shrink window (Reduzir janela automaticamente) reduz a
janela automaticamente): janela quando ela ndo estd em uso. Para ampliar a janela novamente, basta
mover o cursor sobre ela.

Organizar o espago de trabalho

Sempre que uma nova andlise é iniciada, as suas janelas sdo organizadas para se ajustarem as
que |G estdo na tela. A exibicdo de muitas janelas pode ser incémoda. Feche as janelas
desnecessdrias e, em seguida, clique em Arrange (Organizar) na barra de ferramentas. As janelas
sdo organizadas automaticamente de acordo com o método Smart Tiling (Agrupamento lado a
lado inteligente). Alternativamente, selecione outro método de organizagdo clicando na seta co
lado do botdo Arrange (Organizar). Clicar com o botdo direito do mouse no nome de uma andlise
também fornece opgdes adicionais.

Show
Hide
Remove Analysis...

Cycling & Fed
Cycling A ellow

Show (Mostrar): Esta opcdo exibe a andlise selecionada.
Hide (Ocultar): Esta opgdo oculta a andlise selecionada.
Remove Analysis... (Remover Esta opgdo remove completamente a andlise selecionada. Isso significa que
andlise...): quaisquer configuragdes de normalizagéo ou compartimentos de fusdo

preparados na andlise serdo perdidos.
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6.6.2 Quantificacdo

Selecione a guia Quantitation (Quantificagdo) na janela Analysis (Andlise), clique duas vezes no
nome do canal ou selecione o canal e, em seguida, pressione o botdo Show (Mostrar) para abrir
o canal de interesse. Sdo exibidas trés janelas: a tela principal, a curva padréo e os resultados.

Relatérios

Reports (Relatérios): Reports (Relatérios) abre a janela Report Browser (Navegador de relatérios) na
qual é possivel gerar um relatério da andlise atual. H& 3 opgdes: standard
report (relatério padrdo), full report (relatério completo) e concise report
(relatério resumido). Clique duas vezes na opgdo desejada para abrir o
relatério na janela Preview (Visualizagdo).

Apds o relatério ter sido gerado, os botdes no topo da janela Preview
(Visualizacdo) podem ser usados para imprimir, salvar ou enviar o relatério
por e-mail, bem como exporté-lo para o Word

Bepeview
S | H | 2

Frint | Save Az| Email | To'word

Curva padréo

Std. Curve (Curva padréo): Este botdo abre a janela Standard Curve (Curva padréo). Como padrdo, esta
janela abre quando uma andlise é aberfa. Se a janela for fechada, ela poderd
ser aberta novamente usando este comando.

k¥ standard Curve - Cycling 10| =l

40

R=0.99969

T e s BT R"2=0.39939
M=-3.292
B=35.949
Efficiency=1.01

\ Cycling & Green (Page 17

i SR, S S

—
L

251  Export Graph... B I -
Standard Errar Maan . .
2090 Overlay L itk poees R

w Show Skats '
181 Zoomeit

- ;
10 Return bo Defaulk Fosition 0"J4 1005 1006 10407
Concentration

Os valores na curva padréo sdo recalculados dinamicamente conforme o nivel
de limiar varia clicando e arrastando 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 os pontos de dados de amostra
desconhecidos.

Nota: Ao redefinir padrdes para recalcular a curva padréo, o uso do
alternador & direita na tela para desligar a visibilidade da amostra padréo a
removerd do cdlculo da curva padréo. Remover os padrdes do gréfico para
aumentar o valor de R*2 néo é uma opgdo cientificamente vélida. Um padrdo
falho é uma indicagdo de que as amostras fambém podem ter falhado e, por
isso, deve ser incluido nos resultados.
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Efficiency (Eficiéncia):

Valor de RA2 (Coeficiente de

correlagdo):

Valor de R (Raiz quadrada do

coeficiente de correlagdo):

M e B:

Export Graph... (Exportar

grdfico...):

Overlay (Sobreposicdo):

Esta é a eficiéncia da reacdo da execucdo. Este valor é discutido mais
detalhadamente na pdgina 93.

O valor de R*2 ou de R2 é a porcentagem dos dados que é consistente com
a hipétese de que os padrdes formam uma curva padrdo. Se o valor de R2 for
baixo, os padrdes ndo se enquadrardo facilmente em uma linha de melhor
ajuste. Isso significa que os resultados (ou seja, as concentragdes calculadas)
podem ndo ser confidveis. Um bom valor de R2 é aproximadamente 0,999.

Nota: E possivel atingir um alto valor de RA2 com uma curva padréo fraca se
um nomero insuficiente de padrdes fiver sido executado. O valor de RA2
melhora com a diminuicdo do nimero de padrdes. Para uma indicagdo mais
exata da confiabilidade dos resultados, use os intervalos de confianca nas
concentracdes calculadas como orientacdo.

O valor de R é a raiz quadrada do valor de R*2. Em geral, o valor de RA2 é
mais Util para determinar a correlagdo.

A inclinagdo (M) e a infercepcdo (B) curva padrdo sdo automaticamente
calculadas usando a férmula y = Mx + B e sdo exibidas na janela Standard
Curve (Curva padrdo).

Clicar com o botdo direito do mouse na curva padrdo exibe a opgdo de
exportagdo do gréfico (consulte a Secdo 7.4).

Quando miltiplas execugdes de quantificagdo tiverem sido realizadas na
mesma execucdo, serd possivel sobrepor as curvas padréo na mesma janela.
Isso ajuda a visualizar graficamente a diferenca entre os diferentes limiares.
Este recurso é mostrado na captura de tela abaixo.

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

Cycling & Green (Page 1
R=0.99959
R#2=0.99939
h=-3.282
B=35.949
Efficiency=1.01

3 S

.

28t

o

26

e Export Graph.., T IR T g T T T

221 Standard Error Mean

204 gLa

v Show Stats Cycling &.Orange (Page 3)
1811 Zoom out Cycling &.Fed (Page 4)
16 Refurnto DefaultPasition JF-F---=----- e e
10400 10401 10402 10403 1004 1005
Concentration
"conc = ...*CT + ..." e "CT = ..." sdo 2 versdes da equacdo usada para relacionar os valores de

CT e concentragdes. Em publicacdes, a férmula "CT = ..." é a mais comumente usada. A curva
padrdo pode ser "Floating" (Flutuante) ou "Fixed" (Fixa). Se for "Floating" (Flutuante), é calculada

uma equagdo ideal para a curva padrdo sempre que o limiar é movido na janela principal. Se for

"Fixed" (Fixo), a equagdo ndo muda, pois foi importada 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 |

A importagdo de uma curva padrdo permite estimar as concentracdes quando uma curva padrdo
ndo estd disponivel em uma execucdo especifica e a eficiéncia da reagdo ndo variou entre duas
execugdes. As curvas podem ser importadas de outro canal ou de outra execugdo clicando em

Import Curve (Importar curva).

Se necessdrio, é possivel ajustar a curva padrdo. Ajustar a curva padrdo significa que somente a
eficiéncia da curva padrdo de origem serd importada para a execugdo atual. O quimico usado

deferminard se a curva padrdo deverd ser ajustada.

Para ajustar a curva podrdo, use uma referéncia na nova execucdo com uma concentracdo
conhecida. Defina uma referéncia configurando o tipo de amostra como "Standard" (Padrdo) e
inserindo um valor de concentragdo na janela Edit Samples (Editar amostras). Podem ser inseridas
diversas cépias da mesma referéncia para aumentar a exatiddo. Observe que ndo é possivel
definir mais do que um padrdo ou concentracdo de referéncia. Por exemplo, é possivel ter
3 referéncias replicadas de 1000 cépias, mas ndo é possivel fer uma referéncia de 1000 cépias

e outra com 100 cépias na mesma execugdo.

Quando a curva padrdo for importada, o seu tipo mudard para "Fixed" (Fixo). Clique em Reset

(Redefinir) para alterar o tipo da curva padréo de volta para "Floating" (Flutuante).

Uma captura de tela da janela Import Standard Curve (Importar curva padréo) é exibida abaixo.

Import 5tandard Curve

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

LChannels :
Cypcling & Yellow conc= 107°-0.301CT + 12625) CT =-3.322ogjconc) + 41.608

Cycling &.0range conc=10"[-0.209°CT +11.185) CT = -2.235%0g(conc) + 36197
Cpcling & Red conc= 1070 316CT + 11.817) CT = -2.1658%0a(conc) + 37.404

" From External Source [Post-6.0 Standard Curve Format] :

CT =|— * log(Conc] + l—

Efficiency = MA&
£ From Esternal Source [Pre-f.0 Standard Curve Format] :
Eonc:‘lD"[I LT+ |
Cancel I
Efficiency = N/&

Help |

Ao usar esta janela, é possivel importar uma curva padréo de outro canal analisado na execugdo

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 brutos):

Céleulos de Cr:

Threshold (Limiar):

Eliminate Cycles before
(Eliminar ciclos antes):

Auto-Find Threshold
(Encontrar limiar
automaticamente):

Quando esta opgdo é selecionada, as andlises de quantificagdo em outros
canais desta execugdo sdo listadas com as curvas padrdo correspondentes.

Selecionar esta opgdo abre uma caixa de didlogo na qual é possivel selecionar
e abrir um arquivo de execugdo. Se qualquer andlise de quantificagdo tiver sido
realizada para a execugdo, as curvas padrdo sdo listadas para cada canal
analisado.

Nota: As configuragdes da andlise de quantificagdo devem ter sido salvas no
arquivo de execugdo.

Esta opgdo lista os canais analisados e as respectivas férmulas de curva padréo.

Nesta drea, os valores de M e B podem ser inseridos diretamente. Isso é dtil em
casos em que os valores séo de uma fonte externa, tal como com uma planilha
do Excel.

Alguns quimicos produzem um sinal fluorescente que diminui exponencialmente em
vez de aumentar. E possivel analisar esses dados usando a "Quantitation"
(Quantificagéo), mas a caixa de selegdo Invert Raw Data (Inverter dados brutos)
deve estar marcada. Para todas as outras andlises de quantificacdo, esta opgdo
deve permanecer desmarcada.

[T lrevert Baw Data

O valor de Cr ¢ o nimero do ciclo no ponto em que a curva de amplificagdo cruza
um limiar de detecgdo. 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 um limiar, clique no icone (uma grade com uma seta vermelha) e, em
seguida, clique e mantenha o bot&o do mouse pressionado no gréfico e arraste a
linha até o nivel desejado. Alternativamente, insira um valor de log.
Alternativamente, é possivel usar Auto-Find Threshold (Encontrar limiar
automaticamente) para determinar o limiar de forma automdtica. Ao configurar um
limiar manualmente, ele deve estar na fase exponencial da execugdo,
significativamente acima do nivel de fundo, para evitar ruidos e abaixo do inicio
da estabilizagdo do sinal em ciclos posteriores.

CT Calculation

[ Flip =ign of nomalized dats

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

before

Para definir, clique no icone (uma grade com uma seta vermelha) e, em seguida,
clique e mantenha o botdo do mouse pressionado no gréfico e arraste a linha para
a direita. Isso elimina o limiar para nimeros de ciclos baixos.

Nota: Isso é dtil quando hé ruido durante os ciclos iniciais, por exemplo, devido
aos efeitos da mistura de amostras.

Esta funcdo verifica a regido selecionada do gréfico para encontrar uma
configuracdo de limiar que oferece as estimativas ideais de determinadas
concentragdes. A regido selecionada pode ser alterada inserindo novos limites
superior e inferior nas caixas de texto exibidas.

Para a maioria das andlises, os limites superior e inferior padrdo sdo aceitaveis. O
intervalo de niveis de limiar é verificado para se obter o melhor ajuste da curva
padrdo com base nas amostras que foram definidas como padrdes (ou seja, onde
o valor de R estd mais préximo a 1,0).

Auto-Find Theezhold
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Resultados

Abre a janela Quantitation Results (Resultados da quantificagdo). Como padréo, esta janela abre
quando uma andlise é aberta. Se tiver sido fechada, é possivel abri-la novamente usando este comando.

—oix
Andlysis No_|ColoufName [Type [Ct | CtComment |Given Conc|[Cale Conc(c[%Var_|Rep Ct |Rep Ctstd[Rep Ct(35% Cl) [Rep. Calc Conc | Rep Cale. Cone. [35‘/.'
Cyeling A rzen (Page 1] 1 1068 Stendad | 373 TO0Es0B 719€+07|  281% 373 000373, 3.74] TATE+7 [117E+07 , 4,33 #06]
Cycling A Green (Page 1) |2 Standard | 3,74 100608 707€.07)  283%

Cyoling AGrzen (Page 1) 3 Standard | 374 TOOE+DE  7AGE+07  28A%

Cycling A Girzen (Page 1) 4 Standard 6.1 1O0E+07 144E+07]  440% 606 0.06 [531,6.21] 4FE+D7 [3,29E 406, 6,73E 407]
Cycling AGirzen (Page 1) |6 Standad | 6.08 TOOESDT  LATESO7|  468%

Cycing A Green (Page 1) |6 Standard | 5,39 TO0ESD7  1SGE07  BE@X

Cycling A Green (Page 1) | 7 Standard | 1043 TOE-08 7726405 28%  10M 0,09 (10.15,1080] 006405 (2626405, 2446 +06]
Cycling & Gireen (Page 1) 8 Standard | 10,27, TOOEDE  BSBEF0S  14.2%

Cycling A Girzen (Page 1) 3 Standard | 1043 TOOESDE  T7IES0S  22.9%

Cyeling A Grzen (Page 1) | 10 Standard | 13.49 TO0E+DE  §.6EE+04 324 1388 013 [1331.1358] 74604 [2.9E 404 , 2506 405
Cyeing A Green (Page 1) | 11 Standard | 13,75 TOOESDE BI04 187%

Cyoling & Gireen (Pags 1) | 12 Standard | 1353 TO0E+DS  BABE+04)  152%

Cyciing & Green (Page 1) |13 Standard | 1566 100E+04 2246404 1237% 1546 0.25 1454 16.06] 2566+ [7.62E +03 , 8,36E +04]
Cyoiing A Green (Page 1) | 14 Standard | 1554 TOOESD4  ZAZE+04]  1417%

Cyeling A Grzen (Page 1) | 15 Standad | 1518 TODESD4  B09E+04)  2088%

Cyciing &Green (Page 1) | 16 Standard | 21,38 TO0E+03  47ME.02  R8%  2Lm 024 (20,43, 2169 5856402 [9,13E01, 350 03]
Cyoling A& Gireen (Pags 1) | 17 Standard | 20,83 TO0E+D3  BATE+0Z  353%

Cyciing A Green (Page 1) | 18 Standard | 21.02 TOOEWD3  5ME+0Z  40B%

Cyoiing A Green (Page 1) |19 Standard NEG MUK CY 1.00E+02

Cyeing A Gireen Page 1) | 20 Standard | 23,38 TO0E+D2 78901 200%

Cyciing &.Green (Page 1) 21 Standard NEG [MukiLY 1,00E+02

Cyciing & Green (Page 1) 22 NTC NEGINTC)

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

Cycling & Green (Page 1) |24 [ NTC NTC NEG INTC)

Na janela, Quantitation Results (Resultados da quantificagdio), os resultados da execucdo sdo
resumidos em uma tabela. Clicar com o botdo direito do mouse e selecionar Export to Excel
(Exportar para o Excel) exporta a tabela para o Excel. O Excel abre automaticamente. Para copiar
os dados para uma planilha existente, escolha a opcdo Copy (Copiar), abra a planilha e, em

seguida, selecione Paste (Colar).

A janela Quantitation Results (Resultados da quantificagdo) inclui as colunas a seguir.

Analysis (Andlise):
No. (N°):

Color (Cor):

Type (Tipo):

Cr

Cr Comment

(Comentdrio de Ci):

%Var (% de var)

Rep. Ct (Ct de rep.):

Rep. Ct Std. Dev.
(Desvio padrdo do
Ct de rep.):

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

A cor da amostra individual definida no gréfico.

O tipo de amostra definido.

O valor de Cr determinado.

Uma anotagdo automdtica da determinagdo de Cr, se os valores de Cr forem excluidos.
S&o possiveis os seguintes sinalizadores:

NEG (Multi Ct): O limiar cruza a curva de fluorescéncia pelo menos duas vezes
(inferseccdo dupla). Néo é possivel determinar um valor de Cr inequivoco.

NEG (NTC): O aumento da fluorescéncia geral ndo cumpre as condi¢des definidas na
fungdo "NTC threshold" (Limiar de NTC) do menu Outlier Removal (Remogéo de outlier)
(veja a seguir). Por exemplo, uma curva de fluorescéncia intersecta com o limiar
deferminado. Contudo, o pequeno aumento na inclinagdo geral sugere um controle sem
fita molde e, portanto, ndo é dado um valor de Cr.

NEG (R.Eff): O aumento da fluorescéncia geral ndo cumpre as condi¢cdes definidas na
fungdo "Reaction efficiency threshold" (Limiar da eficiéncia da reagdo) do menu Outlier
Removal (Remogdo de outlier) (veja a seguir). As amostras que ndo possuem uma certa
eficiéncia de reacdo sdo excluidas e o valor de CT ndo é dado. Este sinalizador serd
mostrado apenas se a fungdo correspondente for habilitada.

A porcentagem de variagdo entre a concentracdo calculada e a conhecida.

%Var=Abs(Calculada/Dada-1)
O CT médio de todas as amostras com o mesmo nome que esta amostra.

O desvio padrdo do valor de CT de todas as amostras com o mesmo nome que esta
amostra.
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Rep. Ct. 95% C.I.
(Ct de rep. com IC
de 95%):

Rep. Calc. Conc

(Conc. calc. de rep.):

Rep. Calc. Conc.

95% C.I. (Conc. calc.

de rep. com IC de
95%):

Nota: Para encontrar informacdes mais detalhadas sobre os intervalos de confianca, consulte o

Apéndice B.

Nota: Exceto para Color (Cor), Name (Nome), Ct e Ct Comment (Comentdrio de Ct), todas as

colunas podem ser exibidas ou ocultadas clicando com o botdo direito na janela e, em seguida,

Um intervalo de Cr que, estatisticamente, é responsdvel por 95% da variagGo no valor de
Cr. Esta é uma medida estatistica moderada, que pode ser usada como uma medida de
qualidade. Esse intervalo pode ser afunilado executando mais réplicas ou tendo menos
variagdes nas réplicas.

A concentragdo calculada de todas as amostras com o mesmo nome.

Nota: Esta ndo é uma média simples das concentragdes calculadas. E uma média
geométrica, que é uma média matematicamente mais adequada devido & natureza
exponencial da amplificagdo em tempo real.

Um infervalo de concentragdes que é responsével por 95% da variagdo na amostra
individual e pelo modelo de regressao linear no qual se baseia. Uma interpretacdo desta
medida ¢ que ela seja o intervalo de concentracdes que se pode esperar 95% das vezes
se esta execugdo fosse realizada repetidamente com a mesma quantidade de variagdo.
Esta é uma medida moderada e o intervalo pode ser muito grande devido & variagdo
inerente a qualquer andlise em tempo real. Esse intervalo poderd ser grande se os
padrdes forem executados com concentragdes diferentes das amostras desconhecidas, se
um pequeno nimero de réplicas for usado ou se houver variagdo significativa.

Importante: As variacdes indicadas por esta medida sGo inerentes ao processo
exponencial da amplificagdo em tempo real e ndo se devem ao Rotor-Gene Q MDx.
Testes semelhantes realizados em cicladores baseados em blocos produziriam uma
variagdo maior devido & uniformidade de temperatura mais baixa caracteristica de
sistemas baseados em blocos. Para comparar cicladores, se desejar, recomendamos
comparar o desvio padrdo do valor de CT.

selecionando ou desmarcando o nome da coluna.

_oix)
Mo MName Ct [t Comment | Given Canc [Cop| Calc Canc [Copie| % Var [=]
1 I8 Analysis 00000000, 324345068, B1z_|
2 Exe v 300000000, 301.264.230, 0.4%

3 W08 coor 00000000,  308.453.920, 28%
T 300000000, 296.576.301, 0.5%
5 Wz Type 0000000, 27524578, 8.3%
O A 000000, 26405444  120%
i B 30000000, 28701296 43%
s W07 g Cone (Copies) 30000000,  23847E13]  205%
5 W#0s ey 3,000,000, 332142, 131%
T S P 3.000.000, 3.170.880, 5.7%
Il Bl 2000000, 313075 4%
F B 3,000,000, 3.166.396, 55%
13 IS w Rep. CtStd. Dev. 300,000, 21.913, 7.3
14 WG v Rep. Ct (35% CI) 300,000, 305,744, 1.9%

15 W05 Rep. Calc. Conc. 300,000, 312,045, 40%

16 05 Rep. Calc. Conc. (85% CI) 300,000, 324,596, 8.2%

17 [l 3z 19,47 30,000, 32420, 1%

N SR 1358 0,000, 29872, 0.4%

19 [l 30 1353 30.000, 31102, 7%

20 [l 0 1352 30.000, 31.301, 43%

21 a3 22,33 3.000, 2850, 50%

2 | 33 22,96 3.000, 279, 6.9%
I 2294 3.000, 2825, 5.8%

4 B3 2291 3.000, 2588, 7
= Wz 26,03 300, 322, 5%

x [l 26,11 300, 305, 16%
zz Wz 26,25 30, 275, B5%

E Al 2618 00, 291, 31_/l;|

4| v 4

Para maior conveniéncia, o recurso AutoStat (Geragdo automdtica de estatisticas) calcula
automaticamente a média, o desvio padrdo e os valores minimos e méximos das amostras de
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interesse. Selecione os resultados de interesse arrastando-os com o botdo esquerdo do mouse e os
valores sdo exibidos em uma tabela & direita da fela.

Nesta captura de tela, sdo analisadas as concentragdes de diversas amostras.

@ Quant. Results - Cycling A.Green {Page 1) (_ O] Statistics

Ct Given Conc [Cop| Cale Conc [Copie| % Yar m;:::ul;:n gg_ﬁgggg
14.42 3000000 58 | Court 3
1459 30000000 : 16.2% :
14.40 30000000 T 4.2% Mean ; 27328521
17.44 3000000 422624 14.1% Std. Dev : 1.07537
17.58 3000000 3103391 34% (Orders of Mag ]
17.42 3000000 671N 15.6%
2099 300000 205353 4.9%
20,92 300000 295595 0.4%
21.04 300000 275602 1% Copy |
24N AN ANIOE 1 HW_ILI

Kl M W

Importante: O recurso AutoStat (Geracdo automdtica de estatisticas) é sensivel ao contexto. Isso

significa que, quando possivel, serdo geradas apenas informagdes Uteis.
Por exemplo:

® Ngo é possivel obter um intervalo de confianga de 95% de um conjunto de concentragdes
calculadas selecionadas, pois o modelo de regressdo também tem de ser levado em

consideracdo.

® O desvio padrdo "Orders of Magnitude" (Ordens de magnitude) indica as concentragdes
calculadas em vez de um valor absoluto. Esta é uma variagdo de porcentagem. 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). Indicar um valor
absoluto ndo faz sentido para uma curva padréo. O valor pode ser indicado na menor
concentracdo para criar um erro de baixo nivel considerado (+ 3 cépias) ou na concentracdo
alta (£ 3.000.000 cépias). Por esse motivo, é indicado o desvio padrdo "Orders of

Magnitude" (Ordens de magnitude).

® Para concentragdes calculadas, é usada a média geométrica ao invés da média aritmética.
Isso se d& devido & natureza exponencial da realtime PCR. Por exemplo, no caso de diluicdes
duplas com 1, 2, 8 e 16 cépias, a média deve ser 4 cépias, pois é a metade da série de
diluicdo. Contudo, a média aritmética é 6,75. A média geométrica é
(1*2*8*16)*1/4) = 4 copias.

Normalizacdo do tubo dinémico

A opgdo Dynamic Tube (Tubo dindmico) é selecionada por padrdo e é usada para determinar o

fundo médio de cada amostra antes do inicio da amplificacdo.
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A normalizagdo padrdo usa somente os cinco primeiros ciclos como um indicador do nivel de
fundo de cada amostra. Todos os pontos de dados da amostra séo entdo divididos por este valor
para normalizar os dados. Isso pode ser impreciso, visto que, para algumas amostras, o nivel de
fundo pelos cinco primeiros ciclos podem n&o ser um indicativo do nivel de fundo logo antes da
amplificagdo. Em contraste, a normalizagdo do tubo dinémico usa a segunda derivada de cada
vestigio de amostra para determinar um ponto de partida para cada amostra. Faz-se entdo uma
média do nivel de fundo a partir do ciclo 1 até o nimero desse ciclo de partida para cada amostra.
Isso propicia os resultados de quantificagdo mais precisos.

Observe que para alguns conjuntos de dados, a fluorescéncia de fundo n&o é consistente durante
os ciclos antes do inicio da amplificacdo. Nesses casos, pode ser necessdrio desmarcar a
normalizacdo do tubo dindmico clicando em Dynamic Tube (Tubo dindmico), pois pode resultar

em uma quantificagdo menos precisa.

Correcdo da inclinagdo do ruido

A fluorescéncia (Fl) de fundo de uma amostra deve, idealmente, permanecer constante antes da
amplificagdo. Contudo, algumas vezes a Fl mostra um aumento ou diminui¢do gradual no decorrer
de vdrios ciclos devido ao quimico usado. Isso produz um nivel de ruido distorcido. A correcdo
da inclinagdo do ruido usa uma linha de melhor ajuste para determinar o nivel de ruido em vez
de uma média e normaliza para essa linha. Selecionar esta opgéo clicando no botdo Slope Correct
(Corregdo da inclinagdo) pode melhorar os dados de réplicas se as linhas de base da amostra
estiverem visivelmente inclinadas. A correcdo da inclinagdo do ruido melhora os dados quando é
possivel observar a inclinagdo para cima ou para baixo dos fundos dos dados brutos antes do
ponto de partida (C1).

Onde a inclinacdo ndo for constante ou os ciclos iniciais da linha de base mostrarem um aumento
ou diminuicdo significativo do sinal, em comparagdo com o resto da curva, a Corregdo da
inclinacdo do ruido poderd levar a alguns efeitos indesejados, como curvas de controle negativas
que cruzam o limiar, devido & aproximagdo da linha de base como uma linha de melhor ajuste, e
normalizam os dados brutos em conformidade. Como consequéncia, esta fungdo nem sempre
melhora a qualidade dos dados e deve ser usada somente se as curvas de dados brutos mostrarem

uma inclinagdo constante.

Ajuste do ponto de partida

O algoritmo do ajuste do ponto de partida pode ser usado para definir um comprimento minimo
da linha de base utilizada na normalizacdo. Para aplicar o ajuste do ponto de partida, dois
pardmetros precisam ser definidos. Se o ponto de partida for calculado pelo Dynamic Tube (Tubo
dinémico) que é menor do que o primeiro pardmetro, o segundo pardmetro serd usado como
ponto de partida. O ajuste do ponto de partida pode ser usado somente em conjunto com a

normalizagdo do Dynamic Tube (Tubo dindmico).
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Ignorar os primeiros

O sinal de fluorescéncia dos primeiros ciclos em uma execucdo pode ndo ser representativo do resto
da execugdo. Por isso, é possivel obter melhores resultados se os primeiros ciclos forem ignorados. Até
10 ciclos podem ser ignorados. Contudo, se os primeiros ciclos parecerem semelhantes a ciclos
subsequentes, serdo obtidos melhores resultados desmarcando a opgdo "Ignore First" (Ignorar os
primeiros), pois o algoritmo de normalizagdo terd mais dados para processar.

Remocdo de outlier

Para distinguir entre pequenas alteragdes na fluorescéncia e reagdes genuinas em controles sem
modelo (NTCs), sdo fornecidas duas medidas: NTC Threshold (Limiar de NTC) e Reaction Efficiency
Threshold (Limiar da eficiéncia da reacdo). O NTC Threshold (Limiar de NTC) é recomendado para
a maioria das aplicagdes. A abordagem usada deve ser validada.

Ei outlier Removal x|

—MTC Threzhold :
Percentage of largest Fl change

)

0% 153 303
A zample with a total change in fluorezcence

I 2 % |ezz than thiz percent [relative ta the largest
change in any tube] will not be displayed.

— Reaction Efficiency Threshold ;

™ Enabled Only zamples which have an individual
reaction effiency at least equal to this

Threshold: [A00 A 3 walue will be dizplayed after
: o normalization.

ok, I Cancel Help

NTC Threshold (Limiar de NTC):  Esta opgdo permite que amostras ou NTCs que tenham um leve desvio para
cima sejam excluidos da andlise. Todas as amostras com uma alteragdo
abaixo do "NTC Threshold" (Limiar de NTC) ndo serdo indicadas e uma
sinalizacdo "NEG (NTC)" serd mostrada na coluna "CT Comment"
(Comentdrio de Ct).

O percentual é relativo & maior alteragdo encontrada em qualquer tubo. Por
exemplo, se uma amostra comegar com um nivel de fundo de 2 Fl e aumentar
para 47 Fl, 45 Fl representard 100%. Um "NTC Threshold" (Limiar de NTC)
de 10% consideraria qualquer amostra com menos do que 4,5 Fl como ruido.
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Reaction Efficiency Threshold
(Limiar da eficiéncia da reacdo):

Nota: Se um valor for excluido devido & ativagdo de quaisquer uma dessas técnicas, ndo serd
exibido um valor de CT correspondente na janela Quantitation Results (Resultados da
quantificagdo). Ao mesmo tempo, serd exibida uma sinalizagdo indicando a exclusdo na coluna
"Ct Comment" (Comentério de Ct). Portanto, é importante garantir que a coluna "Ct Comment"

A opgdo "Reaction Efficiency Threshold" (Limiar da eficiéncia da reagéo) é um
método alternativo de excluir ruido de uma andlise. O algoritmo de
normalizacdo usa as técnicas de estimativa da eficiéncia da reacdo usadas
na quantificagdio comparativa (consulte a Segdio 6.6.6). Todas as amostras
que ndo possuem uma eficiéncia de reacdo pelo menos deste nivel sdo
excluidas e uma sinalizagdo "NEG (R.Eff)" serd mostrada na coluna "CT
Comment" (Comentdrio de CT).

Um nivel de 0% indica que, durante a fase exponencial, ndo ocorreu qualquer
reagdo. 100% indica que uma reagdo completamente eficiente ocorreu
durante a fase exponencial. Porcentagens negativas indicam que, durante a
fase exponencial, o sinal fluorescente diminuiu.

As pesquisas atuais ndo sdo conclusivas com relagdo aos niveis de eficiéncia
precisos necessdrios para distinguir reagdes genuinas de contaminagdes e
outros efeitos. Por isso, recomendamos usar este recurso de forma moderada,
presumindo que qualquer amostra com uma reag&o genuina ferd alguma fase
exponencial visivel com algum aumento na fluorescéncia. Definir este valor
acima de 0% excluird algumas amostras com aumento visivel na fluorescéncia,
apesar de ineficiente. Entretanto, definir este valor abaixo de 0% exibira
amostras com diminui¢do da sua fluorescéncia durante a fase exponencial, as
quais devem ser claramente excluidas.

,

(Comentério de Ct) seja sempre exibida.

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

Threshold" (Limiar da eficiéncia da reagdo).

_ioix
Mo, [Mame  [Typs | o | Ct Comment | Given Conc [copies/ieaction] |
7 10e6 Standard MEG [R.EH] 1.00E +08
8 10e6 Standard MEG [R.EF 1.00E+0&
3 10ek Standard MEG [R.Eff] 1.00E+06
10 10e5 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

A inclinagdo (M) de uma reagdo (mostrada na janela Standard Curve [Curva padrdo]) pode ser

usada para determinar a amplificacdo exponencial e a eficiéncia de uma reacdo usando os

célculos a seguir:

Amplificagéo exponencial =

10H1/M)

Eficiéncia da reagdo = [10F1/M] - 1

Os valores ideais para M, a amplificagdo exponencial e a eficiéncia da reacdo sdo -3,322, 2 e 1,
respectivamente. A eficiéncia da reacdo é exibida no relatério (nos relatérios completo e padrao;

consulte a pdgina 82) e na janela Standard Curve (Curva padréo).
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A inclinagdo é calculada como a alteragdo a Cr dividida pela alteragdo aos dados de entrada de
log (por exemplo, o nimero de cépia). Uma amplificagdo 100% eficiente significa que o produto
de amplificacdo dobrou em cada ciclo, resultando em um valor de M de -3,322, um fator de
amplificagdo de 2 e uma eficiéncia de reagdo de 1.

Dado um valor de M de -3,322, os cdlculos sdo os seguintes:

Amplificagdo exponencial: 1061/-3322) = 2
Eficiéncia da reagdo: [10r1/-3322] — 1 =

|
—_

Como um exemplo alternativo: um valor de M de 3,8 significa que a reagdo possui uma amplificagdo
exponencial de aproximadamente 1,83 e uma eficiéncia de reagéo de 0,83 (ou 83%).

Em uma férmula que descreve a relagdo entre 2 varidveis, o desvio é expresso com a letra B (y =
Mx + B). Algumas vezes, refere-se ao desvio também como a intercepgdo. B representa o Cr para
uma dada concentracdo de 1 unidade. Ao substituir o 1 na férmula de concentragdo tal como

mostrado abaixo:

Cr=log(l) *M+B
Cr=0*M+B
O resultado é Cr =B

A intercepcdo pode ser alterada de execu¢do para execugdo e é uma medicdo menos estavel que
o gradiente. Por isso, o gradiente é analisado mais frequentemente do que a intercepgdo.

Janela principal
A janela principal exibe os gréficos de amplificagdo em uma escala de log.

Clicar em Linear Scale (Escala linear) na base da janela altera a escala da escala de log para a
escala linear e vice-versa. A alteragdo entre essas escalas muda apenas a exibigéo dos gréficos e
ndo os cdlculos. Isso pode ser verificado usando a ferramenta de localizagdo clicando com o
botdo direito no gréfico e selecionando Show pinpointer (Exibir localizador). Ao usar uma escala
de log, os valores menores sdo mais visiveis no grdfico, enquanto uma escala linear facilita uma

visualizacdo de toda a reacdo.

Nota: Os grdficos de amplificagdo sdo atualizados em tempo real enquanto o Rotor-Gene Q MDx
estd ativamente adquirindo dados durante uma execugdo. Este monitoramento em tempo real dos
dados permite ao usudrio visualizar os resultados assim que as curvas mostrarem crescimento
exponencial. Podem ser elaboradas conclusdes preliminares e podem ser tomadas decisdes para

a préxima execugdo.
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Modelos de andlise de quantificagdo

Os modelos de andlise de quantificagdo permitem que o usudrio exporte configuragdes de
normalizagdo e limiar para um Unico arquivo *.qut. Esse arquivo pode ser importado e aplicado
novamente a outros experimentos. Consulte a Se¢do 7.1 para obter mais detalhes.

Imported Settings
<hone:

Impaort... Export...

6.6.3 Duas curvas padrdo

A andlise da expressdo génica relativa usando um gene de normalizacdo pode ser realizada por

meio do método de 2 curvas padrdo.

O método exige uma curva padrdo para cada gene. A concentragdo para cada gene é
quantificada de acordo com a sua curva padrdo. A expressdo do gene de interesse é entdo

normalizada com o gene de normalizacdo (normalmente um gene de manutencéo).

E importante que os padrées e as amostras replicadas sejam designadas corretamente durante a
configuracdo de amostra (consulte a Secdo Configuracdo de amostras). Em particular, as amostras
correspondentes devem ter o mesmo nome em cada andlise. Em uma reacdo multiplex, em que as
posicdes do tubo do gene de interesse e do gene de normalizagdo sdo iguais, um conjunto de
definicdes de amostra é suficiente. Ao realizar uma andlise relativa com um gene de normalizagéo,
usando um s6 canal (ou seja, as reagdes sdo executadas em tubos separados usando o mesmo
fluoréforo), devem ser criadas duas pdginas de amostras. A primeira deve rotular as posicdes dos
tubos com nomes de amostra para o gene de inferesse, com as outras posicdes andnimas. A
segunda deve rotular as posigdes usadas para o gene de normalizagdo. Assim, o software ird

equiparar as amostras nas duas andlises com base nos seus nomes.
Andlise de expressao usando o método de duas curvas padrao

Os dados podem ser analisados primeiro para cada gene usando a andlise de quantificagdo.
Caso contrério, os resultados para cada gene serdo automaticamente determinados usando a

ferramenta Autofind Threshold (Encontrar limiar automaticamente).
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1. A partir da janela Analysis (Andlise), selecione a guia 2 Std Curve (Rel.) (2 curvas padrdo

[Rel.]). Clique em New Andlysis... (Nova andlise...).

Buantitation | telt
25td Curves (Fiel) | Other..

Show | Hide |

W Auto-shrink windaw

2. Insira um nome para a andlise.

Rotor-Gene ( Series Software x|
Enter a name for the relative quantitation analysis:

Cancel

Relative Guant. Analysi:

3. Designe as pdginas usadas para a andlise do gene de normalizagdo e do gene de interesse.
Por exemplo, clicar em Gene of Interest Standard Curve (Curva padrdo do gene de interesse)
abre a janela Selection of Gene of Inferest Standard... (Selecdo do padrdo do gene de
inferesse...). Selecione a pdgina em que o gene de interesse foi quantificado. Repita o
procedimento para o gene de normaliza¢do. Opcionalmente, é possivel definir um calibrador.
Se esta opgdo for selecionada, o calibrador recebe um valor de 1 e todas as outras

concentracdes de amostras sdo calculadas com relacdo a esta amostra.

Relative Quantitation E |
5 Heparts Evport |

2 Standard Curves Felative Quantitation |

[ Gene of Interest Standard Curve
[ Momalizer Standard Curve
[ Calibrator Defined
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{G 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 vau will be taken ta
thie main window of this analyziz.

weling g
: Lng® FiM-Mamalizing Gene
F- Cucling & elow

Select Other Run... Cancel I

Apds concluir as selegdes, as opgdes serdo marcadas com uma marca de selegdo, tal como
mostrado abaixo.

Relative Quantitation %] |
=z Reports @ E xport |

2 Standard Curves Belative Quantitation |

Gene of Interest Standard Curve

Mormalizer Standard Curve
[ Calibratar Defined

¥ Auta-shiink windaw

4. Clique no botdo Reports (Relatérios) para exibir o Report Browser (Navegador de relatérios).
Selecione a andlise com o nome correto da lista. Clique no botdo Show (Mostrar) para exibir
o relatério de quantificagdo relativa. A opgdo Export (Exportar) exporta os resultados para uma
nova planilha do Excel. Se um calibrador estiver incluido, os resultados serdo calculados com

relacdo & amostra do calibrador, que recebe um valor de 1.
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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 Report (2 Standard Curves Condse)

"% MIQE Report {2 Standard Curves Full Report)

1)
*% Relative Quant(Standard Curve)

Show I Cancel I

5. Sdo exibidas as concentragdes, tal como lidas nas curvas padrdo para o gene de interesse
(Conc. GOI) e o gene de normalizagdo (Conc. de Norm.), bem como a concentragéo relativa

(Conc. relativa). Os resultados podem ser salvos como um arquivo Word.

Expression R

Ca..tor 4] 2 s s cs
Samples.

el
e

warw.gagenom

Relative Quant. Analysis

T Stendd Curves
Exparimant Information

Rur Neme [aacTun
Fun Stan 10.01.2008 1
Aun Fren 10012008 1
[Goataan

Hotzs

Run On Sohyare Version| Al
Fun Sigrsiure
Gan Green 9

Gene Exprassion Graph (Raw Values)

]

Gene Expression Graph (Logarithmic)

os}-
g os
B
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6. Os valores Rel Min e Rel Max sdo gerados por meio do célculo do desvio padrdo do quociente

dos desvios padrdo do GOI e do Normalizador usando a seguinte férmula:

2

\/ 2
CVre/cnnc = CVG()I + CVNarm
onde:
S stddev
cV=—=——————
X  meanvalue

6.6.4 Quantificacdo relativa delta delta Cr

O método delta delta CT permite a andlise da expressdo génica relativa. Ele é descrito por Livak

e Schmittgen (2001)*.

Esse método ndo exige que curvas padrdo sejam incluidas em cada execugdo. Cada amostra é
primeiramente normalizada para a quantidade de modelo adicionado, em comparagdo com o
gene de normalizacdo. Esses valores normalizados serdo normalizados ainda mais relativamente
a um fratamento do calibrador. O calibrador pode ser, por exemplo, amostras de tipo selvagem,

de controle ndo tratado ou de tempo zero.

E essencial que as eficacias de amplificacdo do gene de interesse e do gene de normalizagdo
sejam idénticas e que isso seja validado de acordo com as diretrizes de Livak e Schmittgen.

E essencial que os nomes das amostras sejam definidos corretamente na janela Edit Samples (Editar
amostras), com as mesmas amostras rotuladas de forma idéntica em todas as andlises de

quantificagdo composta.

1. Andlise os dados usando "Quantitation" (Quantificagdo). N&o é necessdrio executar uma curva

padrdo apés a validagdo ter sido realizada.

A partir da guia Other (Outro) na janela andlise Analysis (Andlise), selecione Delta Delta CT Relative

Quantitation (Quantificacdo relativa delta delta CT). Selecione New Analysis (Nova andlise).

* Livak, K.J. and Schmittgen, T.D. (2001) Analysis of relative gene expression data using realtime quantitative PCR and the
2/ [-delta delta C(T)] method. Methods 25, 402.
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i
Allelic Discrimination

Clearing Paint Analysis
" Cycling A Green [Page

Comparative Quantitation
%" Cycling &.Orange [Pam

Cancentration Analysiz

EndPaint Analysis

High R esolution kelt Analysiz
Scatter Graph Analysiz

Show All Analyziz Options....

Show | Hide |
™ Auta-shiink windaw

2. Insira um nome para a andlise.

Rotor-Gene () Series Software i

Enter a name for the relative quantitation analyziz: oK

Cancel

HEN

ant. Anahysi:

3. Validation Run Performed (Execucdo de validacdo realizada) deve estar marcado para

prosseguir com a andlise. Defina a pdgina em que o gene de interesse e o gene de
normalizacdo foram analisados.

Relative Quantitation E |
= Hepors Erpart |

Delta Delta CT Felative Quantitation |

[ alidation Fiun Performed
[ Gere of Interest Quantitation
[ Mormalizer Quantitation

[ 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.

g
E Long® Mormalizer
- Cycling & Orange

------ o Gene of lnterest

Select | Other Run... Cancel I

4. Clique no botdo Reports (Relatérios) para exibir o Report Browser (Navegador de relatérios).
Selecione a andlise com o nome correto da lista. Clique no botdo Show (Mostrar) para exibir
o relatério de quantificacdo relativa. A opgdo Export (Exportar) exporta os resultados para uma
nova planilha do Excel. Se um calibrador estiver incluido, os resultados serdo relativos &

amostra do calibrador, que tem um valor de 1.

E8 Report Browser o] x|
—Report Categories : — Templates :

- [General]
£ Melt Curve Analysis
- Comparative Quartitation
&-Delta Delta CT Relative Quantitation
- Relative Quant. Analysis
Standard Curves Fielative Quantitation
- Relative Quant. Analysis

IQE Report (Delta Delta Ct Condse)

"
% MIQE Report (Delta Delta Ct Full Report)

s
2 Relative Quant{Delta Delta)

Show I Cancel |

Um exemplo dos resultados dessa andlise é exibido abaixo. Sdo exibidos os valores de Cr
para o gene de inferesse (GOI Ci), os valores de Cr para o gene de normalizagdo (Norm. C1),
Delta Cr, Delta Delta Cr e a concentragdo relativa (Relative Conc.). A expressdo é relativa a

amostra do calibrador, que recebe uma expressao relativa de 1.

Para obter mais informacdes quanto a derivacdo dos cdlculos Rel Min e Rel Max, 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.
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C|Replcate Mame  [GOICT  [Mom CT  |DekaCT | Delts Delta CT | Relalive Conc. [RelMin | RelMax | Calibrator
Dilution & 28.37
Dilution 7 3761 283: 922 4.40 004728 004128 005414
 Dilution § 3572 2828 744 282 016228 014904 017689
Dilution 5 304 28.24 6.0 1.98 025292 011715 054605
Dilution 4 3294 2812 482 0.00 100000 063432 1.44025 Yes
Dilutior 3 .66 28.23 343 1.3 260825 216257 314573
Dilution 2 30.05 2802 203 27 682153 640040 738130
Dilution 1 2861 27.92 0E3 412 1741896 16.47839 1841322
05 011U 2811
0316 1A 762 2810 a5 4.70 003857 00363 004094
11U .24 2815 853 288 006305 0.04415 010489
316 (U 3145 28105 £.40 158 033305 0.28208  0.33325
054 3267 28.29 438 043 134925 1.09820 165770
053 30.07 279 209 273 661982 618880 7.00076
052 26.88 2764 076 557 4701474 4502202 50.35677
651 2407 2710 303 7.85 23060440,  208.45334 26510870

6.6.5 Andlise da curva de fusdo

A andlise da curva de fusdo analisa a derivada dos dados brutos apés a suavizagdo. Ela é
comumente usada para genotipagem e discriminacdo alélica. Os picos na curva sdo agrupados
em compartimentos e todos os picos abaixo do limiar sGo descartados. Assim, os compartimentos
podem ser mapeados para gendtipos por meio do comando "Genotypes" (Genétipos).

Apés a conclusdo de uma execucdo, para alguns quimicos, é possivel adicionar uma etapa de
fusdo para visualizar a cinética de dissociagdo dos produtos amplificados. A temperatura aumenta
a um ritmo linear e a fluorescéncia de cada amostra é registrada. Uma andlise de curva de fusdo

tipica é exibida abaixo.

[BERotor-Gene Q Series Software - SybrMelts
Fle Analyss Run Gan View window Help

) & B =7 B
ZOHPINRO W @ & ¥ & W -
New Open Save | start Fauce 5iop | Hep Seltings Frogress Profle Temp. Samples Anaysis Reports Arange
Chamnels " et ACHI ./ Melt&.CH2
Melt Curve Analysis - Melt A.CH1 (Page 1) =]
Reports...  Resuts | Genotypes.
B
05 Iy
Bin A
04
_ in
203 Trveshai]
02
01
BakOn | BarkOff
NamedOn | AIOn | AIOI
ﬂ 3 B0 =3 70 75 80 85 Eil £ Edit Samples. |
Tempersture
Peak Calling
AdjustScde  Auko-Scale |

IV Fl sign of e /dT

Genotype Peak 1

Heterozygous 88.5 [Bin B)
Heterozygous 88.5Bin B)
Heterazygous 88.7 [Bin B)
‘Wwild Type 90.2 [Bin C)
Wild Type 903 (Bin C)
wild Type 902 Bin C)
Homozygous 805 [Bin A]
Homozygous 0.3 Bin &)

Hstart|| ] @ © @ 7||[ “rotor-Gene g Seriess..

Rotor-Gene 0 Series Software 1.7 [Buil

Thieshold:  [030821 | %]
Temperal

b |
idih

Bind 8042 4
BinB 8355 4 i}

New | Edt | Remove

Imported Setlings
<none>

Impott Export

Y 2DEEF  sorem
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Flip sign of dF/dT (Inverter sinal
de dF/dT):

Definindo picos:

Peck Bins (Compartimentos de
pico):

Threshold (Limiar):

Temperature Threshold (Limiar de
temperatura):

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... |

Antes de definir os picos, certifique-se de que o sinal de dF/dT esteja correto
para os dados definidos para oferecer picos positivos.

Na andlise da curva de fusdo, os picos podem ser definidos e comunicados
por meio de diferentes métodos. Um deles é denominar automaticamente
todos os picos para cada amostra. O outro é atribuir picos a

compartimentos, o que é 0til para genotipagem.

Os compartimentos definem a drea onde se espera que os picos ocorram. O
software de andlise da curva de fusdo aglomera picos em grupos de
compartimentos, com base nos valores de pico reais na curva. Se necessario,

os compartimentos podem ser editados.

Qualquer pico dentro do intervalo definido do compartimento serd atribuido
ao compartimento. Se houver dois compartimentos préximos um do outro, o
pico serd atribuido ao compartimento mais préximo.

Nota: Os compartimentos ndo devem estar visualmente posicionados para
estimar as posicdes do pico. Coloque os compartimentos na drea de interesse

aproximada e, em seguida, use os valores reais comunicados na tabela de
resultados para obter um resultado mais exato.

Para definir um compartimento, clique no botdo New Bin (Novo
compartimento) e, em seguida, clique e mantenha o botdo do mouse
pressionado no grdfico para definir o centro do compartimento. Para adicionar
outro compartimento, repita o processo. Use o botdo Remove (Remover) para
excluir os compartimentos.

Para definir o limiar (eixo y), clique no icone e, em seguida, clique e
mantenha o botdo do mouse pressionado no gréfico e arraste a linha do limiar
até o nivel desejado.

Para definir um limiar de temperatura (eixo x), clique no icone e, em
seguida, clique e mantenha o botdo do mouse pressionado no gréfico e
arraste a linha do limiar para a direita. Isso elimina a linha do limiar para as

temperaturas mais baixas.

Nota: Isso é dtil quando hd ruido no sinal a temperaturas baixas.
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Relatérios

Abre o Report Browser (Navegador de relatérios), onde é possivel escolher um relatério para
visualizagdo. E possivel gerar um relatério com base no canal selecionado atualmente ou um
relatério de genotipagem multicanal.

Resultados
Exibe a janela Melt Curve Results (Resultados da curva de fusdo), que exibe os picos da amostra.
Gendétipos

Clique em Genotypes... (Gendtipos...) e selecione os genétipos, tal como mostrado a seguir.

%i Edit Genotypes for Melt A Green |
Genotype : Abbrew. : Bind BinB

IH:::mu:uz_l,lgcuus IMM I_ _I

IHeternz_l,lgDus IMW

[wild Type [l

Cancel

ST T
ST T

ot

Help

Esta janela permite que gendtipos sejam atribuidos & incidéncia de picos nos compartimentos. A
configuracdo de gendtipo padrdo é exibida na captura de tela, com amostras heterozigotas com
dois picos, amostras homozigotas com um pico no primeiro compartimento e amostras do tipo
selvagem com um pico no segundo compartimento. E possivel digitar uma abreviacdo no campo
ao lado do nome de cada gendtipo. Isso é usado para imprimir relatérios de genotipagem

multicanal, de forma que todos os resultados de mdltiplos canais possam ser lidos facilmente.

Em andlises multiplex, os genétipos devem ser definidos em todos os canais. Se, por exemplo, for
executada uma andlise de FRET suprimido com canal duplo, em que se espera um genétipo de
tipo selvagem e heterozigoto em cada canal, entdo os pardmetros do compartimento deverdo ser

definidos para cada canal. Os resultados serdo fornecidos em um relatério multiplex.
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Modelos da andlise de fusdo

Os modelos da andlise de fusdo permitem que o usudrio exporte configuracdes de normalizagdo,
limiar, gendtipo e compartimento para um Unico arquivo *.met. Esse arquivo pode ser importado
e aplicado novamente a outros experimentos. Consulte a Secdo 7.1 para obter mais detalhes.

Imported Settings
<hone:

Impaort... Export...

6.6.6 Quantificagdo comparativa

A quantificacdo comparativa compara a expressdo relativa de amostras a uma amostra de controle
em uma execugdo quando uma curva padrdo ndo estd disponivel. Isso é frequentemente usado em

andlises de microarray. Warton e colaboradores (2004) * oferecem um exemplo desta técnica.

1. Para realizar 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 controle usando o menu suspenso & direita da tela, abaixo do

alternador.

3. Os resultados sdo calculados automaticamente e exibidos na janela Comparative Quantitation

Results (Resultados da quantificacdo comparativa) abaixo do gréfico.

As primeiras colunas da janela Comparative Quantitation Results (Resultados da quantificagéo
comparativa) mostram o nimero e o nome da amostra. A coluna Takeoff (Partida) apresenta o
ponto de partida da amostra. A segunda derivada no grafico de amplificagéo produz picos que
correspondem & taxa méxima de aumento da fluorescéncia na reagdo. O ponto de partida é
definido como o ciclo em que a segunda derivada se encontra a 20% do nivel méximo e indica o

fim do ruido e a transicdo para a fase exponencial.

Este gréfico exibe uma segunda derivada de um gréfico de amplificagdo, mostrando as posicdes
relativas do pico da segunda derivada e do ponto de partida.

* Warton, K., Foster, N.C., Gold, W.A., e Stanley, K.K. (2004) A novel gene family induced by acute inflammation in
endothelial cells. Gene 342, 85.
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A coluna "Amplification" (Amplificacdo) fornece a eficiéncia da amostra. Uma reacdo 100%
eficiente resultaria em uma valor de amplificagdo de 2 para cada amostra, o que significa que o
amplicon dobrou a cada ciclo. Nos dados brutos, o sinal deveria dobrar na fase exponencial. Por
exemplo, se o sinal era de 50 unidades de fluorescéncia no ciclo 12 e 51 unidades de
fluorescéncia no ciclo 13, o sinal deve aumentar para 53 unidades de fluorescéncia no ciclo 14.
E calculado a média de todos os valores de amplificacdo para cada amostra para produzir o valor
de amplificagdo que é exibido & direita da tela sob o alternador. Quanto maior a variagdo entre
os valores de amplificacdo estimados de cada amostra, maior serd o intervalo de confianca
(indicado pelo valor apés o sinal de £). O intervalo de confianga para um grande nimero de
amostras (N) proporciona uma probabilidade de 68,3% de que a verdadeira amplificagdo das
amostras esteja dentro desse intervalo (1 desvio padrdo). Ao dobrar o intervalo %, é alcangado

um intervalo de confianca de 95,4% para um N grande.

Réplicas do calibrador

Tal como no método delta delta Cr, uma amostra do calibrador é necessdria e as medidas sdo relativas
a essa amostra do calibrador. As réplicas do calibrador podem ser analisadas, visto que, se vdrias
posicdes de amostras tiverem o mesmo nome, serd usada a média de pontos de partida dessas
amostras. Para usar este recurso corretamente, certifique-se de que as réplicas possuem nomes idénficos.

Calibrator Replicate
T

Heszults
Ayerage Amplification 1.78+-0.04

k2

A amplificacdo média é usada para calcular a expressdo. Por exemplo, uma amostra com baixo valor
de amplificagdo levard mais tempo para alcangar um certo nimero absoluto de cépias do que uma
amostra com um valor de amplificagdo maior. A coluna "Rep. Conc." (Conc. rep.) da janela
Comparative Quantitation Results (Resultados da quantificacdio comparativa) fornece a concentracdo
relativa. A concentragdo relativa de cada amostra comparada com a amostra do calibrador é calculada
com base no ponto de partida e na eficiéncia da reagdo. Isso é expresso em notacdo cientifica.
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Nota: O valor exibido na Average Amplification (Amplificacdo média) & direita do * representa o
desvio padréo da amplificagdo média apés a remogdo dos valores de amplificagdo atipicos. Se

o valor for grande, poderd haver um grande erro nos valores de concentragdo calculados globais.
As concentragdes relativas sdo calculadas pelo software da seguinte forma:

1. E caleulado o ponto de partida de cada amostra por meio da observacdo dos picos da segunda

derivada.

2. E calculado o aumento médio nos dados brutos quatro ciclos apés a partida. Este é o valor de

amplificagdo para a amostra.
As amplificagdes atipicas sdo removidas para representar o ruido na fluorescéncia de fundo.
E calculado a média das amplificagdes restantes. Esta é a amplificacdo média.

O ponto de partida média é calculado para cada réplica do calibrador.

A

A concentragdo relativa para uma amostra é calculada como Amplificagdo” (Partida do

calibrador — Partida da amostra).

7. O resultado é exibido em notaco cientifica, na coluna "Rep. Conc." (Conc. Rep.) da janela

Comparative Quantitation Results (Resultados da quantificagdo comparativa).
6.6.7 Discriminacdo alélica

A Discriminacdo alélica usa dados cinéticos em tempo real de dois ou mais canais para genotipar

amostras. Para realizar esta andlise, selecione Other (Outro) e, em seguida, Allelic Discrimination

(Discriminacdo alélica) na janela Analysis (Andlise). Ao realizar a discriminagéo alélica, ndo é
suficiente clicar duas vezes em um canal para andlisar, pois esta andlise é realizada por meio de
mdltiplos canais simultaneamente. Para realizar esta andlise, mantenha a tecla CTRL pressionada
e clique para realcar os canais que deseja analisar ou arraste o ponteiro do mouse sobre esses
canais. Apés os canais desejados terem sido realgados, clique em Show (Mostrar). A lista serd
atualizada para mostrar todos os canais em uma linha, com uma marca de selegdo ao lado. Isso
indica que todos eles serdo usados em uma andlise. Para remover um ou mais desses canais,
clique com o botéo direito do mouse na andlise e selecione Remove Analysis... (Remover andlise...).
Assim, esses canais podem ser incluidos em outra andlise de discriminagdo alélica. Um canal pode

ser usado apenas em uma andlise de cada vez.

Reports (Relatérios): Abre o relatério "Allelic Discrimination Analysis" (Andlise de discriminacdo alélica)
para visualizagdo.

Results (Resultados): Exibe a janela Allelic Discrimination Results (Resultados da discriminagdo alélical).
Essa janela abre por padrdo quando a andlise é exibida pela primeira vez.
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Opgdes de normalizacdo: Estdo disponiveis diversas opgdes para ofimizar a normalizagdo de dados brutos:

. Dynamic Tube (Tubo dindmico) (normalizagéo do tubo dindmico)
. Slope Correct (Corregéio da inclinagdio) (corregdo da inclinagdo do ruido)
. Ignore First x cycles (Ignorar os primeiros x ciclos) (corregdo do ruido

nos ciclos iniciais)
. Ajuste do ponto de partida
Para obter mais detalhes, consulte a pdgina 91.

Discrimination Threshold Insira os valores nestas caixas de texto para posicionar o limiar de discriminagéo.

(Limiar de discriminagdo): Todas as curvas passando por esse limiar sGo consideradas como amostras de
genotipagem. Clique no icone & direita de cada caixa de texto e, em seguida,
arraste o limiar no gréfico para definir esses valores visualmente.

Dizcrimination Threshold

Theshold:  [005502 % |

Genotypes (Gendtipos): Abre a janela Genotyping (Genotipagem), usada para definir qual genétipo é
defectado em cada canal. Esta janela permite que gendtipos sejam atribuidos a
canais para a andlise de discriminacdo alélica.

No exemplo abaixo, uma amostra serd heterozigota se as leituras nos canais
Cycling A.Green e Cycling A.Yellow cruzarem o limiar.

%2 Genotyping
Genatype |F|eacting Channels | ﬂ
“wild Type Cycling A.Green
Heterozygaous Cycling A.Graen Cycling A vellaw
butant Cucling 4. ellow

Cancel I Help I

Modelos da andlise alélica:  Os modelos da andlise alélica permitem a exportagdo de configuragdes de
normalizagdo, limiar e gendtipo para um Gnico arquivo *.alt. Esse arquivo pode
ser importado e aplicado novamente a outros experimentos. Consulte a Segdo 7.1
para obter mais defalhes.

Imported Settings
<hones

Irmpart.... | Export...

6.6.8 Andlise do gréfico de dispersao

A Andlise do grdfico de dispersdo permite a genotipagem com base na expressdo relativa de
gréficos de amplificagdo por meio de dois canais. Ao contrdrio da discriminagdo alélica, o
gendtipo é decidido com base em regides definidas a partir do gréfico de dispersdo em vez de
um Gnico limiar. Para realizar esta andlise, selecione Other (Outro) e, em seguida, Scatter Graph

Analysis (Andlise do gréfico de dispersdo) na janela Analysis (Andlise).
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Ao realizar a andlise do gréfico de dispersdo, ndo é suficiente clicar duas vezes em um canal
para analisar, pois esta andlise é realizada por meio de dois canais simultaneamente. Para
realizar esta andlise, mantenha a tecla SHIFT pressionada e clique para realgar os canais a serem
analisados ou arraste o ponteiro do mouse sobre os canais. Apés os canais desejados terem sido

realcados, clique em Show (Mostrar).

A lista serd atualizada para mostrar todos os canais em uma linha, com uma marca de selecdo ao
lado. Isso indica que todos eles serdo usados em uma andlise. Para remover um ou mais desses
canais, clique com o botdo direito do mouse na andlise e selecione Remove Analysis... (Remover

andlise...). Assim, esses canais podem ser incluidos em outra andlise do gréfico de dispersdo. Um

canal pode ser usado apenas em uma andlise de cada vez.

Reports (Relatérios):

Results (Resultados):

Opcgdes de normalizacdo:

Genotypes (Gendtipos):

#i Genotyping

Abre o relatério Scatter Analysis (Andlise de dispersdo) para visualizagéo.

Exibe a janela Scatter Analysis Results (Resultados da andlise de dispers@o). Essa
janela abre por padréo quando a andlise é exibida pela primeira vez.

Estdo disponiveis diversas opcdes para otimizar a normalizacdo de dados brutos:

. Dynamic Tube (Tubo dindmico) (normalizagdo do tubo dindmico)
. Slope Correct (Corregéio da inclinagdo) (corregdo da inclinagéo do ruido)
. Ignore First x cycles (Ignorar os primeiros x ciclos) (corregdo do ruido

nos ciclos iniciais)
. Ajuste do ponto de partida
Para obter mais detalhes, consulte a pagina 91.

Abre a janela Genotyping (Genotipagem), usada para definir qual genétipo é
defectado em cada canal. Nesta janela, os genétipos podem ser atribuidos com
base nos canais em que uma amostra reage. Os canais selecionados ser&o usados
para rotular os cantos do gréfico de disperséo e guiard o usuério para a drea
geral do grdfico de dispersdo em que as regides devem ser definidas.

Genatype

wild Type
Heterozygous

tutart

| Reacting Channels | ﬂ

Cycling A.Graen
Cycling A.Green Cucling 4. ellow
Cucling A ellow

Cancel I Help I

Grdfico de dispersdo:

O gréfico de dispersdo exibe a expresséo relativa dos dois canais selecionados.
A exibicdo é normalizada para justificar os diferentes aumentos de dobras em
cada canal e no log transformado para acentuar as diferencas na expressdo entre
as amostras.

Para realizar a genotipagem, o usudrio define regides clicando e arrastando uma

selecdo no gréfico. Com isso, a sele¢do pode ser rotulada com base nos genétipos
configurados na janela Genotyping (Genotipagem).
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& Scatter Analysis Graph - Cycling A.Green. Cycling A.Yellow [Page 1) W Scatter Analysis Results - C|
MNo. | Mame Genotype

1 aling

2  bllng

T Wi Tume
Define Genotype  »

ild Types

-1
-1 00p
1 b-10pg

)
9

Wild Type

Mone Mutanl

Modelos da andlise do Os modelos da andlise do gréfico de dispersdo permitem que as configuragdes

grdfico de dispersdo: de gendtipo e regido sejam exportadas para um Unico arquivo *.sct. Esse
arquivo pode ser importado e aplicado novamente a outros experimentos.
Consulte a Segdo 7.1 para obter mais detalhes.

Imported Settings
<hones:

Imnpaort... Export...

6.6.9 Andlise de ponto final

A Andlise de ponto final permite a discriminacdo entre amostras amplificadas e ndo amplificadas

no fim de uma execucdo. Os resultados sdo qualitativos (positivos/negativos) e ndo quantitativos.

A Andlise de ponto final ¢ exibida na captura de tela abaixo.

‘ Rotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - allelic discrimination demo
Fle Analysis Run Gan View Searity Window Help

7 € @ |vw & @ W [ W W E B .
New Open Save Help Settings Progress Profle  Temp. Samples Analyss Reports Arrange

Channels 7 Cyding AFAM/SYER 7 Cyding A.JOE 7 Cyding A(from 40).FAM/SYER 2 Cyding A(from 40).10E

&
Resdts  Genotypes...

Cycing A(from 40).FAM/SYBR - Circles.
Cycing A(from 40).J0E - Diamonds

Bank On Bank Off
MNamedOn | &1 0On | &0 OF
Ecit Samples.

Contiols | Thresholds |

Positive Controls

W (1) Hetercavgous

Negative Controls

Type

1 Heterozygous | Positive Control Reaction Reaction (8] Mutation
2 Heterozygous | Unknown Het Fisaction Fieaction [31%ild type
3 Widtype Unknown wid Reaction Ho Reaction
4 Heterozygous | Unknown Het Reaction Reaction
5 Heterozpgous | Unknown Het Reaction Reaction Ta st the defined controls,
B |wildtype Unknown wild Feaction Mo Reaction click Edit Samples.
Rotor-Gene 0 Series Software 4.7 (Build 1) VIRTUAL MODE | Currsrt User: CORBETT linsongy (Administrators)

A Andlise de ponto final é semelhante & discriminagdo alélica, pois os resultados sdo qualitativos
e os nomes podem ser atribuidos a certas permutagdes de reagdes em diferentes canais. Contudo,
somente uma leitura estd disponivel na EndPoint analysis (Andlise de ponto final), em contraste
com a discriminacdo alélica, que usa uma leitura ciclo a ciclo para cada amostra. Isso significa

que o usudrio precisa identificar controles positivos e negativos para facilitar a andlise. Para os
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dados brutos, os niveis de sinal sdo normalizados em relagdo aos controles positivos e negativos
conhecidos para cada canal. Em seguida, o usudrio seleciona um nivel de sinal em porcentagem

como o limiar.
Termos usados na Andlise de ponto final

Alguns termos usados na Andlise de ponto final sdo explicados a seguir.

Positive control Esta amostra possui a caracteristica de amplificagdo.
(Controle positivo):

Negative control Esta amostra ndo possui a caracteristica de amplificagdo. Isso representa o sinal de

(Controle negativo): fundo tipico.

Threshold (Limiar): O limiar estd um nivel de sinal acima daquele em que se diz que uma amostra é
positiva (amplificada). Esta configuracéo deve ser ajustada pelo usudrio em cada
execugdo.

Signal level (Nivel de sinal):  Uma porcentagem de sinal fluorescente, normalizada de forma que o maior sinal
dos controles positivos seja 100% e o menor sinal dos controles negativos seja 0%.

Genotype (Genétipo): Uma interpretagdo de diferentes permutagdes de reagdes em diferentes canais. Por
exemplo, o gendtipo "heterozygous" (heterozigoto) poderia ser atribuido a
amostras que reagissem em ambos os canais, verde e amarelo. O genétipo fambém
pode ser usado para indicar os resultados de reagdes com controles internos. Por
exemplo, os resultados poderiam ser indicados como "inhibited" (inibido),
"positive" (positivo) ou "negative" (negativo), com base na visualizagdo de uma
reagdo em certos canais.

Configuragdo de perfil

[Pouckstart x
1. Rotor Selection 2. Canfim Profile |
72, 8 W C
New Open  Save As Help

The run wil take approximately B minute(s) to complete. The graph below represents the wn to be perfomed :

Click on a cycle below to modify it -

Haold Inzert after...
Ingert before
Remove
This 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
A0 deq.
10 secands

Acquiring to Cycling &

on Green

[~ Long Range
™ Touchdawn 50 deg. for 10 secs

< Back Save Template Start Run Cancel I
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Para realizar a Anélise de ponto final, crie um perfil com uma retengdo a 50°C por diversos
minutos e, em seguida, uma etapa de ciclagem com uma etapa (50°C por 10 s), com aquisigdo
nos canais necessdrios. Defina o nimero de repeticdes para cinco, tal como mostrado acima. Esses
tempos sdo somente uma orientagdo e podem variar de acordo com a sua aplicagdo em particular.
Quanto mais repeticdes no perfil, mais formagdes estardo disponiveis para realizar a andlise. A
andlise criard automaticamente uma média de todas as leituras para alcangar um valor dnico para
cada amostra. N&o hd um nimero especifico de repeticdes exigidas. A ndo ser que um nivel muito
alto de exatiddo seja necessdrio, 5 repeticdes sGo normalmente suficientes.

Andlise

A Andlise de ponto final pode ser realizada em diversos canais simultaneamente. Para criar uma
nova andlise, clique na guia EndPoint (Ponto final), selecione os canais arrastando sobre eles com

o ponteiro do mouse e, em seguida, clicando em Show (Exibir).

[Juantitation I Scatter
EndPaint | Other...

[ 19 & areen

Cycling &, vellow

Show | Hide |
[ auto-shrink window

Definir controles

Quando uma Andlise de ponto final é aberta pela primeira vez, serd exibida a seguinte mensagem
se ndo houver controles positivos e negativos definidos.

Rotor-Gene @ Series Software x|

i) To use end-point analysis you must have positive and negative controls in each channel. To define these controls dick
OK.
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Clique em OK. E exibida a janela Edit Samples (Editar amostras), permitindo que controles positivos e
negativos sejam definidos. Para definir uma amostra como um controle positivo ou negativo, clique na
célula do tipo da amostra e, em seguida, selecione o tipo de controle relevante do menu suspenso.

Nota: Os controles devem ser "on" (ligados), usando o alternador & direita da janela principal,
para realizar a andlise.

'y Select Positive and Negative Controls i x|

Please select at least one positive and negative control, then click OK. These
contrals will be used as references far the fluorescence required for a reaction.
*f'ou should select positive and negative contials for each channel.

Settings :
’VG\ven Conc. Format I'\23,45?. LI Lnit : tare Options |

— Samples :
I ¢| Edt | ResetDetaut| Gradient | REEIEREE R
H D |Mame | Type | Groups | Given Cone. |Selected | o]
A1 Optical Denaturation Ref. Unknawn | Mo
A2 zample 1 untreated Unknawn | Mo
A3 zample 1 untreated Unknawn | Mo
A4 zample 1 untreated Unknown | Mo
- AS Sample 1 treated Unknown | No
5 Ganple 1 teated Unknown No
- A7 Sample 1 treated Unknawn | Mo
- A8 Sample 2 untreated Unknown | HNo
- B1  Sample 2 untreated Unknown | Mo
- B2  Sample 2 untreated Unknown | No
- B3 sample 2 reated Unknown | No
- B4 sample 2 treated Unknown | No
B ES  sample 2 teated Unknown | Hao
- BE  Sample 3 untreated Unknawn Mo LI
e - [, = R e e

Page :
’7Name: IPageW ¢ | 3 Mew | Deletel [ Swnchronize pages ‘

oK | Cancel |

Essa tela funciona da mesma forma que a janela Edit Samples (Editar amostras) (Secdo

"Configuragdo de amostras").
Normalizacdo

A normalizagéo de dados da EndPoint analysis (Andlise de ponto final) dimensiona todos os niveis
de sinal para o intervalo de 0-100%. Tem de ser selecionado, pelo menos, um controle positivo e
negativo ou mais, se estiver analisando multiplos canais e os padrdes ndo estiverem multiplexados.
Deve ser executado mais do que um controle positivo e negativo se houver um risco de que um

controle positivo possa ndo amplificar.

1. Para cada canal, todos os controles positivos sdo analisados e aquele com a maior
fluorescéncia é definido como 100%. Isso significa que se controles duplicados forem

executados, um controle positivo poderé falhar sem afetar a execugdo.

2. Todos os controles negativos sdo analisados e aquele com a menor fluorescéncia é definido

como 0%.

3. Os valores brutos de fluorescéncia das amostras restantes sdo dimensionados relativamente ao

maior controle positivo e ao menor controle negativo.
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Por exemplo:

Amostra Tipo Fluorescéncia
1 Controle positivo 53,6
2 Controle positivo 53,0
3 Controle negativo 4,5
4 Controle negativo 4,3
5 Amostra 48,1
6 Amostra 6,4

Esta execucdo foi um sucesso, pois os dois controles positivos e os dois negativos estdo préximos
e fora dos valores de fluorescéncia das amostras.

O:s valores normalizados sdo:

Amostra Tipo Expresséo (%)
1 Controle positivo 100,0

2 Controle positivo 97,3

3 Controle negativo 0,4

4 Controle negativo 0,0

5 Amostra 84,2

6 Amostra 4,0

A amostra 1 foi o controle positivo com a maior fluorescéncia e, por isso, foi definida como 100%.
O outro controle positivo foi ligeiramente menor. A amostra 4 foi o menor controle negativo e, por
isso, foi definida como 0%. Estd claro agora que a amostra 5 foi provavelmente amplificada,
enquanto a amostra 6 provavelmente n&o foi.

Nota: Dependendo dos controles positivos e negativos selecionados, é possivel alcancar niveis de
expressdo maiores do que 100% e menores do que 0%. Um resultado maior do que 100% pode
ser inferpretado no sentido de que a amostra é mais altamente expressa do que os controles
positivos. Um resultado menor do que 0% pode ser interpretado como significando que é menos
provavel que a amostra amplificou do que os controles negativos amplificaram. Visto que esta
andlise é qualitativa, esses resultados ndo sdo um problema.

Se os controles negativos resultarem em uma fluorescéncia maior do que os controles positivos, as

amostras foram preparadas incorretamente e a mensagem a seguir aparece.
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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 maltiplos canais

E possivel analisar dados de sinal em mltiplos canais, mas a configuracéo da amostra é mais
complexa. A EndPoint analysis (Andlise de ponto final) presume que é realizada uma
multiplexagdo, dessa forma, cada tubo pode ter apenas uma Gnica posicdo de tubo. No momento,
ndo é possivel analisar uma configuracdo em que uma posicéo de amostra é um controle positivo

para um canal e um controle negativo para outro.

Embora seja fornecida apenas uma definicdo de amostra por posicdo de tubo na janela Edit

Samples (Editar amostras), a normalizagdo ocorre independentemente para cada canal.

Se uma posigdo de tubo for um controle positivo para, pelo menos, um candl, ela deve ser especificada
como um controle positivo na coluna "Type" (Tipo) da janela Edit Samples (Editar amostras). Caso

contrdrio, seu tipo deve ser Sc:mp|e (Amostra). Isso se aplica também a controles negativos.

Por exemplo, se uma amostra é um controle positivo no canal verde, mas ndo no canal amarelo,
a amostra ainda deve ser definida como um controle positivo. Visto que é usado o maior controle
positivo em cada canal, se houver, pelo menos, um controle positivo no canal amarelo que

amplifique, é ignorada a definicdo da amostra como um controle para o canal verde.
Limiar

O limiar é usado para determinar o percentual de expressdo necessdrio para uma reagdo em cada
canal. Uma vez que os controles positivos e negativos tenham sido definidos, todos os canais serdo
normalizados & mesma escala de 0—100%. Portanto, somente um limiar é necessdrio, inclusive ao

analisar mdltiplos canais.

Clique e arraste a linha do limiar para uma drea entre 0 e 100. O limiar ndo deve estar muito
perto de amostras em ambos os lados da linha, pois isso indica que a execugdo foi inconclusiva.
Se a diferenca entre uma amostra sendo definida como amplificada ou ndo amplificada for de
somente alguns por cento, isso significa que se a reacdo fosse repetida, a amostra poderia
aparecer no outro lado do limiar.
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Gendtipos

Esta opgdo abre a janela Genotyping (Genotipagem), usada para definir qual genétipo é
defectado em cada canal.

#d Genotyping
Genatype |Heacting Channels | ﬂ
Wwild Type Cycling & Green
Heterozugous Cycling &.Green Cycling A.vellow
utant Cycling A.ellow

]

e R Cancel | Help |

Esta janela permite que gendtipos sejam atribuidos a canais. No exemplo acima, uma amostra

serd heterozigota se as leituras nos canais Cycling A.Green e Cycling A.Yellow cruzarem o limiar.
Modelos da Andlise de ponto final

Os modelos da Andlise de ponto final permitem que o usudrio exporte configuracdes de genétipos
e limiar para um Gnico arquivo *.ent. Esse arquivo pode ser importado e aplicado novamente a
outros experimentos. Consulte a Secéo 8.1 para obter mais detalhes.

Imported Settings
=

Imnpart... Export...

6.6.10 Andlise de concentracdo

A Andlise de concentracdo permite que o Rotor-Gene Q MDx seja usado para medir as
concentracdes de DNA ou para obter leituras fluorométricas.

A captura de tela abaixo mostra 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 & 1 @ |[view & @& @ H W W
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 realizar a andlise de concentragcdo, primeiramente prepare as amostras e os padrdes

fluorescentes, idealmente em triplice.
Preparagdo de padroes

Uma curva padrdo é usada para determinar a concentragdo de DNA em todas as amostras
medidas.

O DNA usado para a curva padrdo deve ser de um DNA de tipo similar ao das amostras sendo
medidas. A concentracdo de pelo menos uma amostra de DNA deve ser determinada usando
espectrofotometria ultravioleta e essa amostra deve ser usada como o padrdo. Deve ser usado um
minimo de trés padrdes (com réplicas). E importante lembrar que os padrées de DNA usados na
detecgdo de fluorescéncia sdo lineares somente no intervalo de 1-100 ng/pl. Nesse intervalo, se
a concentragdo de DNA for cortada pela metade, a leitura fluorescente também serd. Os infervalos
de confianga para qualquer concentragdo fora desse intervalo sdo muito amplos devido & néo-
linearidade do quimico.

Tipo de DNA medido

Foram observadas diferencas na medicdo de diversas formas de DNA (por exemplo, DNA
gendmico comparado com DNA plasmidico). Portanto, somente tipos semelhantes de DNA devem
ser medidos juntos e o uso de DNA plasmidico como um padrdo deve ser evitado ao medir o DNA

gendmico.
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Configuragdo da execugdo

Para preparar a execugdo, selecione Nucleic Acid Concentration Measurement (Medicdo da

concentragdo de écidos nucleicos) a partir do assistente Quick Start (Inicio répido).

x

Guick Start I Ldvanced I

-+ A default template for
= Perform Last Run measuring the

e concentration of

'% Three Step with Melt nucleic acid using

intercalating dyes.

\'.!.
% Two Step

-+
& Quenched FRET

niration Measurement

=

z,ka

{TJ Open A Template In Another Folder. ..

Other Runs

Cahcel

Help

I

¥ Show This Screen ‘When Software Opens

Nota: Certifique-se de que um controle positivo, tal como um padrdo de alta concentragdo, seja
executado na posicdo do tubo 1. Sem um controle positivo, o software ndo serd capaz de otimizar
as configuracdes de ganho para a sensibilidade maxima. Isso lhe serd solicitado antes de cada

execugdo.
Andlise

A andlise de concentragdo opera relacionando o nivel de fluorescéncia a um valor de concentragéo.

Hd dois modelos de andlise disponiveis. A andlise ideal depende do quimico e da aplicagdo.

"Linear Regression" (Regressdo linear) analisa dados ao presumir uma relagdo linear e estimar
valores desconhecidos com base em um modelo linear gerado. Ela determina o erro de medicdo
examinando o desvio das leituras a partir de um modelo linear. Se as leituras de concentragdes
forem lineares, esta é a andlise mais adequada, pois fornece ao usudrio andlise estatistica da
variagdo (ANOVA).
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"Spline Curve Fit" (Ajuste de curva por spline) presume somente que os valores da concentragdo
aumentam com a fluorescéncia. Embora esta abordagem torne estimativas de dados néo-lineares

mais exatas, ndo é capaz de fornecer ANOVA e ndo presume um modelo linear.

6.6.11 Andlise de fusdo de alta resolucdo

A andlise de fusdo de alta resolucdo (HRM) caracteriza amostras com base no comprimento da
sequéncia, conteldo de GC e complementariedade. A andlise de HRM é usada em aplicacdes de
genotipagem, fal como a andlise de mutacdes genéticas ou polimorfismos de nucleotideo Gnico
(Single Nucleotide Polymorphisms, SNPs) e em aplicacdes de epigenética para andlise do estado
de metilacdo do DNA. A andlise de HRM fornece resultados exatos e economiza em custos de

sonda e rétulos em comparagdo com outros métodos.

Para realizar 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 bruto sdo normalizadas por meio da média de todos os
valores iniciais e finais de fluorescéncia e, em seguida, forcando os pontos finais de cada amostra

a serem iguais & média.

BE R otor-Gene ( Series Software ¥IRTUAL MODE - high resolution melt dema

File Analysis Run Gain Yiew Window Help

7 ~ oA & == : .
AP | & & ¥ & W N . :
New Open Save | Start Pause Stop | Help Settings Progress Profle  Temp.  Sawples Analysis Reports Arrange

Channels . Melt AFarRed Melt Alfrom 82).FarRed

Y HRM Normalised Graph - Melt A(from 82).FarRed (Page L

Wormalised Graph | Diference Graph |

100

Normalised Fluorescence
o
4

825 B30 B35 840 845 850 855 B60 B65 670 &S5 80 8§85 630
deg

%

89.5

~Nomalisation Regions
Confidence %

1 mutation Leadina Range

2 heterozygote Start: 824 j

4+ W= mutation .72 End: [528 :ll

5 195 heterozygote | 97.58

7 Weaz heterozygote | 97.80 Traiing Flangs

8 o wild type: 100.00 Sten: [

3 200 wild type: 99,86 =

10 s heterozygote | 98.91 End: [337 =

12 0@ heterozygote | 95.23

13 1a7 wild ype: 98,23 Confidence Percentage

Bank. On Bank Off
Named On_|_All On |_AIlOf
Edit Samples

RotorGene O Series Software 1.7 [Build 34]

|VIRTUALMODE

A denominacdo automdtica de amostras é realizada clicando em Genotypes (Genétipos). Insira o

nome do gendtipo, seguido do nimero de amostra, que é usado como um controle positivo para

denominar amostras desconhecidas automaticamente.
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#i HRM Genotypes =] 3]
Genatype Canitrol

mutation
wild type

heterozygate

LClear |

5
138

2m
197

oK | Cancel

Para obter mais detalhes sobre andlises de HRM, consulte a Secdo 10.

6.7 Menu Executar

6.7.1 Iniciar execucdo

Esta opgdo inicia o perfil de temperatura definido com as atuais configuracdes de ganho. Antes
da execucdo comecgar, é exibida a janela Profile Run Confirmation (Confirmacdo da execugdo do

perfil). E exibida uma representacdo gréfica do perfil de temperatura junto das configuracdes de

ganho para cada canal.

6.7.2 Pausar execucdo

Esta opgdo permite que uma execucdo seja pausada e retomada. Pausar e retomar pode afetar
seriamente os resultados de uma execugdo. Por isso, um marcador nos dados indicaré que a
execucdo foi pausada e a duracdo da pausa. Uma mensagem é colocada também na guia de

mensagens da janela Run Settings (Configuragdes da execugdo) (consulte a Segdo 6.8.1).

1l Pause Bun ]

f'ou can pauze the run on thiz screen. &
marker will be recorded in the channel

data to show the duration of the pause. B ESUTE |
Help |
Cloze |

AVISO

Superficie quente
Ao pausar uma execugdo, o Rotor-Gene Q MDx ndo esfriard totalmente &
temperatura ambiente. Tenha cuidado antes de manusear o rotor ou quaisquer

tubos no instrumento.
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6.7.3 Parar execucdo

Se for selecionada esta opgdo, serd exibida uma solicitagdo pedindo a confirmagdo de que a

execugdo deve ser parada.
6.8  Menu Visualizar

6.8.1 Configuracdes da execucdo

Geral

Esta janela permite a configuragdo de informagdes da execugdo, nome do arquivo da execugdo,

data da andlise, operador e quaisquer notas associadas.

A janela contém todas as informagdes, exceto pelo perfil, necessdrio para configurar uma
execugdo. Apds o término de uma execucdo, sdo exibidas as seguintes informagdes nesta janela:
ciclador usado, configuragcdes de ganho, nimero de canais e hora do inicio e do fim.

General | Machine Options I Meszages I Charirels | Tube Layout I Security I

Filename : F:ADepartmentsi QCAE sperimentallata-B G 3KARGEOO0NRT 20527450 ark.

Operator ||

Motes : ;I
-

Bz Vialhmiz - |2D —1 | Thisrefers to the total volume of the misture:

1™ i the tube.
Other Bun Channels saved for this run: ;I

Information : Cycling A Green
Cycling B vellow
Cycling C.0range
Cycling D.Red
Created with template
‘C:ADocuments and SettingzJabpc. CORBET T\ esktoph T emphR GEOOD
Run has finished.
Started at 16/12/2005 3:38:58 AM
Finished at 16/12/2005 35340 A
Offset Coefficient : 0
Program Yersion : Rotar-Gene G000 Series Software 1.7 [Build 3)
M achine Serial Mo 000627 —

0K Cancel I Sl

Opcdes do aparelho

Esta guia exibe definicdes para a configuracdo do Rotor-Gene Q MDx.

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

122



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 que estd atualmente instalado no Rotor-Gene Q MDx. Ao abrir
uma execugdo existente, esta configuracdo refletird o rotor que estava instalado no ciclador

naquele momento.
Mensagens

Esta guia exibe mensagens indicando se o usudrio realizou alteracdes, tais como pausar o ciclador
ou ignorar ciclos durante uma execucdo. Ela também exibe avisos recebidos durante a execugdo.
Esta guia deve ser verificada se os resultados ndo forem os esperados.

Canais

Ao configurar uma nova execugdo, a guia Channels (Canais) exibe a configuragdo atual dos
canais disponiveis. Ao visualizar uma execugdo existente, as informagdes exibidas representam a
configuracdo dos canais quando a execugdo foi realizada. Se uma execucdo corromper as
configuragdes dos canais, os canais padrdo podem ser restaurados clicando em Reset Defaults
(Redefinir padraes).
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Genelall M achine Dptionsl Messages  Channels I Tube La_l,loutl Security I

Hame | Source | Detectar | Gain |

Create Mew...

Green
“ellow
Orange
Red
Crimzon
HRk

A70nm
530nm
BE5nm
B2hnm
G80nm
460nrm

510nm
555nm
E10nm
EEDnm
F10hp
510nm

10
]
10
3
7
7

Edi... |
Remove |
Feset Defaults |

Al

Name (Nome):
Source (Fonte):

Detector (Detector):

Gain (Ganho):

Create New... (Criar novo...):

Channels (Canais):

Disposicdo dos tubos

Ao usar um 72-Well Rotor, as amostras podem ser organizadas para corresponderem fielmente &
rotulagem em um bloco 9 x 8. Por padrdo, a guia Tube Layout permite que as amostras sejam
rotuladas sequencialmente (ou seja, 1, 2, 3...). Isso significa que as amostras sdo rotuladas
consecutivamente na ordem em que elas sdo colocadas no Rotor-Gene Q MDx. Alternativamente,
as amostras podem ser rotuladas 1A, 1B, 1C etc. Esta opgdo pode ser Util se as amostras forem

Este é o nome do canal.

Especifica o comprimento de onda de excitagéo da fonte de LED.

Especifica o comprimento de onda de detecgdo e o tipo de filtro (nm=passa-
faixa, hp=passa-altas).

Especifica o ganho para aquele canal em particular.
Este recurso habilita a criagdo de novos canais. Clicar em Create New... (Criar
novo...) abre uma janela que solicita um novo nome, fonte e filtro de deteccdo.

O:s filtros podem ser escolhidos usando o menu suspenso ao lado de cada janela.

Os canais verde, amarelo, laranja e vermelho sdo configuragdes padrdo para
detecgdo multiplex de 4 canais.

preparadas com uma pipeta multicanal.
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Seguranca

A guia Security (Seguranca) exibe informagdes sobre a assinatura da execucdo. A assinatura da
execugdo & uma chave irreversivel que é regenerada todas as vezes que o arquivo é modificado.
Se qualquer secdo do arquivo *.rex for modificado fora do software, a assinatura e o arquivo ndo
corresponderdo. A verificagdo da assinatura permite a confirmagdo de que os dados brutos ndo
foram modificados fora da aplicagéo, que o perfil ndo foi adulterado e que o gréfico de
temperatura é vdlido. A assinatura também protege contra corrupgdo, tal como em casos de erros

do sistema de arquivos.

Nota: Se os arquivos *.rex forem enviados por e-mail, o processo de criptografia poderd invalidar

a assinatura. Para evitar isso, zipe o arquivo antes de envié-lo 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) a partir do menu View (Visualizar) ou clique
no botdo Temp. para abrir a janela Temperature (Temperatura). O gréfico exibe o curso das
temperaturas definidas durante a ciclagem. Ele ndo representa uma medi¢do em tempo real da
temperatura. Com o prosseguimento da execugdo, os tempos Set (Definido), Actual (Real) e Hold
(Retengdo) sdo mostrados para cada etapa do programa. Para um arquivo de execugdo existente,
a janela Temperature (Temperatura) mostra o histérico de temperaturas durante a execucdo. A
escala vertical representa a temperatura e a horizontal representa o tempo. Use a barra de rolagem

para rolar para trds e para frente pela janela Temperature (Temperatural).
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6.8.3  Progresso do perfil

Selecione Profile Progress (Progresso do perfil) a partir do menu View (Visualizar) ou clique no
botdo Progress (Progresso) para abrir a janela Profile Progress (Progresso do perfil). Esta janela
mostra uma representacdo grdfica do perfil térmico associado & execucdo. Ao realizar uma
execucdo, a parte sombreada da janela indica o nimero de ciclos que foram concluidos. Hé

também uma estimativa de quantos minutos a execugdo levard para terminar.

Skip | £d 5 Cycles |mm:m@nm1

Skip (Ignorar): Skip (Ignorar) permite que quaisquer etapas do perfil sejam ignoradas.

Add 5 Cycles (Adicionar 5 ciclos):  Add 5 Cycles (Adicionar 5 ciclos) adiciona cinco repeticdes & efapa de
ciclagem atual.
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6.8.4 Editar amostras

memsompis ~loix]
Flle Edit Format Security
Standard | Rator Stle |
Settings :
lrﬁlven Conc. Format : |123,45?
—Samples :
. _'i Edit | Feset Default | Gradient |
C |ID \Name |Tppe |Gr0ups |Given Conc |Selected :I
Al R 1000 Standard 1.0000 Yes
W:: riomo Standard 1,000 es
BW:: rio Standard 100 *res
B R Standard 100 *res
W ri0 Standard 10 es
W R0 Standard 10 es
B R Standard 1/'es
e R Standard 1 Ves
Bl RNTC NTC VYes
B2 RNTC NTC VYes
ez 1000 Standard 1,000 es
Ble: (1000 Standard 1.000 Yes Ad|
Page -
’7Name: IF‘ageT % | > | Mew | Delerel [~ Synchronize pages ‘
Undo I OK I Cancel I Help I

Clique no botdo Samples (Amostras) para abrir a janela Edit Samples (Editar amostras). A janela
Edit Samples (Editar amostras) também pode ser acessada clicando com o botdo direito na lista de
amostras & direita da tela. Esta janela tem funcionalidade idéntica & janela Edit Samples (Editar
amostras) nos assistentes, excefo pelas fungdes da barra de ferramentas que ainda estdo

disponiveis nos menus File (Arquivo) e Edit (Editar).

Quatro menus aparecem no topo da janela: File (Arquivo), Edit (Editar), Format (Formato) e Security
(Seguranca). O menu File (Arquivo) é usado para criar uma janela Edit Samples (Editar amostras)
nova (em branco), para abrir um modelo de amostra existente ou para salvar nomes de amostras
como um modelo para uso futuro. A extensdo desses arquivos de modelo é *.smp. O menu Edit
(Editar) permite que linhas sejam copiadas e coladas. O menu Security (Seguranca) permite que

as definicdes de amostra sejam bloqueadas.

Nota: Se os nomes das amostras forem inseridos muito rapidamente durante a execugdo (por
exemplo, usando um leitor de cédigo de barras), as letras nos nomes das amostras poderdo ficar
transpostas. Portanto, recomenda-se evitar o uso de leitores de cédigo de barras e, se aplicavel,

inserir os nomes das amostras apds a execugdo ter terminado.

St i Este menu suspenso é usado para escolher um formato adequado para a
ethings : exibicdo da concentracdo. As concentracdes sdo formatadas automaticamente

. de acordo com a localizagdo atualmente selecionada.
Given Conc. Format ; i

Este menu suspenso define as unidades de medida para o ensaio.

Samples :

I_j Edit | HesetDefauItI Eradientl
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Botéo

Importancia

Line style (Estilo da linha):

Edit

Rezet Default

Gradient

= L|_L

)
i

Tipos de amostra:

O estilo da linha pode ser modificado para melhorar a legibilidade dos
gréficos em impressoras preto e branco. Certas linhas podem ser enfatizadas
modificando o seu estilo. Para acessar este recurso, clique no botdo de seta
para a direita ao lado do botdo Edit (Editar).

Pressionar "Edit" (Editar) abre o selefor de cores. Vérias linhas podem ser
selecionadas ao atribuir cores aos tubos.

Clique em "Reset Default" (Redefinir padrdo) para redefinir todas as células de
cor selecionadas de volta aos seus valores de cor padréo.

"Gradient" (Gradiente) permite que um gradiente seja escolhido da primeira

até a dltima cor selecionada. Varios gradientes podem ser definidos em uma
configuragdo de amostra.

IREEIEIEEEE]

O icone New (Novo) limpa a janela Edit Samples (Editar amostras) em
preparacdo para a entrada de dados.

O icone Open (Abrir) abre uma caixa de didlogo em que é possivel
selecionar um arquivo do Rotor-Gene Q MDx para importagdo.

Nota: O ndmero de amostras na janela aberta e o arquivo sendo importado
devem corresponder.

O icone Save (Salvar) abre uma caixa de didlogo na qual o nome e a pasta
podem ser inseridos e uma cépia das atuais definicdes de amostra serd
salva.

O icone Copy (Copiar) copia as células selecionadas.

O icone Paste (Colar) cola as células que foram selecionadas com o comando
de cépia na posicdo atualmente selecionada na grade.

O icone Excel abre uma caixa de didlogo que solicita por um nome de
arquivo e pasta para salvar as informagdes da amostra. Apés pressionar
Save (Salvar), o arquivo Excel abre automaticamente.

O icone Append/Overwrite (Acrescentar/Substituir) altera a edicdo de células
na janela Edit Samples (Editar amostras). Se Overwrite (Substituir) for
selecionado, os dados existentes sdo substituidos ao editar. Se Append
(Acrescentar) for selecionado, os novos dados sdo adicionados ao final dos
dados existentes ao editar.

Amostras podem ser definidas como um dos diversos tipos, listados na tabela
a seguir.

Tipo de amostra

Descrigdo

None (Nenhuma)

Standard (Padrdo)

Unknown (Desconhecida)

Calibrator (RQ) (Calibrador [RQ])

Nenhuma amostra nesta posicdo

NTC Controle sem fita molde
Negative Control (Controle negativo) Controle negativo
Positive Control (Controle positivo) Controle positivo

Amostra desconhecida a ser analisada

S&o usados valores padrdo para construir uma curva padrdo para
calcular concentragdes de amostras desconhecidas

Um calibrador recebe um valor de 1 e todas as outras concentracdes
de amostras sdo calculadas em relagdo a esta amostra
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Page (Pdgina): Esta fungdo permite que o usudrio tenha diferentes definigdes de amostra, e também
experimentos separados, na mesma execugdo. Isso é Uil para andlises de diferentes produtos
em canais diferentes. Use os botdes de seta para percorrer as paginas de amostras. Use os
botdes New (Novo) e Delete (Excluir) para criar e excluir péginas. E possivel ter varias
definicdes de amostra para o mesmo canal, a fim de executar méltiplas curvas padrdo sem
multiplexar. Basta definir as amostras de interesse e suas curvas padrdo relacionadas em
pdginas separadas. Assim, o canal Gnico pode ser analisado independentemente com cada
conjunto de definicdes. As paginas de amostras podem ser rotuladas Page 1 (Pédgina 1), Page
2 (Pégina 2) efc. ou podem receber qualquer nome (por exemplo, "Manuten¢@o"). Este nome
aparecerd nos relatérios.

Ao visualizar os dados brutos, as definigdes de amostra usadas para exibir os dados
podem ser selecionadas usando o menu suspenso préximo ao botdo Options (Opgdes):

10 "5 20
Al Scale| Optionz IF'age‘I

A pdgina de amostras a ser usada ao realizar uma andlise, pode ser selecionada na
janela Analysis (Andlise) (consulte a Segdo 6.6.1).

analysis |
25td Curves (Rel] | Other.. |
Guantitation | Melt

Cucling A FAk

Shaw | Hide |
I Auto-shrink window

Given Conc. Mostra a concentracdo para todos os padrdes. As unidades podem ser definidas como

(Conc. dadal): némeros decimais ou logaritmicos. Se os padrées forem uma série de diluicdes, é
necessdrio apenas digitar os dois primeiros padrdes. Ao pressionar ENTER, o programa
automaticamente adiciona a préxima diluigdo légica na série.

Line style (Estilo da O estilo da linha pode ser modificado para melhorar a legibilidade dos gréficos em

linha): impressoras preto e branco. Certas linhas podem ser enfatizadas modificando o seu
estilo. Para acessar este recurso, clique no botdo de seta para a direita ao lado do
botdo Edit (Editar).

-j Edit | HesetDefauItI Gradientl

A barra de ferramentas mostrard o estilo padrdo, Solid (Sélido). Ele pode ser alterado
para Dashed (Tracejado), Dotted (Pontilhado), Hairline (Fio), Thin (Fino) ou Thick
(Grosso). Ao concluir, clique no botdo de seta para a esquerda para voltar &
visualizag&o Edit (Editar), Reset Default (Redefinir padrdo) e Gradient (Gradiente).
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Entrada em miltiplas  Se a mesma informagdo precisa ser inserida em vérias linhas de uma vez, selecione
linhas: todas as linhas e comece a digitar. A informagdo serd inserida em todas as linhas. Isso
funciona também para selecionar tipos de amostras, escolher cores ou inserir

concentragoes.
Tecla de atalho do Para selecionar rapidamente um tipo de amostra, insira a primeira letra do seu nome.
tipo de amostra: Por exemplo, para definir cinco amostras como controles sem modelo, selecione-as na

coluna de tipo de amostra e, em seguida, pressione N para NTC. Todas as amostras
serdo convertidas para NTC.

Salvar, reutilizar: Uma descrigéo de amostra completa pode ser salva como um arquivo de amostra
(*.smp) e carregada em execugdes futuras com a mesma configuragdo de amostra.

Estilo do rotor

Esta guia na janela Edit Samples (Editar amostras) fornece uma maneira alternativa de inserir nomes de
amostras. Selecione as réplicas clicando e arrastando o ponteiro do mouse sobre a imagem do rofor.
A lista & direita da janela serd atualizada. O nome da amostra pode ser digitado e isso definird o

mesmo nome para a selecdo atual. O software reconhece esses pogos como réplicas.

™ Edit Samples ] 9 [=] 5|
File Edk Format Security
Standssd Folor Stle |
LoeEs Tt e L  Fangle 1]
. ki D [None [Tope ]
- HaC 1 samplel  Standad
" eer d dmple 2
57 - -
. -
- 7 Srple 3
- 9 sample 3
* 10 e
43 13
' 17
4
¥ LabelWel:s As1,2.3,
Page:
|Nm: [Fage1 | o | Mew | Dee] T Symcivorice pages
Undo | oK | cees | He |

A guia Rofor Style (Estilo do rotor) oferece uma versdo reduzida da guia Standard (Padréo) e
destina-se aos usudrios que desejam configurar nomes e cores de amostras rapidamente. Nesta
guia, ndo é possivel definir algumas configuracdes, tais como se a amostra representa um padrdo
ou a concentracdo conhecida de cada padrdo. Se essas configuracdes precisarem ser definidas,

a guia "Standard" (Padréo) deverd ser usada.
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Adequagdo da pdgina de amostras

Para acessar a janela Sample Page Suitability (Adequagdo da pégina de amostras), clique em More
Options (Mais opcdes) na janela Edit Samples (Editar amostras) e, em seguida, clique em Define
Suitabilities (Definir adequagdes). A janela Sample Page Suitability (Adequagdo da pégina de
amostras) permite que usudrios correspondam pdginas de amostras a canais. Por exemplo, a
pdgina de amostras para o gene de interesse pode ser aplicdvel ao canal verde, enquanto a
pdgina de amostras para o gene de manutencdo pode ser aplicdvel ao canal amarelo. Neste
exemplo, a configuracdo da adequagdo da pégina de amostras reduz o nimero de opgdes de
andlise disponiveis para incluir somente aquelas que sdo relevantes para o ensaio em particular.

A janela Sample Page Suitability (Adequagdo da pdgina de amostras) é mostrada abaixo.

- Sample Page Suitability x|

Sample Fage Suitabilities enable you to hide zample pages
when they are not relerant in the current context. For example,

by defining a 5 ample Page to apply only ta the Yelow channel,
oL will not be prompted to zelect it during an analyziz of a
Green channel. Thiz feature iz of particular use for users of
multiplered azzays,

Page : | Page 1 =]

— Suitabilities for Selected Page

" Alwaps display this sample page.

= Only dizplay thiz sample page when analyzing
data acquired on the following channels ;

O Green -
O vellow

E Orange Save & Cloze |
HEd -
- —I Help |

Nota: Ao configurar um ensaio, crie todas as pdginas de amostras e adequagdes de pdginas de
amostras e, em seguida, salve-as como um modelo. Isso reduz a quantidade de configuracdes
necessdrias para cada execugdo.

Grupos

Os grupos de amostras permitem que as estatisticas sejom calculadas para uma coleta arbitraria de
amostras. Ao contrdrio das réplicas, que precisam ter nomes idénticos, as amostras podem ter qualquer
nome, podem ser posicionadas em qualquer lugar no rofor e podem pertencer a vdrios grupos.

1. Para definir um grupo, digite o nome completo do grupo ao lado de uma amostra e, em

seguida, pressione ENTER.
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ol
File Edit Format Security
Standard | Fator Ste |
— Settings :
Given Conc. Format ; I j Uit ; ICUpies j More Options |
— Samples :
ITreated
C |ID_ |Mame | Type | Groups | Given Cone. | Selected |«
A1 Tissue Unknown Yes
&2 | Tissue Unknawn I es
43 | Tissue Unknawn ] es
A4 Tissue Unknown _ es
B L Unknawn ] es
B L Unknawn ] es
- A7 Lung Unknown _ es
B L Unknawn ] es
B1 Mone Mo
B2 Mone Mo
B3 Mone Mo
B4 Mone Mo
BS Mone Mo LI
Page :
’7Name: IF'age‘I < | > | Mew | Delelel [~ Synchronize pages ‘
Undo | oK | Cancel Help |

2. A janela Edit Group (Editar grupo) aparece.

&' Edit Group

Group Froperties ;

Code; ITHE.l'l".Tl

M ame: IT reated

L’?‘

Ix

LCancel

Help |

3. Defina uma abreviagdo adequada e, em seguida, clique em OK. Agora, a abreviagdo pode
ser usada para preparar grupos. Os resultados agregados, como o valor médio e intervalos

de confianca de 95%, sdo calculados automaticamente para grupos em qualquer andlise.

-Iolx
No. Mame Type Ct Given Conc [Cop| Calc Conc (Copie| % Yar Rep. Ct Rep. CtStc[Rep. Ct (35% Cl] | Rep
Al Tissue Unknown 1882 1875 017 [18.48, 15.02]

A2 Tissue Unknown 1875
A3 Tissue Unknown 1892
Ad Tissue Unkrown 1852
AR Lung Unknawn 1873 18.70 0.09[18.55, 18.89]
LB Lung Unknown 1862
AT Lung Unknown e
AR Lung Unknown 1862
Al48 | Treated Group 1872 013 [18.62, 18.83]

6.8.5 Opcdes de exibicdo

O menu Display Options (Opgcdes de exibicdo) é mostrado abaixo.
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Yigw Window  Help

Run Settings

e o & B0 W@

i
Temperature Graph Sektings Frooress  Profile Temp,  Samples

Profile Editor

Brofile Progress

Samples. ..

zain Calibration. ..

Display

Show at Most 2 Analysis
Windows (Mostrar no méximo 2
janelas de andlise):

Show at Most 6 Windows (Exibir
no méximo 6 janelas):

Reset All “Don't Show This
Message Again” Dialogs
(Redefinir todas as caixas de
didlogo "néo exibir esta
mensagem novamente"):

k| v Show at Most 2 analysis Windows
v Show at Most 6 Windows
Reset all "Don't Show This Message Again” Dialogs

Se esta opcdo estiver marcada, é exibido um méximo de 2 janelas de
andlise ao mesmo tempo. Se vérias janelas estiverem abertas, a legibilidade
poderd ser afetada. Marcar esta opgdo fecha a primeira janela de andlise e
a substitui pela dltima janela aberta. Se a opgdo ndo estiver marcada, mais
do que 2 janelas de andlise poderdo ser exibidas.

Para melhorar a legibilidade, o software remove janelas no utilizadas

quando novas janelas sdo abertas. Esta opgdo estd habilitada por padréo,
pois mantém a tela do software do Rotor Gene Q limpa. Se for necessdrio
visualizar mais do que 6 janelas ao mesmo tempo, desmarque esta opgdo.

Se esta opgdo estiver selecionada, o software exibird novamente todas as
caixas de didlogo em que a caixa de sele¢dio Do not display this message
again (N&o exibir esta mensagem novamente) foi marcada. Elas incluem
mensagens sobre configuragdes suspeitas que podem fer sido configuradas
anteriormente para ndo serem exibidas novamente. Isso pode ser il para
um novo usudrio que ndo esteja familiarizado com o Rotor-Gene Q MDx ou
o seu software Rotor-Gene Q.

6.9 Protecdo de acesso do software Rotor-Gene Q

Nota: Este capitulo descreve a protecdo de acesso do software Rotor-Gene Q. Consulte o Manual
do usudrio do Rotor-Gene AssayManager Core Application v1.0 ou o Manual do usudrio do Rotor-
Gene AssayManager v2.1 Core Application para obter mais informagdes sobre o software Rotor-

Gene AssayManager relevante.

O software Rotor-Gene Q inclui recursos que permitem operar com seguranca. Quando

configurado corretamente, o software Rotor-Gene Q pode assegurar o seguinte:

® O acesso ao Rotor-Gene Q MDx ou ao software de andlise é restrito a grupos de usudrios

e As modificagdes a arquivos de execucdo sdo registradas

® As modificagdes ndo autorizadas sdo detectadas (assinaturas)

e Os modelos usados para realizar execugdes sdo registrados

e Os nomes das amostras sdo protegidos
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Integragdo com a seguranca do Windows

Para fornecer um alto nivel de responsabilizagdo, o software Rotor-Gene Q ndo gerencia a seguranca
internamente. Contas, grupos e senhas sdo gerenciados usando o modelo de seguranga integrado do
Windows (Seguranca do Windows). A integragdo permite que a mesma senha que fornece acesso a
arquivos de rede e programas controle o acesso do software Rotor-Gene Q, levando a menos
administragdo. Em organizagdes maiores, por exemplo, os administradores de rede podem facilmente

remover o acesso a ex-usudrios devido ao modelo de seguranca centralizado.

Por isso, configurar o software Rotor-Gene Q com seguranca envolve, principalmente, a

configuracdo das funcdes da seguranca do Windows, de acordo com as melhores prdticas.
Pré-requisitos

Para usar a seguranca, é necessdrio ter o Windows 10 ou o Windows 7 Professional edition
instalado. Os recursos de seguranca ndo podem ser usados com o Windows 10 ou Windows 7
Home edition, pois as edicdes Home ndo possuem o modelo de acesso refinado usado pelo
software. O software deve ser instalado com a opgdo Force authentication through Windows domain

(Forcar autenticacdo através do dominio do Windows).

Nota: O menu Security (Seguranca) ndo seré exibido se estiver conectado em um dominio Linux
Samba. E preciso ter um login local ou um servidor do Windows para usar os recursos de

seguranca.
6.9.1 Configuragdo do Windows 7

Esta secdo descreve como configurar o sistema para executar o software Rotor-Gene Q com

seguranca.

Para usar os recursos de seguranca, o software deve ser instalado com a opgdo Force authentication
through Windows domain (Forgar autenticagdo através do dominio do Windows). Isso consulta o
dominio do Windows quanto ao seu nivel de acesso e as suas credenciais e é essencial para

fornecer os recursos de imputabilidade e seguranca.
Executar como administrador

Muitos usudrios usam seus computadores como administrador, sem senha. Embora isso seja
conveniente, torna impossivel deferminar quem estd usando o computador. Isso elimina a
responsabilizagdo e impede a ativagdo de diversas medidas de seguranga do software Rotor-Gene Q.
Ao usar o computador como administrador, todos os recursos do software estdo habilitados.
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Portanto, executar como administrador assegura que os usudrios que n&o precisam de recursos de
seguranga tenham acesso a todos os recursos do software.

Criar uma nova conta de usudrio

Crie contas de usudrio para cada usuério do software. Repita as etapas abaixo para cada usuério
até que todas as contas tenham sido criadas.

1. Para criar um novo usudrio, selecione Start/Control Panel/Administrative Tools/Computer
Management (Iniciar/Painel de controle/Ferramentas administrativas/Gerenciamento  do

computador) e navegue até Local Users and Groups (Usudrios e grupos locais) & esquerda.

2. Na tela que aparecer, selecione a pasta Users (Usudrios). Clique com o botdo direito na janela

a direita e selecione New User (Novo usudrio).

JSTE
Fle Action View Help ‘

G = EE = |
& Computer Name [ FullName. [ pescription [
B [} system Tools . Administrator Buit-n account for admiistering the. .. _
() Task scheduler P cuest Built-n account for guest access to t.
(] Event Viewer AIRGQ_Analyst  RGQ_Analyst Vore Actons 4
g sredrotis & RGQ_Operator RGQ_Operator
ocal Users and Groups
e & o e Ps | & Testuser Admin
O sroups
® Performance
) Device Manager
B £3 Storage
0 Disk Management
B Services and Applcations

3. Insira um nome de usudrio e senha. Por padrdo, o usudrio serd criado com privilégios de
acesso normais. Isso significa que ele pode executar o software, mas ndo pode instalar novos

programas ou alterar configuracées do sistema.
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[ New User @&J“

|zer name: newLser

Full name: Mew User
Description:

Password: L L
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). Agora é possivel fazer o login como esse usudrio.
Atribuir funcdes a cada usudrio
Agora é necessdrio atribuir fungdes a cada usudrio. O acesso é dividido nas seguintes dreas:

® Rotor-Gene Q Operator (Operador do Rotor-Gene Q) — pode realizar execugdes, mas ndo

pode gerar relatérios ou realizar andlises

® Rotor-Gene Q Analyst (Analista do Rotor-Gene Q) - pode analisar dados da execugdo e gerar

relatérios, mas ndo pode realizar novas execugdes

® Rotor-Gene Q Operator and Analyst (Operador e analista do Rotor-Gene Q) - possui as

capacidades de ambas as fungdes

e Administrator (Administrador) — pode realizar todas as operagdes dos Analistas e Operadores

e desbloquear nomes de amostras
® None (Nenhum) - o acesso ao software é negado

Para atribuir funcoes:

1. Faga login no Windows como administrador ou use o icone Rotor-Gene Q Software Login (Login

do software Rotor-Gene Q) para abrir o software e fazer login.
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£5: Run Rotor-Gene As Other User

Domain |HILZIMMERE-L2
Jzermame IIinsnng_l,l
Password : I

|5

Caticel

i’

Nota: Para criar os RG Groups (Grupos do RG) com o software Rotor-Gene Q, é necessdrio

executar o software com direitos de administrador. Para isso, clique com o botdo direito no

icone da drea de trabalho e escolha Run as administrator (Executar como administrador) no

menu de contexto.

Uma vez que o software esteja aberto, clique no menu Security (Seguranca). A primeira vez

que o menu Security (Seguranca) é acessado, o software Rotor-Gene Q configura alguns grupos

de sistemas que controlardo o acesso ao software.

-
Rotor-Gene Q Series Software

Yes

RG Groups do not exist on the domain. Would you like them to be
created?

.

4

Clique em Yes (Sim). E exibida a janela User Admin (Administrador de usudrios). No painel

superior, sdo exibidos todos os usudrios do computador. Algumas contas sdo usadas pelo

sistema e, portanto, ndo serdo familiares. O painel inferior mostra os grupos atribuidos ao

usudrio.

[ gz I}
ST

Current Uger: ZirnrnerB
—Users
Fktemplate ] deHIL-RiobertHorit o RDEHILGath
| _RDE-STOBE ] FDEHIL2SwWTeamFioom  ®2_RDEHILGem
™ RDE-STORG ¥ RDEHILISwWTeamFoom  ¥8_RDEHILHomt
|2 _RDE-STOGK ] RDEHILCrawleyRoom & FDEHILIacq
| _RDE-STOKR ) RDEHILEDTSRoom ¥ RDEHILacy
| RDE-STOKT % RDEHILFrancois/Room % RDEHILIchn
<« [ v

— Groups

Diomain Groups :

Selected Uszer's Groups

Administrators
RG Analyst » I
RiG Operator

< |

Cloze I
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4. Para atribuir um grupo a um usudrio, selecione o nome do usudrio na lista. O painel inferior

serd atualizado. Se o usudrio ndo possuir grupos, ndo poderd iniciar o software.

No exemplo abaixo, atribuimos o usudrio linsongy ao grupo RG Analyst (Analista do RG)

selecionando o grupo & esquerda e, em seguida, clicando no botdo >. Os grupos podem ser
removidos selecionando-os e, em seguida, clicando no botdo <.

Current User: ZirmmerB
—sers :

_fdktemplate g_rdeHlL-HobertHowit S_HDEHILGaith
| ™ _RDE-STOBE ) RDEHIL25WTeamPoam ] FDEHILGem
) RDE-STOBG ¥ RDEHIL35WTeamRoam ] RDEHILHomt
™) _RDE-STOGK ] RDEHILCravieyR aom ¥ RDEHILlacg
| RDE-3TOKR ) RDEHILEDSRoom ¥ RDEHILlacy
I RDE-STOKT 8 RDEHILFrancais) Foom S RDEHILIohn

™| b

—Groups

Dramain Groups :

Selected User's Groups :

Adrminizstratars
B RG Analyst » |
&4 AG Operator
< |

LCloze I

6. Faca login como esse usudrio. Como RG Analyst (Analista do RG), o menu Run (Executar) e o
botdo Profile (Perfil) ndo estdo disponiveis. Contudo, os arquivos existentes podem ser abertos

e analisados, tal como mostrado na captura de tela abaixo. A barra de status indica que o

usudrio linsongy é um RG Analyst (Analista do RG).

- R

Fie Anays Gan View Window Help

€O H e e & @ B & B OE B
Open Swe | Hep Setings _Profle_Temp. Samples Ansysis Repots_ Amange
Chinnels 7 Cycing AFAMISYBR 7 Cycing AJOE 47 MetACHL 47 Mek ACH2

Mok Cove Anays - Mk ACH (Page1)

[=] =
Reports..  Resuts | Genatypes.

00

IEEEEEEEEEEEEEE
2 e

AdustScle Auto-Scale

VIRTUAL MODE

7. Ao fazer login novamente como adminisirador, os direitos de RG Operator (Operador do RG) podem

ser afribuidos a linsongy e os direitos de RG Analyst (Analista do RG) podem ser removidos novamente.

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

138



Em seguida, o software precisa ser reiniciado novamente. Desta vez, o menu Analysis (Andlise)
e o botdo Reports (Relatérios) estdo ausentes e o menu Run (Executar) estd habilitado. A barra

de status indica que o usudrio linsongy pertence ao grupo RG Operator (Operador do RG).

JE e —C O
e @ O # B & B . ey
Settings Progress Profile _Temp. Samples Arange e
i Temperature |E=sEen = |
oo
L3
v
/
g
o
o /
bi—
ho
0w wn o wn wu
Kl i
S Acka: 00 Hodro =

Sal=
“ e

‘ ‘ Current User: HIL-ZIMMERB-L2/linsongy (RG Operator) ‘

UUJUUUULIUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUU\

Roo Gene @ Ses Sltware 231 VIRTUAL MObE Opmaol

8. Ao fazer login como administrador e remover todos os grupos do usudrio linsongy, serd exibida

a mensagem a seguir quando linsongy abrir o software.

¥ . -]
Rotor-Gene Q Series Software Iﬂ

You have insufficent rights to use the software. Please contact the domain
administrator to set up groups.

6.9.2 Configuracdo do Windows 10

Esta secdo descreve como configurar o sistema para executar o software Rotor-Gene Q com
seguranca.

Para usar os recursos de seguranca, o software deve ser instalado com a opgdo Force authentication
through Windows domain (Forgar autenticagdo através do dominio do Windows). Isso consulta o
dominio do Windows quanto ao seu nivel de acesso e &s suas credenciais e é essencial para

fornecer os recursos de imputabilidade e seguranca.
Executar como administrador

Muitos usudrios usam seus computadores como administrador, sem senha. Embora isso seja
conveniente, torna impossivel deferminar quem estd usando o computador. Isso elimina a

responsabilizagdo e impede a ativagdo de diversas medidas de seguranca do software Rotor-Gene Q.
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Ao usar o computador como administrador, todos os recursos do software estdo habilitados.
Portanto, executar como administrador assegura que os usudrios que ndo precisam de recursos de

seguranga tenham acesso a todos os recursos do software.
Criar uma nova conta de usudrio

Crie contas de usudrio para cada usuério do software. Repita as etapas abaixo para cada usudrio

até que todas as contas tenham sido criadas.

1. Para criar um novo usudrio, selecione Start (Iniciar), entre em Computer Management
(Gerenciamento do computador), pressione Enter e navegue até Local Users and Groups

(Usudrios e grupos locais) & esquerda.

2. Na tela que aparecer, selecione a pasta Users (Usudrios). Clique com o botdo direito na janela

a direita e selecione New User... (Novo usudrio...).

& Computer Management - o X
B o il
% 2@ 6 B
& Computer Management (Local) Name Full Name Description Actions
1 System Tools B Admin v
$ siesie D — E— "

B DefautAccount A user account managed by the ..

Share Folders
- Pl Guest Buit-in account for guest access ¢

~ & Local Users and Groups
Users
Groups
® Performance
A Device Manager
e
sk Management
£, Sevices and Applications

3. Insira um nome de usudrio e senha. Por padrdo, os usudrios serdo criados com privilégios de
acesso normais. Isso significa que ele pode executar o software, mas ndo pode instalar novos

programas ou alterar configuragées do sistema.
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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 change password

[] Account is disabled

Help Create Close

4. Clique em Create (Criar). Agora é possivel fazer o login como esse usudrio.
Atribuir funcdes a cada usudrio
Agora é necessdrio atribuir funcdes a cada usudrio. O acesso é dividido nas seguintes dreas:

® Rotor-Gene Q Operator (Operador do Rotor-Gene Q) — pode realizar execucdes, mas néo
pode gerar relatérios ou realizar andlises

® Rotor-Gene Q Analyst (Analista do Rotor-Gene Q) - pode analisar dados da execugdo e gerar
relatérios, mas ndo pode realizar novas execugdes

® Rotor-Gene Q Operator and Analyst (Operador e analista do Rotor-Gene Q) — possui as
capacidades de ambas as fungdes

e Administrator (Administrador) — pode realizar todas as operagdes dos Analistas e Operadores
e desbloquear nomes de amostras

® None (Nenhum) - o acesso ao software é negado

Nota: No Microsoft Windows 10, ndo é possivel criar grupos de usudrios com o software Rotor-Gene
Q. Os grupos precisam ser criados no dominio por um administrador de dominio, bem como deve ser
feita a afribuicdo de usudrios a grupos especificos. O menu Run (Executar) estd habilitado. A barra de
status indica que o usudrio linsongy pertence ao grupo RG Operator (Operador do RG).
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6.9.3  Executar vérios usudrios no mesmo computador

Para usar o software Rotor-Gene Q com vdrios usudrios, crie uma conta de usudrio que ndo tenha
acesso ao software Rotor-Gene Q. Faga login no Windows usando esta conta para que os usuérios

ndo possam acessar o Rotor-Gene Q MDx anonimamente.

1. Ao usar o icone Rotor-Gene Q Software Login (Login do software Rotor-Gene Q), os usudrios

podem abrir a sua conta de usudrio no software Rotor-Gene Q.

2. Insira o nome de usudrio e senha (obrigatério) na caixa que aparecer.

% Run Rotor-Gene As Other User X
Domain: [QIAGEN-PC
Usemame : |!ﬂdrnin Cancel |
Password : |

3. O dominio é o computador ao qual se estd conectando ou o nome da sua rede local junto do
nome do host. Consulte o administrador de rede se ndo tiver certeza sobre qual dominio inserir
neste campo.

Nota: Apés o login, todos os arquivos do usudrio estardo disponiveis para esse usudrio. Todos
os usudrios podem salvar arquivos na sua prépria drea. Isso garante um alto nivel de
seguranga.

Nota: Cada usudrio deve fazer logout apés a conclusdo da sua execucdo para impedir que

outros usudrios realizem uma execucdo no seu nome.
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6.9.4 Registros de auditoria

Sempre que um usudrio salva um arquivo, os seus detalhes sdo registrados em Run Settings
(Configuracdes da execucdo) na guia Messages (Mensagens) como Security Audit Trail Summary
(Resumo do registro de auditoria de seguranga) e Security Audit Trail Detail (Detalhes do registro
de auditoria de seguranga).

fRotor-Gene () Series Software YIRTUAL MODE - Three Step with Melt 2008-11-26 (1) 8] x|
Fle Run Gan Yiew Windaw Help

3 2 7 i B
BEHDPHUNB O | 9 & d &§ B .
Mev  Oper Save | Start Pause  Stop Help Settings Progress  Frofle  Temp.  Samples Arrange
BT 1o/ x|
0 .
ﬁ/inéam_ |
Generall Machine Optiors  Messages | Channels | Tube Laseut | Securty |
60 E
Run'wizard &dvanced
3 Security Audi Trai Summary
a0 Sawved At 26/11/2008 2:47:45 PM By CORITO01 /RGO User 2
Expetiment Staed A 26/11/2008 24745 PM By CORITODT/RGE User 2
Sawved At 26/11/2008 3:36:00 PM By CORITO01/RGA User 2
20 - Saved At 26/11/2008 3:36:12 PM By CORITO01/RGO User 2
=) Security Audit Trail D etail
04 Gaved Ak 25/11/2008 2 47:45 PM By CORITODT /GO User 2(5-15:21-11 77238916198 o048 0049
E Ewperiment Started At 26/11/2008 2:47:46 PM By CORIT001/RGO User 2 (5-1-5-21-117% _Iﬂ
— Saved At 26/11/2008:3:35 00 PM By CORITODI/AGA User 2(5-1 52111 77238315138
Sawved At 26/11/2008 3:36:12 PM By CORITO01/RGA User 2(5-1-521-1177238315-198 Close
= =) Wwamings
=loix
SO Operator skipped end of eycle for Cucling @ Repeat 26 Premelt Condiioring, 3
< | |
OK Cancel Appl

Skip | Add 5 Degrees| Curently wnning : Mek @ 72 deg.

Fiotor-Gene 0 Series Software 1.7 (Buid 34) [VIRTUAL MODE | Curert User: CORITO01/RGO User 2 (RG Dperstor

Isso pode ser usado para monitorar quem modificou o conteddo de um arquivo. A opgdo Security
Audit Trail Detail (Detalhes do registro de auditoria de seguranga) contém mais detalhes, tal como
o identificador Unico do usudrio. O identificador é importante para evitar que um usudrio crie uma
conta com o mesmo nome que uma outra conta no computador e, desta forma, usurpar a
identidade de outro usudrio. Nesse caso, os nomes de usudrio serdo os mesmos, mas os IDs da

conta serdo diferentes.
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O identificador para a conta CORITO01/RGQ User 2, S-1-5-21-1177238915-195, é exibido nos

detalhes.

[Rotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - Three Step with Melt 2008-11-26{1) EIES|

Fle Run Gan View Window Help

“wew SCC? I W

ettings Progress Profie  Temp.

m)

SamplesArrange

Fi Temperature

o0
50 runsettings

Generd| Machine Options Messages | Charnels | Tube Layout | Secuity

S P —

= General
£ Run Wizard Advanced
=1 Secury Audit Trail Surmary
- Saved At 26/11/2008 2:47:45 PM By CORITOOT/AGA User 2
Expeiiment Stated At 26/11/2008 2:47:45 PM By CORITO1 /RGO User 2
| Saved AL 26/11 /2008 3:35:00 PM By CORITODT/RGO User 2
Saved 4t 26/11/2008 3:36:12 PM By CORITOD1/RGQ User 2
- Saved At 26/11/2008 3:41:38 PM By CORITODT RGG User 2
=1+ Secuity Audit Trail Detal

_[m - Saved At 26/11/2008 3:36:12 PM By CORITOD /RGO User 2

Thewnhes | o yarings

Experiment Statted At 26/11/2008 2.47:46 PM By CORITOD1/RG0 User 2(5-1:521-117;
- Gaved At 26/11/2008 3:35:00 PM By CORITO01/RG User 2(5-1-5:21-1177238915:19¢ Close
5211772389151

52 sz

50
o
20
004
i — - Saved At 26/11/2008 2:47-45 PM By CORITO01/AGQ Ussr 2 (5+1-5:21+117723831513¢ |

I =Iolx]
%

5l

- Opstator skipped end of cycle for Cycing @ Repeat 25
« |
oK Cancel )

Rotor-Gene 0 Series Software 1.7 (Build 84] VIRTUAL MODE

Current User. CORIT00T/RGA User 2 [AG Dperator)
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6.9.5 Assinaturas da execucdo

O registro de auditoria é armazenado no arquivo de execucdo do Rotor-Gene Q. Para impedir a
modificagdo indesejada desses arquivos, eles devem ser mantidos em um local seguro, acessiveis
somente pelas contas do Windows designadas. Contudo, se os arquivos forem armazenados em
uma drea compartilhada, as Run Signatures (Assinaturas da execugdo) fornecem uma seguranca
adicional. A captura de tela mostra a guia Security (Seguranca) em Run Settings (Configuracdes

da execugdo) para um arquivo com uma Run Signature (Assinatura da execucdo).

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 da execugdo) é uma palavra longa gerada sempre que o arquivo é
salvo e vinculado ao conteltdo do arquivo. Por exemplo, a assinatura para este arquivo é
517587770f3e2172ef9cc9bd0c36c081. Se o arquivo for aberto no Notepad e for efetuada uma
edi¢do (por exemplo, a data da execugdo é alterada para 3 dias antes), serd exibida a seguinte
mensagem quando o arquivo for reaberto.

Bad Run File Signature

The loaded run file containg a signature which does not match the file contents.
Thiz meansz the file has either been corupted, or tampered with since it was
wiritten by the Fotor-Gene [ Series Software.

Run file zigning ensures the integrity of your run results. [nformation about a run's
gignature can be found in the Bun [nfo window.
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B Rotor-Gene O Series Software VIRTUAL MODE - no signature hrm demo analysis
Fle Analysis Run Gain 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 arquivos forem enviados por e-mail, o processo de criptografia poderd invalidar a
assinatura. Para evitar isso, zipe o arquivo antes de envié-lo por e-mail.

6.9.6 Bloqueio de amostras

E importante garantir que os nomes das amostras ndo sejam alterados de forma acidental ou
infencional, uma vez que um usudrio tenha iniciado uma execugdo. Por isso, o software
Rotor-Gene Q fornece bloqueio de amostras. Os nomes das amostras podem ser bloqueados por
qualquer usudrio, mas sé podem ser desbloqueados por um administrador. Para usudrios que usam
o seu computador em modo de administrador, esta op¢do tem um valor limitado. Para usar esta
opgdo, o computador deve ser configurado com seguranga, tal como descrito nas secdes

anteriores.

Nota: Caso deseje bloquear amostras, ndo execute o software como administrador. Crie uma conta
com grupos RG Operator (Operador do RG) e RG Analyst (Analista do RG) e mantenha a senha
de administrador em segredo. Os usudrios precisardo da autorizagdo do administrador para

desbloquear os arquivos.

As amostras podem ser bloqueadas antes de iniciar uma execucdo ao usar o assistente Advanced
(Avangado) 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 ||

Seréd exibido o seguinte aviso. Clique em Yes (Sim) para confirmar.

Rotor-Gene Q Series Software

! ': Lock the samples? Only administrators will be able to unlock them once this has been done.

Yes Mo |

Uma vez que as amostras estejam bloqueadas, ndo ser& possivel editar amostras na janela Edit
Samples (Editar amostras).

_ioix

Fle Edit Format Security
Standard | Rotor Stle |

Settings :
’75iven Conc. Faormat : I j Urit : ICUDies j taore Options |
—Samples :
R = e ]
C |ID \Name |Tppe |Gr0ups |Given Conc |Selected :I
1 250bp Unknown Yes
2 250bp Unknown ‘Yes
- 3 Z50bp Unknowin es
- 4 500bp Unknowin es
5 500bp Unknawn Yes
| E Unknowin es
B - Unknowin es
Bl 8 Unknawn YYes
B - Unknovin Yes
B ¢ Unknown Yes
B Unknown Yes
K Unknown Yes j
Page :
’7Name: IF‘ageT 2 | » | [ew | Deletel [T Synchronize pages

Uhde | oK Cancel Help |
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As amostras também podem ser bloqueadas e desbloqueadas na janela Edit Samples (Editar
amostras). Contudo, somente um administrador pode desbloquear as amostras apés elas terem
sido bloqueadas.

Qualquer alteracdo ndo autorizada ao arquivo invalidard a Run Signature (Assinatura da

execucdo).
6.9.7 Modelos bloqueados

Atualmente, ndo é possivel para o usudrio criar arquivos de modelo somente leitura usando o software
Rotor-Gene Q. Contudo, se desejado, & possivel especificar, como um requisito, que todas as execugdes
sejam realizadas usando um arquivo de modelo especifico. Para garantir o acesso somente leitura a
esse modelo, ele deve ser armazenado em uma unidade de rede em que os usudrios ndo possam
modificar dados. Os usudrios ainda podem executar e modificar os seus préprios perfis, enquanto um
modelo em uma unidade de rede como essa estaria protegido. Para rastrear qual modelo foi usado, o
software Rotor-Gene Q armazena o nome do arquivo de modelo que foi executado. Essa informagdo
pode ser acessada clicando no botdo Settings (Configuracdes), que, por sua vez, habilita a janela Run
Settings (Configuracdes da execucdo) a ser exibida. As informagées do modelo sGo armazenadas em

Other Run Information (Outras informagdes da execugdo).

(ither Flun Rur file has 5 valid signature
Inboemnation ; Template was signed.
Using 72-well catousel
Charinels saved for this nn:
Creabed with lemplate
'T:hDual Labeled Probes. et
Run iz currenlly i progress.
Sharbed at 16/02/2008 11:16:36 AM

6.10 Menu Ganho

Clique no menu Gain (Ganho) para visualizar as Gain Settings (Configuracdes de ganho) para a
execugdo atual. Isso define o ganho do canal especifico antes de uma execugdo. As configuragdes
de ganho sdo mantidas apds a dltima execucdo. Elas podem ser modificadas se a execucdo ainda
ndo tiver sido iniciada ou nos ciclos iniciais. Use as setas para cima/baixo ao lado do campo de

texto para modificar os campos. Em seguida, clique em OK.
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O ganho pode ser alterado durante os ciclos iniciais. Uma linha vermelha serd tragada no canal
adequado exibindo onde o ganho foi alterado. Os ciclos antes da alteragdo do ganho serdo
excluidos da andlise.

Gain Settings K|
Gireen =
Yelow =
Oange  [5 =
Red =
Cimson  [F =
HFiM =

o ok

6.11 Menu Janela

Este menu permite que as janelas sejam organizadas verticalmente, horizontalmente ou em cascata.
Encontram-se disponiveis mais opcdes clicando na seta & direita do botdo Arrange (Organizar).

6.12 Fungdo Ajuda

Ao usar o botdo Help (Ajuda) ou o menu Help (Ajuda), o menu suspenso a seguir serd aberto.

Help |
Table of Contents
Virtual Demo

Software Version Histery...

Web Resources

Send Support Email...

About This Software...

Table of Contents (indice): Esta opcdo acessa a fungédo Help (Ajuda).

Virtual Demo (Demonstragéo Esta opcdo estd vinculada a uma pdgina do site da QIAGEN com uma
virtual): demonstragdo interativa do software.

Software Version History... Esta opcdo oferece uma visdo geral dos novos recursos adicionados desde
(Histérico de versdes do a versdo do software instalada anteriormente.

software...):

Web Resources (Recursos da web):  Esta opgdo abre uma pdgina do site da QIAGEN em um novo navegador

com as informacdes valiosas mais recentes sobre os instrumentos Rotor Gene
Q MDx e os reagentes correspondentes.

About This Software... (Sobre este Esta opgdo fornece informagdes sobre o aparelho conectado, o nimero de
software...): série do Rotor-Gene Q MDx e a versdo do software.
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6.12.1 Send Support E-Mail

A opgdo Send Support Email (Enviar e-mail para o suporte) no menu Help (Ajuda) permite enviar
um e-mail de suporte para a QIAGEN, incluindo todas as informages relevantes de uma execugdo.
A opgdo Save As (Salvar como) salvard todas as informacées em um arquivo que pode ser copiado
para um disco ou por meio de uma rede caso ndo tenha acesso ao e-mail no computador que estd
executando o Rotor-Gene Q MDx.

Se usar a fungdo de e-mail de suporte no computador laptop fornecido opcionalmente com o Rotor-
Gene Q MDx (dependendo do pais) pela primeira vez, é necessdrio definir as suas configuragdes
de e-mail.

Nota: E possivel criar as entradas do gerente de Tl da sua empresa.

Definir as configuracées de e-mail

Clique na opgdo Send Support Email... (Enviar e-mail para o suporte...). Serd exibida a seguinte

janela.

Internet Connection Wizard ﬂ

Your HName

‘wihen vou send e-mail, your name will appear in the From field of the outgoing message.
Type your name as you would like it to appear.

Display name: ||

For example: John Smith

< Back I (= I Cancel |

1. Digite o seu nome e clique em Next (Avancar). A janela Internet E-mail Address (Enderego de

e-mail) abrird.
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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. Digite o seu enderego de e-mail e pressione Next (Avancar). A janela E-mail Server Names

(Nomes de servidor de e-mail) abriré.

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 e-mails de entrada e especifique os nomes de
servidor para e-mails de entrada e de saida. Em seguida, pressione Next (Avangar). A janela

Internet Mail Logon (Login no e-mail da internet) abrird.
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Internet Connection Wizard ﬂ

Internet Mail Logon

Type the account name and pazsword your Internet service provider has given pou.

Account name; I

Password: I
¥ Remember password

If your Internet service provider requires you to uze Secure Pazsword Authentication
[5P&)] to access your mail account, select the 'Log On Using Secure Password
Authentication [SPA]' check box.

™ Log on using Secure Password Authentication (SP4)

< Back I Tewt > I Cancel |

Insira a sua conta de e-mail e a senha se o seu servidor usar autenticacdo de senha de

seguranca. Em seguida, clique em Next (Avangar). A janela Congratulations (Parabéns) abrira.

Internet Connection Wizard 1'

Congratulations

4.

r'ou have successfully entered all of the information required to set up your account,

To zave these settings, click Finizh.

Cancel |

< Back

5. Confirme com Finish (Concluir) para concluir a configuracdo da conta de e-mail.

Configurar o Outlook

1. Abra o Outlook Express a partir do menu Start (Iniciar) (Start [Iniciar] > All programs [Todos os

programas] > Outlook Express).

2. Selecione Tools (Ferramentas) e, em seguida, Options (Opgdes). A janela abaixo aparece.
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¥4 Options e B
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

= minutelz)

|F oy carmputer iz not connected at this b

IDD naot connect

=

Default Meszaging Prograns
%4 Thiz application iz the default Mail handler
ALY

Thiz application iz the default Mews handler

I atee: Default |
I akee: Default |

|

Cancel |

Apply

Importante: Para evitar a recuperagdo de e-mails durante execugdes de PCR, desabilite as

entradas padrdo na tela Send/Receive Messages (Enviar/receber mensagens).

3. Desabilite a opgdo Send and receive messages at startup (Enviar e receber mensagens na

inicializacdo).

4. Desabilite a opcdo Check for new messages every 30 minutes (Verificar se hd 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 exigem que o usudrio defina limiares, configuracdes de normalizagdo e de
gendtipo. E normal que essas configuracdes sejam reutilizadas frequentemente em vdrios

experimentos.

Os modelos de andlise permitem que usudrios reutilizem essas configurages. Isso reduz o esforco

de ter de inserir as configuracdes novamente e reduz o risco de erro.

As andlises de quantificacdo, fusdo, discriminagdo alélica, gréfico de dispersao e ponto final sdo
compativeis com modelos de andlise. Essas andlises permitem que o usudrio exporte um modelo
nico da andlise (por exemplo, a andlise de quantificagdo permite a importagdo e a exportagdo

de arquivos *.qut que contém configuracées de quantificagdo).

Apds um modelo de andlise ser importado ou exportado, o nome do arquivo do modelo é exibido

para referéncia futura.

Imported Settings L2 |
=T emplates'BC.qut

[rnpart.... | Export... |

7.2 Abrir uma segunda execucdo

Ao redlizar uma execucdo, é possivel abrir e analisar execucdes que foram realizadas
anteriormente. Vdrias funcdes, como os botdes New (Novo) ou Start Run (Iniciar execugdo), ndo
estdo ativas na segunda janela. E possivel iniciar uma nova execucdo a partir da primeira janela,

uma vez que a primeira execugdo tenha sido concluida.
7.3 Opcdes de escala

Para acessar Adjust Scale (Ajustar escala), clique em Adjust Scale... (Ajustar escala...) na parte
inferior da janela principal ou clique com o botdo direito no gréfico e selecione Adjust Scale...
(Ajustar escala...) no menu que aparecer. E possivel inserir manualmente uma escala na janela

que aparece.
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Para acessar Auto-Scale (Escala automdtica), clique em Auto-Scale... (Escala automdtica...) na
parte inferior da janela principal ou clique com o botdo direito no gréfico e selecione Auto-Scale. ..
(Escala automdtica...) no menu que aparecer. Auto-Scale (Escala automdtica) tenta ajustar a escala

as leituras méximas e minimas dos dados.

Para acessar Default Scale (Escala padréo), clique em Default Scale... (Escala padrdo...) na parte
inferior da janela principal ou clique com o botdo direito no grdfico e selecione Default Scale. ..
(Escala padrdo...) no menu que aparecer. Default Scale (Escala padréo) redefine a escala para

exibir de 0 a 100 unidades de fluorescéncia.

7.4  Exportar gréficos

Exportar imagem

As etapas a seguir descrevem como salvar uma imagem.

1. Clique com o botdo direito na imagem e selecione Export no menu que aparecer.
2. A janela Export Dialog (Caixa de didlogo de exportagdo). Selecione o formato desejado na
lista Format (Formato).
Export Dialog Ed
Pictue | Native | Data |

Format Options | Size I

Colors:  Default ﬂ

az PostScript
az POF

e PO [~ Monochrome
az GIF
az PMG
az JPEG

Copy Save... Send.. Cloze

3. Selecione a guia Size (Tamanho) e especifique o tamanho desejado.
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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 selecdo Keep aspect ratio (Manter a taxa de proporgdo) para manter a

imagem na proporcdo correta ao ajustar o seu famanho.

5. Clique em Save (Salvar) e selecione um nome de arquivo e local para o arquivo na caixa de

diglogo que aparecer.

Se for necessdrio obter uma imagem de resolugéo mais alta, recomendamos aumentar o tamanho
da imagem até que ela cumpra os seus requisitos ou salvar o arquivo como um Metarquivo (*.emf,
* wmf]. Este é um formato baseado em vetor que pode ser aberto em software, como o Adobe®
llustrator®, permitindo que o usuério crie uma imagem de qualquer resolugdo.

Exportar formato nativo

Os grdficos no software Rotor-Gene Q usam o componente terceirizado TeeChart® desenvolvido
pela Steema Software. Para salvar um gréfico no formato nativo, selecione a guia Native (Nativo)
na janela Export Dialog (Caixa de didlogo de exportagdo) (consultar a captura de tela anterior) e,
em seguida, clique em Save (Salvar). O formato nativo é o formato de arquivo padrdo da TeeChart.
Ele permite que o usudrio use o TeeChart Office da Steema Software. O TeeChart Office é um
software gratuito e ¢ instalado como parte do pacote de software Rotor-Gene Q. Para acessar o

software, clique no icone TeeChart na drea de trabalho.

O TeeChart Office habilita a manipulagdo de grdficos exportados, incluindo alterar as cores das
curvas, adicionar anotagdes, alterar fontes e ajustar pontos de dados.
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Exportar dados

Para exportar dados em diversos formatos, selecione a guia Data (Dados) na janela Export Dialog
(Caixa de didglogo de exportagdo). O arquivo exportado contém os pontos de dados brutos usados

no gréfico.

Export Dialog B3

F'iu:turel Mative Data |

. Include:
sefies: | [all = [ Point Index
Format: v Paint Labels

ok s t [ Header
ML [ Paint Calors
= HTHL Table Dielimiter:

" Excel Tah ﬂ I

Copy Save... Send... | Cloze

A exporta¢cdo de dados brutos e dados de andlise também pode ser realizada selecionando

Save As (Salvar como) no menu File (Arquivo) (consulte a Segdo 6.5).
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7.5 lcone Chave inglesa

O icone Chave inglesa J aparece na parte inferior esquerda da janela principal. Clicar no
icone Spanner/wrench (Chave inglesa) habilita diversas opgdes. Essas opgdes também podem ser
acessadas clicando com o botdo direito no gréfico.

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 +

Adjust Scale (Ajustar escala), Autoscale  Consulte a Segdo 7.3.
(Escala automdtica), Revert to Default
Scale (Reverter para escala padréo):

Export... (Exportar): Esta opgdo salva o gréfico em uma variedade de formatos (consulte a
Se¢do 6.4).
Copy Chart to Clipboard (Copiar Esta opgdo copia a imagem do grdfico para a drea de transferéncia.

gréfico para drea de transferéncia):

Edit Chart in TeeChart Office.... (Editar ~ Esta opgdo abre o gréfico diretamente no TeeChart Office para edigdo

tabela no TeeChart Office...): (consulte a Segdo 6.4).

Print (Imprimir): Esta opgdo imprime o grdfico.

Digital Filter... (Filtro digital...): Esta opgdo modifica o filiro digital atualmente selecionado no grdfico.
O filtro digital suaviza os dados por meio de uma janela deslizante de
pontos.

i select digital filter for graph ] il
MNaone
M edium
Heawy

Cancel |

Show Pinpointer (Exibir localizador): Esta opgdo abre uma janela que exibe as coordenadas exatas da
posi¢do do ponteiro do mouse.

Grouping (Agrupamento): Esta opcdo agrupa visualmente amostras com nomes idénticos. Ela pode
ser Util para execugdes em que o rotor estd cheio. Selecionar esta opcdo
ndo afeta os valores calculados.

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

158



7.6 Opcdes da drea selecionada

Uma drea do gréfico pode ser selecionada clicando e segurando o botdo esquerdo do mouse e,
em seguida, arrastando o ponteiro do mouse. As seguintes opgdes aparecem.

ct Only These 5

Ceselect These Samples
Zoam

Cancel

Select Only These Samples (Selecione  As amostras fora da drea selecionada séo desmarcadas.
apenas estas amostras):

Select Only These Samples (Selecione ~ As amostras fora da drea selecionada sdo desmarcadas.
apenas estas amostras):

Zoom (Ampliar): Esta opgdio amplia a drea selecionada do gréfico. Clique no botdo Default
Scale (Escala padrdo) para reduzir.
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8  Manutencdo

Manter o desempenho de trabalho do Rotor-Gene Q MDx ¢é fécil. O desempenho 6ptico € mantido
garantindo que as lentes, localizadas nas fontes de emissdo e de deteccdo, estejam limpas. Isso é
alcan¢ado limpando cuidadosamente as lentes com um aplicador de ponta de algodao,

umedecido com etanol ou isopropanol *.

Nota: Limpe as lentes, pelo menos, uma vez por més, dependendo do uso. Ao limpar a lente, limpe
também a cdmara do rotor.

Mantenha a drea da bancada de trabalho limpa e livre de poeira e folhas de papel. A entrada
de ar do Rotor-Gene Q MDx estd na parte de baixo e materiais soltos, tal como papel ou poeira,
podem comprometer o desempenho.

Para evitar o acimulo de poeira, mantenha a tampa do Rotor-Gene Q MDx fechada quando o

instrumento ndo estiver em uso.
Nota: Use apenas as pecas fornecidas pela QIAGEN.
8.1 Llimpeza da superficie do Rotor-Gene Q MDx

As superficies externas do Rotor-Gene Q podem ser limpas usando produtos quimicos de

laboratério comumente disponiveis.

" Ao trabalhar com substancias quimicas, sempre use um jaleco adequado, luvas descartaveis e éculos de protecdo. Para
obter mais informagdes, consulte as folhas de dados de seguranca (Safety Data Sheets, SDSs) apropriadas disponibilizadas
pelo fornecedor do produto.

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

160



8.2  Descontaminacdo da superficie do Rotor-Gene Q MDx

Se a cdmara do rotor ficar contaminada, ela pode ser limpa esfregando as superficies com um
pano Umido (ndo encharcado) sem fiapos com 0,1% (v/v) de solugdo de dgua sanitdria. * Limpe
a cdmara com um pano sem fiapos, umedecido com dgua de grau PCR para remover vestigios de

dgua sanitdria.
8.3 Reparo do Rotor-Gene Q

Para reparos ou manutencdo do Rotor-Gene Q, entre em contato com Assisténcia Técnica da QIAGEN
em https:/ /www.giagen.com/service-and-support/technical-support/technical-support-form/.

" Ao trabalhar com substancias quimicas, sempre use um jaleco adequado, luvas descartaveis e 6culos de protecdo. Para obter
mais informagdes, consulte as folhas de dados de seguranga (Safety Data Sheets, SDSs) apropriadas disponibilizadas pelo
fornecedor do produto.
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Q  Verificag@o da temperatura éptica

A Verificagdo da temperatura 6ptica (Optical Temperature Verification, OTV) é um método que
verifica a temperatura dentro do tubo em um Rotor-Gene Q MDx. A validagdo da temperatura
dentro do tubo pode ser um procedimento importante em laboratérios certificados. A OTV é
realizada usando um Rotor-Disc OTV Kit (consulte a Secdo 16). A seguir, é fornecida apenas uma
breve introducdo ao principio OTV. O desempenho do procedimento OTV é explicado no software
Rotor-Gene Q MDx. Para obter uma descri¢Go mais detalhada do procedimento OTV, incluindo

um guia de solucdo de problemas, consulte o Manual do Rotor-Disc OTV.
9.1 Principio OTV

A OTV usa as propriedades épticas de 3 cristais liquidos termocromdticos (Thermochromatic Liquid
Crystals, TLCs)* como referéncias de temperatura absolutas. Quando aquecidos, os TLCs mudam
de opacos para transparentes a temperaturas muito precisas (50, 75 e 90°C). Os préprios TLCs
ndo sdo fluorescentes. Portanto, é necessdrio cobrir a fonte de excitacdo com um inserto
fluorescente para que os pontos de transicdo do TLC possam ser detectados pelo sistema ptico
do Rotor-Gene Q MDx. Os TLCs que estdo abaixo da sua temperatura de transiéo séo opacos e
refletem luz. Uma parte da luz refletida se dispersa em direcdo ao detector, aumentando a
fluorescéncia. Quando a temperatura dentro do tubo alcanca o ponto de transicdo do TLC, ele se
torna transparente e a luz passa pela amostra ao invés de ser refletida para o detector, resultando
em uma diminuicdo da fluorescéncia. A alteragdo na fluorescéncia é usada para determinar a
temperatura de transicdo precisa de cada TLC. A temperatura de transi¢do é comparada com a
temperatura indicada pelo arquivo de calibragdo de fdbrica para o Rotor-Disc OTV, de modo a

verificar se o Rotor-Gene Q MDx estd dentro da especificacdo de temperatura.
9.2  Componentes do Rotor-Disc OTV Kit

Sdo necessdrios os componentes a seguir sdo para executar uma OTV:

e Um Rotor-Disc OTV Kit, que inclui:
o Rotor-Disc 72 OTV Rotor selado (contém TLCs)

o Inserto fluorescente da placa de dispersdo (instrumentos Rotor-Gene 3000 ou
Rotor-Gene Q/6000)

* Ao trabalhar com substancias quimicas, sempre use um jaleco adequado, luvas descartaveis e éculos de protecdo. Para
obter mais informagdes, consulte as folhas de dados de seguranca (Safety Data Sheets, SDSs) apropriadas disponibilizadas
pelo fornecedor do produto.
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o Uma midia removivel com os seguintes arquivos: Arquivo com o nimero de série e data
de vencimento do OTV Rofor (*.txt); arquivo de modelo de teste OTV (*.ref); Folha do
produto (*.pdf}; arquivo de calibragdo de fabrica (*.rex)

o Folha do produto

® Rotor-Gene Series Software verséo 1.7 ou mais recente, que contém o assistente OTV Rotor

intuitivo
® Rotor-Disc 72 Rotor

® RotorDisc 72 Locking Ring

9.3  Executar uma OTV

1. Coloque o inserto fluorescente sobre as lentes de emissdes na parte inferior da cédmara do
Rotor-Gene Q MDx.

2. Coloque o OTV Rotor-Disc em um Rotor-Disc 72 Rotor. Fixe usando um Rotor-Disc 72 Locking
Ring. Coloque o conjunto no Rotor-Gene Q MDx e encaixe no devido lugar. Feche a tampa do
Rotor-Gene Q MDx.

3. Acesse o assistente Advanced (Avancado) selecionando a guia Advanced (Avangado) na
janela New Run (Nova execucdo). No assistente Advanced (Avancado), clique em Instrument
maintenance (Manutencdo do instrumento) e, em seguida, em OTV. O assistente solicitard o
nimero de série da OTV, que pode ser encontrado no anel de OTV. Em seguida, clique em
Start (Iniciar).
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44 Empty Run maintenance.
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'S Three Step with Melt
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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. Em seguida, o software solicita um nome de arquivo para a execugdo. A execugdo comega.

5. A execucdo realiza 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 estiver concluida, o software indicard se o Rotor-Gene Q MDx estd dentro

das especificagdes.

7. Se for necessdrio um ajuste, o usudrio deve clicar em Apply Adjustment (Aplicar ajuste). Isso
solicita que o usudrio realize uma execugdo de verificagdo. Quando a execugdo de verificagdo
terminar, nenhum ajuste deverd ser necessdrio. Se forem necessdrios mais ajustes, entre em

contato com o seu distribuidor.

8. Quando o Rotor-Gene Q MDx estiver dentro das especificagdes, serd possivel revisar e imprimir

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 Analysis, HRM) é uma técnica inovadora
com base na andlise de dissociacdo de DNA. A HRM caracteriza amostras de DNA de acordo
com o seu comportamento de dissociacdo durante a sua transicGo de DNA de cadeia dupla
(dsDNA) para DNA de cadeia simples (ssDNA) com o aumento da temperatura (consulte a Figura
abaixo). Um instrumento HRM coleta sinais fluorescentes com precisGo éptica e térmica

extremamente altas, criando diversas possibilidades de aplicagdo.
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X
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Um grdfico de HRM fipico. A curva de fusdo traga a transicdo da alta fluorescéncia da fase inicial de préfusdo, por meio da
diminui¢do da fluorescéncia da fase de fusdo, até o nivel basal de fluorescéncia na fase de pésfusdo. A fluorescéncia diminui
conforme o corante infercalante de DNA ¢ liberado do dsDNA, dissociando-se em cadeias simples. O ponto médio da fase de
fus&io, quando a taxa de alteragdio da fluorescéncia é maior, define a temperatura de dissociagéo (Tm) do DNA sendo analisado.

Antes de realizar a andlise de HRM, a sequéncia-alvo deve ser amplificada para um alto némero
de cépias. Isso é realizado normalmente pela PCR, na presenca de um corante fluorescente
intercalante de dsDNA. O corante ndo interage com o ssDNA, mas se intercala ativamente com o
dsDNA e fluoresce brilhantemente quando intercalado. A alteragdo na fluorescéncia pode ser
usada para medir o aumento na concentracdo de DNA durante a PCR e, em seguida, para medir
diretamente a dissociagdo de DNA induzida termicamente por HRM. Durante a HRM, a
fluorescéncia ¢ inicialmente alta, pois a amostra comega como dsDNA. A fluorescéncia diminui de
acordo com o aumento da temperatura e o DNA dissocia-se em cadeias simples. O comportamento

de dissociagdo observado é caracteristico de uma amostra de DNA especifica.

Usando a HRM, o Rotor-Gene Q MDx pode caracterizar amostras com base no comprimento da
sequéncia, no conteldo de GC e na complementariedade da sequéncia de DNA. A HRM pode
ser usada em aplicacdes de genotipagem, como a andlise de insercdes/exclusdes ou

polimorfismos de nucleotideo Gnico (Single Nucleotide Polymorphisms, SNPs) ou para rastrear
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mutacdes genéticas desconhecidas. Pode ser usada também em aplicacdes de epigenética, para
a detecgdo e andlise do estado de metilagdo do DNA. Além disso, pode ser usada para detectar
quantitativamente uma pequena por¢do de DNA variante em um fundo de sequéncia de tipo
selvagem com sensibilidades aproximando os 5%. Pode ser usada, por exemplo, para estudar
somaticamente as mutagdes adquiridas ou alteragdes no estado de metilagdo das ilhas CpG.

A HRM no Rotor-Gene Q MDx facilita diversas aplicagdes, incluindo:

e Identificacdo de genes de predisposicdo candidatos

e Estudos de associagdo (comparando casos e controles, gendtipo e fenétipo)
® Determinacdo da prevaléncia do alelo em uma populagdo ou subgrupo
® Andlise e validacdo de SNP

e Andlise de perda de heterozigosidade

® Impressdo digital de DNA

e Caracterizagdo de blocos de haplétipos

e Andlise de metilacdo do DNA

® Mapeamento de DNA

® Identificacdo de espécies

® Descoberta de mutacdo

® Determinar a taxa de mutagdes somdticas adquiridas

e Tipagem de HLA

A HRM ¢é mais fdcil e econdmica do que ensaios de genotipagem com base em sondas e, ao
contrério dos métodos convencionais, é um sistema de tubo fechado que evita a contaminagdo
com produtos de PCR. Os resultados sdo compativeis a métodos convencionais como SSCP,
DHPLC, RFLP e sequenciamento de DNA.

10.1 Instrumentacdo

O Rotor-Gene Q MDx oferece as seguintes capacidades de demanda em tempo real e termo-

Spticas necessdrias para a HRM.

e lluminagdo de alta intensidade

e Deteccdo Sptica de alta sensibilidade

e Aquisicdo répida de dados

e Temperatura da amostra controlada minunciosamente

e Variagdo térmica e éptica minima de amostra para amostra
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10.2 Quimico

A QIAGEN oferece o Type-it® HRM PCR Kit para a andlise de SNPs e mutagdes usando a HRM e
o EpiTect® HRM PCR Kit para a andlise de metilagdo. Ambos os kits contém o corante fluorescente
intercalante de terceira geracdo, EvaGreen. Os kits combinam tamp&o para HRM ofimizado e
HotStarTag® Plus DNA Polymerase para evitar produtos de amplificagdo ndo especificos e para
fornecer resultados confiaveis.

Nota: Todos os kits e reagentes para HRM da QIAGEN séo indicados para uso com os instrumentos

Rotor-Gene Q somente para as aplicagdes descritas nos respectivos manuais de kit da QIAGEN.
10.3 Exemplo de genotipagem de SNP

No exemplo mostrado, o Type-it HRM PCR Kit foi usado na andlise de HRM para diferenciar entre
formas homozigotas de tipo selvagem, homozigotas mutantes e heterozigotas do SNP humano
rs60031276. Para obter mais detalhes técnicos, consulte o Manual do Type-it HRM PCR.

A

Heterozigoto
Homozigoto

mutante

a & 8 &

Tipo
selvagem

[ T T ]
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Tipo

\ selvagem

Heterozigoto

Homozigoto
, mutante

B HRM Results - HRM A.HRM {Page 1)

Genotipagem de SNPs por HRM. SNP humana rs60031276 (substituicio A-G) no gene PPP1R14B (proteina fosfatase 1,
subunidade reguladora (inibidor) 14B) foi analisada no Rotor-Gene Q usando 10 ng de DNA gendmico de gendtipos diferentes
e o Type-it HRM Kit. Sdo mostradas amostras homozigotas de tipo selvagem (AA), homozigotas mutantes (GG) e heterozigotas
(AG) em a uma curva de fusdo normalizada padréo e E um grdfico de diferenga normalizado para amostras do tipo selvagem.

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

Os gendtipos das amostras desconhecidas foram atribuidos pelo software Rotor-Gene Q.
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10.4 Exemplo de andlise de metilacdo

No exemplo mostrado, o EpiTect HRM PCR Kit foi usado na andlise de HRM para discriminar
diversas propor¢des de DNA metilado e ndo metilado. Para obter mais detalhes técnicos, consulte
o Manual do EpiTect HRM PCR.

A

100% metilado

s s tia ma ms m: ma me  ms  m:  ©a == =@ = ms m@r =

Andlise de mefilacgio quantitativa por HRM. Diversas proporcées de DNA-APC (adenomatosis polyposis coli) metilado e ndo
metilado foram analisadas e discriminadas pela andlise de metilagdo por HRM no Rotor-Gene Q usando o EpiTect HRM Kit.
S&o mostrados H uma curva de fusdo normalizada padrdo e B um gréfico de diferenca normalizado para a amostra 50%
metilada.

Manual do usudrio do Rotor-Gene Q MDx CE  02/2022 170



10.5 Diretrizes para uma andlise de HRM bem-sucedida

O sucesso da andlise de HRM depende em grande parte da sequéncia especifica sendo
investigada. Certos motivos de sequéncia, tal como hairpin loops ou outras estruturas secundérias,
regides localizadas de contetdo de GC peculiarmente alto ou baixo ou sequéncias repetidas
podem afetar o resultado. Além disso, o uso de kits padronizados e protocolos otimizados da
QIAGEN pode superar muitos dos potenciais desafios listados. Séo detalhadas a seguir algumas

diretrizes simples para assegurar o sucesso.
Analisar pequenos fragmentos de DNA

Analise fragmentos de no maximo 250 bp. Produtos maiores podem ser analisados com sucesso,
mas normalmente fornecem uma resolugdo menor. Isso acontece porque, por exemplo, uma
variagdo de base Unica possui um efeito maior no comportamento de dissociagdo de um amplicon
de 100 bp do que em um amplicon de 500 bp.

Garantir que a PCR contém apenas o produto especifico

As amostras contaminadas com artefatos pés-PCR, como dimeros de primer ou produtos ndo
especificos, podem dificultar a interpretag@o dos resultados da HRM. Os kits da QIAGEN para
andlise de HRM garantem a mdxima especificidade, sem a necessidade de otimizagdo.

Usar modelo de pré-amplificagéo suficiente

A andlise de dados de realtime PCR pode ser muito dtil durante a solugdo de problemas na andlise
de HRM. Os gréficos de amplificacdo devem ter um Cr (ciclo de limiar) menor ou igual a 30 ciclos.
Os produtos que amplificam posteriormente (devido & baixa quantidade de modelo inicial ou
degradagéo do modelo) normalmente produzem resultados de HRM varidveis devido a artefatos

de PCR.

Normalizar a concentragdo do modelo

A quantidade de modelo adicionado & reagdo deve ser consistente. Normalize as concentragdes
iniciais para que todos os grdficos de amplificagdo estejam a 3 valores de Cr uns dos outros. Isso
assegura que as concentracdes inseridas estejam dentro de um infervalo de 10 dobras.

Verificar a existéncia de gréficos de amplificacéo anormais

Antes de executar a HRM, examine os dados do grdfico de amplificacdo cuidadosamente quanto

a formatos de grdfico de amplificagdo anormais. Gréficos com uma fase log-linear que ndo seja
acentuada, seja denteada ou com uma baixa estabilizacdo do sinal, em comparagéo com outras
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reagdes, podem indicar uma amplificagdo fraca ou um sinal de fluorescéncia baixo demais (por
exemplo, isso pode ocorrer se a concentragdo do primer for muito baixa). Reagdes fracas podem
ser causadas por inibidores da reacdo ou pela preparagéo incorreta da reagdo. Os dados de
HRM de tais amostras podem ser inconclusivos ou de baixa resolugdo. Para evitar resultados ndo
ise de HRM.

confidveis, recomendamos os kits da QIAGEN para preparagdo de amostras e and
Manter as concentracoes da amostra pés-amplificagdo semelhantes

A concentragdo de um fragmento de DNA afeta a sua temperatura de dissociagdo (Tm). Por esse
motivo, as concentracdes de DNA das amostras devem ser o mais semelhantes possivel. Ao
analisar produtos de PCR, certifique-se de que todas as reacdes tenham amplificado para a fase
de estabilizagdo. Na estabilizagéo, todas as reagdes terdo amplificado até um ponto semelhante,
independentemente da sua quantidade inicial. Contudo, observe que reagdes fracas podem néo
estabilizar com a mesma quantidade amplificada devido a, por exemplo, uma configuracéo de

ensaio inconsistente (por exemplo, a concentragdo do primer estava baixa demais).
Garantir a uniformidade de amostra para amostra

Todas as amostras t8m de ter um volume igual e devem conter a mesma concentragdo de corante.
O comportamento de dissociagdo do DNA é afetado pelos sais na mistura de reagdo. Portanto, é
importante que a concentracdo de tampdo, Mg e outros sais seja o mais uniforme possivel em
todas as amostras. Da mesma forma, use apenas tubos de reacdo idénticos, do mesmo fabricante,
para evitar variagdes devido & espessura do pldstico e as propriedades autofluorescentes.

Permitir uma coleta de dados suficiente para as fases de pré-fusGo e pés-fusdo

Capture os pontos de dados de HRM em um intervalo de aproximadamente 10°C, centrado ao
redor da T observada (consulte a figura na pdgina 10). Isso fornece pontos de dados de linha de
base suficientes para uma normalizacdo efetiva da curva e resultard em réplicas mais

reproduziveis, bem como em uma interpretacdo de dados mais simples.
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10.6 Preparo de amostras

Deve ser evitada a degradagdo da amostra durante a purificagdo e o armazenamento. Evite
quantidades excessivas de inibidores, tal como no carryover de etanol. Para melhorar os resultados
da HRM, recomendamos manter a quantidade de modelo usado consistente entre as amostras.
Recomenda-se a andlise espectrofotométrica para determinar a concentracdo de DNA e a pureza.

Recomendamos os kits da QIAGEN para a preparagdo de amostras.

Nota: A 260 nm, uma unidade de absorgdo é igual a 50 pg/ml de DNA. O DNA puro forneceré
uma propor¢do de 260 nm para 280 nm de 1,8.

10.7 Configuracdo do software

1. Abra um novo arquivo de execugdo selecionando New... (Novo...) no menu File (Arquivo). No
assistente Advanced (Avancado), selecione HRM.

x|

Quick Stat Advanced I

j Corbett Life Science
o/ Up High Resolution Melt

run.

HRM™

L 1]
'S HRM™ with Pre-aAmplification

Cancel

I

Help

¥ Show Thiz Screen 'When Software Opens
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2. Defina o tipo de rotfor (neste exemplo, é usado o 72-Well Rotor). Certifique-se de que o anel

de travamento esteja no devido lugar e que a caixa de selecdo Locking Ring Attached (Anel de

travamento fixado) esteja selecionada antes de avangar para a préxima etapa.

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 da execucdo. Insira o nome do operador (opcional) e adicione notas sobre

o experimento (opcional). Selecione o volume de reacdo (exigido) e o layout desejado para a

amostra.

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 retengdo inicial adequado. O tempo depende do tipo de DNA polimerase
usado. O Type-it HRM PCR Kit e o EpiTect HRM PCR Kit exigem um tempo de ativacdo de

5 min. O tempo de ativacdo padrdo é de 10 min.

.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

Inset afte.

Cycling

HRM Insert before: I
Remove I

Hold Temperature = 95 | geg

Hold Time : 2 ming 0 |secs

R
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6. Moadifique a ciclagem para se adequar 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, - "

Timed Step k4
60 deq.
10 seconds

95 deg. for 3 sece

Aequiring to Cyeling A

on Green

™ LonaR B0 deg. for 10 secs
ong Range

[~ Touchdown

Ok

7. Certifique-se de que os dados de fluorescéncia serdo adquiridos. Adquira dados para o canal

verde no fim da efapa de hibridizacdo.

Acquisition

Same az Previous : I [Mew Acquisition) j

— Acquizition Configuration :
Aivailable Channels - Acguiing Channels :

M ame I LI Mame

Crimzan
HFiM LI
Qrange
Fied «

ellow

channel, zelect it in the right-hand list and click <. Tao remove all acquisitions, click <<.

To acquire from a channel, select it from the list in the left and click >. To stop acquining from a

Dpe Chart »> | ak. I Don't Acquire

Help

Dye Channel 5election Chart

470nm  |510nm | FAM, SybiGreen, alexadds

Vallow Ea0nm | 556nm JOE, CalGold, Caldrange', TET, *akima Yelow, VIC

i HEX, alena32

Orange | 585nm | B100m RO, Redmond Fed™, alexated

B25nm | BE0nm Cy5, QuasarE70Y, LCReds40Y

E80nm | 710hp Quazarf05, LCRed 705, alexafal

460nm [510nm [ LCGreend!

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

176



8. Defina as condigdes da execugdo da HRM. Modifique as condi¢des para se adequarem ao

amplicon. Para o primeiro conjunto de experimentos, permita um amplo dominio de fusdo. Use
o Tn tebrico como uma orientacdo para um intervalo adequado. Apés deferminar onde
ocorrerd a fusdo do produto, reduza o dominio da fusdo para no maximo 10°C. Certifique-se
de que o inicio da fusdo ocorre 5°C antes da primeira transicdo da fusdo. A rampa padrdo
estd definida como 0,1°C, com uma espera de 2 s a cada etapa. A transicdo minima da rampa
é de 0,05°C, com uma segunda espera a cada etapa. Os dados sdo automaticamente
adquiridos para o canal de HRM. A Otimizagdo automética de ganho é efetuada por padréo.
O software buscard a melhor configuracdo de ganho, de forma que o maior valor de
fluorescéncia indicado néo seja maior do que 70 unidades em uma escala de 100. Tenha em

mente que esse valor pode ser aumentado no maximo até 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.

The gain giving the highest fluorescence less than I?El ::II
will be selected.

9. Opcional: Defina a Otimizagdo automdtica de ganho. Isso se aplica somente & etapa de

amplificacdo em tempo real e estd definido para o canal verde. Clique no botdo Optimize
Acquiring (Otimizar aquisi¢do) (para ofimizar somente os canais usados por uma execugdo).
A ofimizacdo é realizada da melhor forma logo antes da primeira etapa de aquisicdo.
Portanto, marque a caixa de selecdo Perform Optimization Before First Acquisition (Realizar
ofimizacdo antes da primeira aquisicdo). O intervalo de fluorescéncia de fundo recomendado
para corantes intercalantes estd entre 1 e 3 unidades de fluorescéncia. Para alterar essa

configuracdo, clique no nome do canal para selecioné-lo 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.lnicie a execugdo clicando em Start Run (Iniciar execugdo) e salve o arquivo da execugdo no

seu 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 de 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

A andlise dos dados de realtime PCR antes da andlise de dados de HRM & vantajosa. Os dados de
realHime PCR podem destacar ensaios com baixo desempenho. Identificar esses outliers e filré-los da
andlise de HRM subsequente melhorard consideravelmente a eficdcia geral da andlise de HRM, visto
que analisar produtos de PCR de baixa qualidade resultard em resuliados de HRM fracos.

Recomendamos analisar os dados quantitativos de realtime PCR da seguinte forma.

1. Analise os dados em tempo real usando a opcdo Quantitation (Quantificacdo) da janela
Analysis (Andlise). Se quaisquer valores de Cr forem 30 ou mais, considera-se que as reagdes
correspondentes foram amplificadas muito tarde. Essas amostras devem ser analisadas com
suspeita ou removidas da andlise como um outlier. A amplificacdo tardia ocorre normalmente

devido & pouca quantidade de modelo inicial e/ou altos niveis de degradacdo da amostra.

2. Avdlie o nivel de fluorescéncia do ponto final. Se a fluorescéncia do ponto final em qualquer um
dos grdficos de amplificacdo for baixa em comparacdo com a maioria dos grdficos no conjunto de
dados, omita essas amostras da andlise, mesmo que os seus valores de Cr sejam menores do que
30. Uma fluorescéncia de ponto final baixa pode indicar uma quantidade incorreta de corante,

niveis incorrefos de componentes da reacdo (tais como primers) ou a agdo de inibidores.

3. Use a opgdo Comparative Quantitation (Quantificagdo comparativa) da janela Analysis
(Andlise) para obter a eficiéncia da reagdo de cada amostra. Se a eficiéncia néo for semelhante
a outras reagdes no experimento, ou se for menor do que aproximadamente 1,4, omita a

reacdo como um outlier.
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mparative Quantitation Analysis - Cycling A.Green (Page 1)

Reports...  Results

=T

dF 220

40

adjust Scale Auto-Scale  Default Seale

i Comp. Quant Results - Cycling A.Green (P = =101 %]
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 1.2 166 1.00E+00 112 166 1.00E +00 Calibra
2 mutation 2 1.4 1.65 S.04E-01 1.4 165 A04E0
3 mutation 3 1.4 164 904601 1.4 164 AMET
4 widipe 1.8 1.66 701EM 14 166 TOEDI
5 widiype2 1.8 1.66 7.38E-0 18 166 7.38E-01
B widiype3 14 1.66 701EM 14 166 7ED
7 heterazygote 1 1.4 167 S.04E-01 1.4 167 AMED
3 heterozygots 2 15 1.66 85360 15 166 8.59E-01
9 heterazygote 3 1.3 167 95TE0 13 167 A51E0
‘ »

Resultados da quantificagéio comparativa. A eficiéncia da reacéo é mostrada na coluna "Amplification” (Amplificagdo) como

uma pontuagdo méxima de 2 (2 = 100% de eficiéncia).

Nota: Caso suspeite da presenca de dimeros de primer ou produtos ndo especificos, avalie as

reacdes desenhando um gréfico derivado usando a opgdo Melt (Fusdo) da janela Andlysis (Andlise).

Certifique-se de que haja um Unico pico, indicativo de um Unico produto. Se possivel, realize a

execucdo com um gel para verificar que hd apenas um Unico produto de amplificagdo. Se houver

mais do que um produto, a reacdo deverd ser repefida ou ofimizada novamente.

10.9 Andlise de dados de HRM

A andlise de HRM habilita a denominagdo visual e automdtica de gendtipos. Os resultados podem ser

visualizados como um grdfico de fusdo normalizado ou um gréfico de diferenga. As curvas

normalizadas fornecem a representacdo bésica dos diferentes gendtipos com base no deslocamento

da curva (para homozigotos) e na alteracdo do formato da curva (para heterozigotos).

Os grdficos de diferenca sdo um auxilio para a interpretacdo visual. Eles tracam a diferenga na

fluorescéncia de uma amostra para um controle selecionado a cada transicdo de temperatura. Os

gréficos de diferenca fornecem uma visualizagdo alternativa das diferencas entre as transicées das

curvas de fuséo.

Nota: A andlise da curva de fusdo da primeira derivada (tal como usada pela opgdo Melt

[Fuséo] padrdo na janela Analysis [Andlise]) é considerada inadequada para a andlise de

HRM. Isso acontece porque qualquer derivagdo dos dados adiciona um ruido artificial e

dificulta a interpretagéo dos dados.

As etapas a seguir descrevem a andlise dos resultados de HRM usando 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 exibidas janelas que mostram os dados brutos, o gréfico normalizado e os resultados. A
janela de dados brutos permite o ajuste das regides de normalizagdo. A normalizagdo permite
que todas as curvas sejam comparadas com o mesmo nivel de sinal fluorescente inicial e final
para auxiliar na inferpretacdo e andlise. Sdo fornecidos dois cursores por regido,
padronizados para as extremidades da curva. Os pontos de dados nas regides sdo usados
para normalizar a fluorescéncia (somente o eixo y) para o inicio (Regido 1) e o fim (Regido 2)
do grdfico de fusdo. Os dados fora das regides definidas sdo ignorados. Ajuste as regides
para englobar os dados de linha de base representativos para as fases de préfusdo e pés-
fusdo. A ampliacdo das regides (clicando e arrastando) permite que o software se ajuste &
inclinagdo da linha de base. Para garantir que as curvas sejam normalizadas efetivamente,

evite ampliar as regides de normalizagdo na fase de fusdo.

B Rotor-Gene 0 Series Software - high resolution melt demo METET
Fle Andlyss Run Gan View indow Help
7 p & : 7 g
ACHPHUE O W & O & 4 W )
New Open Save | Stxt Paue Siop | Help Settings Frogress Profle  Temp, Samples Analysis Reports Arrange
|chammets . vk aFarRed . wel agron 52) Ferked
[BY HRM Analysis - Melt A(from 82).FarRed (Page 1) —[ol x|
= . 1
Reports; Resubs  Momalsed Graph | Genokypes.
— T
£y 5
&
0 ]
— 5
== 3
s L
0l | H
il 2
Ze0
2ol ¢
EY
)
BankOn | BankOff ||
10 NamedOn | AIDn | AlIDH |
20 w5 w0 ms  mo  ss o s w0 wms @0 o5 w0 es w0 s o Edi Samples. |
deg
AdistScsle  Auto-Scale e g
Leading Range
(B HRM Normalised Graph - Melt A stat:[f24 =]
Nomalised Graph | Diffeence Graph | End: 28 5
Pl mutalion
100 - heterozygote Tiaiing Range
~— mutaion sta:[033 =
heterozygote =
. heterozygote End: 837 7
- vild ype

= | | vid e ] Confidence Percentage
=,
& e 85 @ o 6 heterozygots Theshald [ %

heterozygote

Fiotor-Gene f) Series Software 1.7 (Build 34]
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Nota: Recomendamos mover os cursores somente se desejar evitar dreas da curva de fusdo. O
movimento dos cursores em direcdo as fransicdes da fase de fusdo pode afetar grdficos de

subtracdo e porcentagens de confianca.

3. Ajanela Normalised Graph (Gréfico normalizado) exibe as curvas de fusdo normalizadas. As
amostras também podem ser vistas como um gréfico de diferenca em relagdo a um dos

controles.

ERotor-Gene Q Series Software - high resolution melt demo - [HRM Normalised Graph - Melt A(from 62).FarRed (Page 1)] 5] x|

T Fle Andlss Run Gain View Window Help [ResareBIX]
AEHPINRO v & 9 & & ) N %
New Open Save | et Pause Stop | Help Seltings Progress Profle  Temp. Samples Analysis Reports Arange

|charcets . vk Ferked "Me\m(fmmaz)med‘

| Difference Graph | Page: Page 1

197
o

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... (Gendtipos...) para definir os gendtipos. Insira todos os nomes
de categorias de genétipos e selecione uma amostra representativa para cada uma delas na

lista de amostras.
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Genatype Control -
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wild type: 20
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Clear | 0K | Cancel
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Select I Select None Cancel I
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5. Visuadlize o gréfico de diferenca selecionando a guia Difference Graph (Grdfico de diferenca).
Em seguida, selecione o gendtipo com o qual deseja comparar todas as outras amostras
usando o menu suspenso no topo da janela. No exemplo mostrado, todas as amostras sdo
representadas graficamente subtraidas de um gréfico de média de todas as amostras rotuladas
Mutation 1 (Mutagédo 1).

Rotor-Gene Q Series Software - high resolution melt demo - [HRM Normalised Graph - Melt A(from 82).Farited (Page 1)] 151
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Fiotor-Gene 0 Series Software 1.7 (Buid 33)

6. Os gendtipos serdo denominados automaticamente pelo software na janela Results
(Resultados). E fornecido um valor de confianca como uma verificacdo de integridade de
resultados denominados automaticamente. As denominacdes automdticas sdo realizadas
acima do valor de limiar e este pode ser editado. As amostras que estejam abaixo deste limiar
definido serdo marcadas como uma variagdo para serem investigadas mais de perfo ou

testadas novamente.

i HRM Results - Melt A{from 82).FarRed {(Page 1} anm.alisalinn Regions
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11 Solucdo de problemas

Esta secdo fornece informacdes sobre o que fazer se ocorrer um erro ao usar o Rotor-Gene Q MDx
System.

Caso necessite de assisténcia adicional, entre em contato com a Assisténcia técnica da QIAGEN
usando as informagdes de contato abaixo:

Site: support.qiagen.com

Ao contatar a Assisténcia Técnica da QIAGEN sobre um erro do Rotor-Gene Q MDx, mencione
as efapas que levaram ao erro e qualquer informagdo que aparega em caixas de didlogo. Estas
informagdes ajudardo a Assisténcia Técnica da QIAGEN a solucionar o problema.

Ao entrar em contato com a Assisténcia Técnica da QIAGEN para solucionar erros, tenha em mao

as seguintes informagdes:

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

Versdo de software (se aplicavel)

Momento da primeira ocorréncia do erro

Frequéncia da ocorréncia do erro (ou seja, erro intermitente ou persistente)
Descricdo detalhada da situacdo de erro

Foto do erro, se possivel

Cépia de arquivos de log

Essas informagdes ajudardo vocé e o especialista da Assisténcia técnica da QIAGEN a lidarem

com o seu problema de forma mais eficiente.

Nota: E possivel encontrar informacdes sobre as versdes de software e protocolo mais recentes em
www.giagen.com. Em alguns casos, podem estar disponiveis atualizagdes para resolver problemas

especificos.
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11.1  Arquivos de registro

O software mantém um registro sem modificagdes de cada execugdo, bem como informagdes
diagnésticas, no seu repositério de Arquivo de registro. Usando a Help (Ajuda), a opgéo Send
Support Email (Enviar e-mail para o suporte), é possivel enviar um e-mail com todas as informacaes

diagnésticas necessdrias para a Assisténcia Técnica da QIAGEN (consulte a Segdo 6.12.1).
Para economizar espago em disco, somente os arquivos de registro das 60 execugdes mais
recentes sGo armazenados. Os arquivos de registro mais antigos serdo substituidos com a criagdo
de novos arquivos de registro de execucdo.

11.2 Erros de hardware e software

11.2.1 Solugdo de problemas da HRM

Comentdrios e sugestdes

Ndo é possivel executar a HRM.

O modelo do Rotor-Gene Q MDx Entre em contato com o representante local da QIAGEN.
ndo estd equipado com HRM

Néo foram obtidos dados de HRM

Configuragdo incorreta Verifique as configuragdes de filtro.
Verifique se o fipo de rotor estd correto.
Verifique se foram usados os reagentes corretos.
Verifique se a reacdo foi preparada corretamente.

Execute um experimento de controle positivo (ou seja, um ensaio
conhecido por fornecer resultados).

Os grdficos parecem denteados

Amplificacdo fraca ou inexistente Verifique se foram usados os protocolos e reagentes corretos.
Recomendamos os kits da QIAGEN para a andlise de HRM.

Verifique se a reacdo foi preparada corretamente.
Verifique as condi¢des de ciclagem.

Verifique a qualidade e a quantidade inicial do modelo. Recomendamos
os kits da QIAGEN para a preparagdo de amostras.

Os grdficos de amplificacGo ou fuséo estdo saturados

Ganho definido alto demais Use a Auto-Gain Optimisation (Ofimizagdo automética de ganho) (consulte
a pdgina 61).

As porcentagens de confianga mudaram

As regides de normalizagdo foram  Mova as regides de normalizagdo apenas se necessdrio para evitar partes
movidas ao clicar e arrastar da curva de fusdo.

Existem outliers presentes nos dados
Preparacdo inconsistente da reagdo  Verifique se foram usados os reagentes corretos.
Verifique se os tubos usados estéo uniformes.
Inibidores presentes na amostra Verifique se foi usada a mesma mistura principal para todas as amostras.

Modelo escasso ou degradado Verifique a qualidade e a quantidade inicial do modelo.
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11.3 Mensagens de erro e aviso

11.3.1 Erros gerais de instrumento

Mensagem de erro

e~

C tdrios e sug

Can't open the serial port <COMPORT>
(N&o é possivel abrir a porta serial
<PORTACOM>)

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. (Né&o foi possivel continuar a
execugdo; a fampa da camara estava
aberta durante uma execucdo. Reinicie
o aparelho e reinicialize 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
(Comunicagéo corrompida)

Communication out of sequence
(Comunicagéo fora da sequéncia)

Instrument has received data from the
machine that is out of sequence. (O
instrumento recebeu dados do
aparelho que estdo fora de sequéncia.)

Communication protocol error (Erro do
protocolo de comunicagéo)

A communication protocol error
occurred with this run. (Ocorreu um
erro do protocolo de comunicagdo
nesta execugdo.)

Detector motor jam, stopped machine
(Obstrugdo do motor do detector,
mdquina parada)

Este erro ocorre na inicializagdo do software se ele ndo conseguir se
comunicar com o instrumento por meio da porta COM configurada. Isso
¢ normalmente causado por cabos danificados, cabos soltos, portas
seriais defeituosas, portas USB defeituosas, problemas com a unidade
USB ou um problema do driver conversor USB-Serial.

Reconecte ou substitua o cabo. Reinstale todos os drivers apropriados.
Inicie o software em Virtual Mode (Modo virtual) e selecione o botdo
Setup/Auto-Detect (Configuragéo/Detec¢do automdtica) no menu File
(Arquivo) para redefinir a porta COM configurada.

Este erro ocorre quando o software detecta que a tampa estd aberta no
meio de uma execucdo.

Reinicie o aparelho e reinicialize o software.

Este erro ocorre quando o usudrio tenta iniciar uma execugdo enquanto
a tampa do instrumento estd aberta.

Feche a tampa da cdmara do instrumento e, em seguida, clique em
Continue (Continuar).

Este erro ocorre quando os dados recebidos do instrumento ndo
correspondem ao padrdo esperado.

Serdo necessdrias mais investigagdes por um Especialista em servico de
campo da QIAGEN para diagnosticar o problema com o instrumento.

Entre em contato com o seu distribuidor ou com a Assisténcia Técnica

da QIAGEN.

Este erro ocorre quando os dados recebidos do instrumento ndo estdo
na ordem correta.

Serdo necessdrias mais investigagdes por um Especialista em servico de

campo da QIAGEN para diagnosticar o problema com o instrumento.

Entre em contato com o seu distribuidor ou com a Assisténcia Técnica

da QIAGEN.
Este erro ocorre quando o protocolo de comunicagdo configurado no

firmware néo é o mesmo que o protocolo esperado.

Serdo necessdrias mais investigagdes por um Especialista em servico de
campo da QIAGEN para diagnosticar o problema com o protocolo de
comunicagdo ou o instrumento.

Este erro pode ocorrer quando o Rotor-Gene Q MDx é iniciado
imediatamente apés a entrega em climas frios.

Nesse caso, permita que o instrumento se adapte & temperatura
ambiente por, pelo menos, uma hora antes de ser ligado.

Se o erro persistir, entre em contato com o seu distribuidor ou com a

Assisténcia Técnica da QIAGEN.
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Mensagem de erro

e~

C tarios e sug

Fatal hardware malfunction (Falha fatal
de 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 detectou que
houve uma falha fatal de hardware.
Néo tente reutilizar o aparelho até que
ele tenha sido reparado pelo seu

distribuidor.)
Machine error (Erro do aparelho)

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 execugéo parou, pois
ocorreram erros no aparelho e ndo foi
possivel efetuar a recuperagdo. Se isso
ocorrer novamente, entre em contato
com o seu distribuidor, anexando um
arquivo de suporte.)

Machine unplugged (Maquina
desconectada)

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
responde e falhou com a mensagem
<MENSAGEM DE ERRO>. Este é um
erro irrecuperdvel, reinicie o
instrumento e reinicialize o software.)

Machine unplugged (Maquina
desconectada)

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
conectado ao seu computador em
<NOME DA PORTA>. Reconecte o
cabo serial na parte traseira do
computador e, em seguida, clique em
[Continuar].)

Object variable or with block variable
not set (Varidvel de objeto ou variavel
do bloco 'With' néo definida)

Rotor speed failure (Falha de
velocidade do rotor)

Time out while setting the rotor speed.
(Tempo limite alcangado ao configurar
a velocidade do rofor.)

Este erro ocorre quando o software detecta uma falha fatal de hardware
e ativa um procedimento de autoprotegdo para desligar o aparelho.

Desligue o instrumento imediatamente e entre em contato com o seu
distribuidor ou com a Assisténcia Técnica da QIAGEN.

Este erro ocorre quando o software detecta erros no aparelho e ndo
consegue se recuperar. O software para a execugéo.

Tente outra execugdo. Se o problema persistir, entre em contato com o
seu distribuidor ou com a Assisténcia Técnica da QIAGEN e anexe um
arquivo de suporte.

Este erro ocorre se o instrumento ndio se comunicar com o software apds
um intervalo de tempo limite definido. Normalmente é causado pela
falha de um instrumento ou pela atividade excessiva do PC, o que
causa a perda de pacotes.

As causas mais comuns relacionadas a software incluem tarefas de uso
intensivo do processador, como protecdo antivirus residente,
verificagdes agendadas de antivirus ou cartdes infravermelhos.

Desabilite ou desinstale o software/tarefa de uso intensivo do
processador.

Reinicie o instrumento e reinicialize o software.

Se o problema persistir, entre em contato com o seu distribuidor ou com
a Assisténcia Técnica da QIAGEN.

Este erro ocorre quando a comunicagdo serial ou USB com o
instrumento é perdida.

Reconecte o cabo serial ou USB na parte traseira do computador e, em
seguida, clique no botdo Continue (Continuar).

Este erro ocorre na inicializagdo do software se o arquivo de modelo
padrdo do experimento estiver corrompido. Isso pode ocorrer se o
software/computador for desligado sem sair corretamente, por
exemplo, durante uma falta de energia.

Exclua o arquivo C:\Program Files\Rotor-Gene Q
Software\Templates\normal.ret e, em seguida, reinicie o software.

Este erro ocorre quando o software tenta definir a velocidade do rotor e
falha ao definir a velocidade desejada dentro de um periodo de tempo.

Serdo necessdrias mais investigagdes por um Especialista em servico de
campo da QIAGEN para diagnosticar o problema com o instrumento.

Entre em contato com o seu distribuidor ou com a Assisténcia Técnica

da QIAGEN.
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Mensagem de erro

e~

C tarios e sug

Serial port in use (Porta serial em uso)

The serial port is currently being used
by another application. Close any
applications such as communications
or synchronization software and then
refry. (A porta serial estd sendo usada
atualmente por outra aplicagdo. Feche
quaisquer aplicacdes, tal como
software de comunicagdo ou
sincronizagdo e, em seguida, tente
novamente.)

Shutdown timeout (Tempo limite de
desligamento)

The instrument has exceeded the
expected time fo shutdown. Please
reset the machine, and reset the
software. (O instrumento excedeu o
tempo esperado de desligamento.
Reinicie o aparelho e o software.)

Temperature protection activated
(Protegdo térmica ativada)

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
defectou que a temperatura da cdmara
aumentou acima dos niveis seguros.
Portanto, ele entrou em modo de
autoprote¢do. Desligue o instrumento e
entre em contato com o seu distribuidor
se o problema persistir.)

Thermistor is open (Termistor aberto)

The instrument detected that the
thermistor is open, and so to prevent
damage to the machine, it has been
turned off. Please contact your
distributor if this occurs again. (O
instrumento detectou que o termistor
estd aberto e para evitar danos ao
aparelho, ele foi desligado. Entre em
contato com o seu distribuidor se isso
ocorrer novamente.)

Unrecoverable errors occurred
(Ocorreram erros irrecuperdveis)

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 parou, pois
ocorreram erros no aparelho e ndo foi
possivel efetuar a recuperagéo. Se isso
ocorrer novamente, entre em contato
com o seu distribuidor, anexando um
arquivo de suporte.)

Este erro acontece quando o software tenta conectar-se ao aparelho na
porta COM configurada quando a porta estd sendo usada por outro
software.

Feche quaisquer aplicagdes, tal como software de comunicagdo ou
sincronizacdo e, em seguida, tente novamente.

Este erro ocorre quando o software envia um comando de desligamento
do instrumento e o aparelho continua a retornar dados apés um periodo
de toleréncia esperado.

Reinicie o aparelho e reinicialize o software.

Este erro ocorre quando o software detecta que a temperatura da
cdmara aumentou acima dos niveis seguros e, portanto, ativou um
procedimento de autoprotecdo.

Desligue o instrumento imediatamente e entre em contato com o seu
distribuidor ou com a Assisténcia Técnica da QIAGEN.

Este erro ocorre quando o software detecta que o termistor estd aberto
e, portanto, ndo pode ler a temperatura; assim, o software ativou um
procedimento de autoprotecdo para desligar o aparelho.

Desligue o instrumento imediatamente e entre em contato com o seu
distribuidor ou com a Assisténcia Técnica da QIAGEN.

Este erro ocorre no meio de uma execugdo apés o software tentar todo
o possivel para se recuperar e falhar.

Serdio necessdrias mais investigagdes por um Especialista em servico de
campo da QIAGEN para diagnosticar o problema com o instrumento.

Entre em contato com o seu distribuidor ou com a Assisténcia Técnica
da QIAGEN.
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11.3.2 Mensagens do software Rotor-Gene Q

A seguir encontra-se uma lista de uso, avisos e outras mensagens que podem aparecer no software

Rotor-Gene durante a operagdo do hardware e do software. Qualquer parte da mensagem que

seja variavel, ou seja, como descricdes de erros caracteristicas, é fornecida entre chaves (por

exemplo, < DESCRICAO DO ERRO >).

Texto da mensagem

Mensagens gerais

A raw channel already exists for this page. If you would like to recreate this page, you must first delete the raw channel via
the Options button and then try again. (& existe um cal bruto para esta pdgina. Caso deseje recriar esta pdgina, primeiro
vocé tem de excluir o canal bruto usando o botdo Opgdes e, em seguida, tentar 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 exige que o software seja desligado. Apés clicar em OK; o seu trabalho atual serd salvo e o aparelho
serd desligado, se possivel. Se o problema persistir, entre em contato com o seu distribuidor.)

Cannot delefe this page. There must always be at least one sample page. (N&o é possivel excluir esta pdgina. Deve sempre
haver, pelo menos, uma pdgina de amostras.)

Can't connect to instrument on serial port <COMPORT>. Check the machine is correctly plugged into the back of the
computer, then refry (N&o é possivel conectar ao instrumento na porta serial <PORTACOM>. Verifique se o aparelho esté
conectado corretamente na parte traseira do computador e, em seguida, tente novamente.)

Can't open the serial port <COMPORT> to connect to the instrument. Check you do not have any communications software
open, then retry. (N&o foi possivel abrir a porta serial <PORTACOM> para conectar ao instrumento. Verifique se néo ha
algum software de comunicagéo aberto e, em seguida, tente novamente.)

Could not save to run because some data on the form was invalid. Please check your entries then try again. (Ndo foi
possivel salvar na execucdo, pois alguns dados do formulério eram invdlidos. Verifique as suas entradas e fente
novamente.)

Couldn't save file. Confirm the disk has enough space and that it is free of errors. (N&o foi possivel salvar o arquivo.
Confirme se o disco possui espago suficiente e ndo possui erros.)

E-mail application could not be started. Confirm that it has been correctly installed on your computer. (A aplicagdo de e-mail
n&o pode ser iniciada. Confirme se ela foi instalado 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 continuard
e uma mensagem serd registrada na guia de mensagens em Informagdes da execugdo.)

Instrument was not defected. Please ensure you have correctly connected the instrument, and that the instrument is turned on.
(O instrumento ndo foi defectado. Certifique-se de que vocé conectou o instrumento corretamente e que ele estd ligado.)

Logging is currently disabled due fo a previous error. Archived logs cannot be viewed until the software has been restarted.
(A gravagdo de registros estd desabilitada no momento devido a um erro anterior. Os registros arquivados ndo podem ser
visualizados até que o software tenha sido reiniciado.)

Not all samples could be normalised as the fluorescent level was too low. (Nem fodas as amostras puderam ser
normalizadas, pois o nivel de fluorescéncia estava baixo demais.)

Only runs performed with the same rotor as the current run may be imported. (Somente as execugdes realizadas com o
mesmo rofor que a execugdo atual podem ser importadas.)

Please note that log files for the current run will not be available until it has completed. (Observe que os arquivos de registro
da execucdo atual ndo estardo disponiveis até que ela esteja concluida.)

Please type valid number of times fo repeat. It should be more than 0. (Digite um nimero vélido de repeticdes. Ele deve ser
maior do que 0.)

Problem encountered while updating log data. Logging has been disabled, but will be renabled on the next run. (Foi
enconfrado um problema ao atualizar os dados de registro. A gravagdo de registros foi desabilitada, mas serd habilitada
novamente na préxima execugdo.)

Run file signing ensures the infegrity of your run results. Information about a run's signature can be found in the Run Info
window. (A assinatura do arquivo de execucdio garante a integridade dos resultados da sua execugéo. As informagdes
sobre a assinatura de uma execugdo podem ser encontradas na janela Run Info [Informacdes da execugdo).)

Sample ID is locked. Cannot paste over locked samples. (O ID da amostra estd bloqueado. Néo é possivel colar sobre
amostras bloqueadas.)
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Texto da mensagem

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29
30

31

32

33

34

35

36

37

38

TeeChart Office has not been installed on this computer. Please re-install the Rotor-Gene software. (O TeeChart Office néo
foi instalado neste computador. Reinstale o software Rotor-Gene.)

The COM port configured for the instrument is not selected. You must select a COM port. (A porta COM configurada para
o instrumento ndo foi selecionada. E necessdrio 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 arquivo de execugdo carregado contém uma
assinatura que ndo corresponde ao conteddo do arquivo. Isso significa que o arquivo foi corrompido ou adulterado desde
que foi gravado pelo software Rotor-Gene.)

The loaded run file has no signature. The contents of this file cannot be guaranteed. (O arquivo de execugdo carregado néo
possui assinatura. O contelido deste arquivo ndo pode ser garantido.)

The Machine serial number is not valid. Serial numbers must be at least 6 digits long. (O nimero de série do aparelho é
invdlido. O nimero de série do aparelho deve ter, pelo menos, 6 digitos.)

The machine will now be cooled to <TEMPERATURE> degrees. The chamber and surfaces will still be very hot when
opening the machine. Please exercise due caution and wear protective gloves if touching any of the surfaces or tubes. (O
aparelho agora serd resfriado até <TEMPERATURA> graus. A cémara e as superficies ainda estardo muito quentes ao
abrir a maquina. Tenha muito cuidado e use luvas de protegdio ao tocar quaisquer superficies ou tubos.)

The regional settings for your computer are conflicting. Ensure your currency and numeric decimal placeholders are
matching. (As configuragdes regionais do seu computador séo conflitantes. Certifique-se de que a sua moeda e os espagos
reservados para nimeros decimais correspondam.)

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 inserido na tela de boas vindas <NUMERO DE SERIE1> néo corresponde ao nimero de
série armazenado no aparelho conectado <NUMERO DE SERIE2>. O nimero de série do computador foi atualizado para
corresponder ao aparelho conectado.)

There was a problem communicating with the communication board. You should reboot the computer and then retry.
(Ocorreu um problema ao se comunicar com a placa de comunicagdo. E preciso reiniciar o computador e tenfar
novamente.)

There was a timeout attempting to talk to the instrument. Check it is correctly plugged in. (O tempo limite foi afingido ao
tentar se comunicar com o instrumento. Verifique se ele esté conectado corretamente.)

This feature cannot be used in virtual mode. (Este recurso ndo pode ser usado em modo virtual.)

This profile file was created in a more recent version of the Rotor-Gene sofiware. Certain aspects may not load correctly.
(Este arquivo de perfil foi criado em uma versdo mais recente do software Rotor-Gene. Certos aspectos podem néo ser
carregados 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 arquivo de execugdo foi criado em uma vers&o mais recente do software Rotor-Gene. Certos aspectos da
execugdo podem ndo ser carregados corretamente.)

This sample file was created in a more recent version of the Rotor-Gene software. Cerfain aspects may not load correctly.
(Este arquivo de amostra foi criado em uma versio mais recente do software Rotor-Gene. Certos aspectos podem néo ser
carregados corretamente.)

This software will perform basic simulation of a machine for training and demonstration purposes. You can disable this
sefting via the Setup screen, accessible from the File menu. (Este software realizard uma simulagéo bésica de um aparelho
para fins de treinamento e demonstracdo. E possivel desabilitar esta configuracdo por meio da tela Setup [Configuracdo),
acessivel a partir do menu Arquivo.)

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 em uma versdo mais recente do software Rotor-Gene. Certos aspectos do modelo podem
ndo ser carregados corretamente.)

Unable to load this sample file as tube layouts do not match. Load these samples before starfing the run. (Néo foi possivel
carregar esfe arquivo de amostra, pois a configuracdo dos tubos ndo corresponde. Carregue essas 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 refry. (N&o é possivel abrir comunicagdes com o
aparelho, pois outra aplicagdo ja estd usando a <PORTACOM>. Verifique se ndo hé aplicagdes em execugdo que usem a
mesma porta serial e, em seguidc, tente novcmenre.)

Unrecoverable errors were encountered while attempting to load the file. The file was not loaded. (Foram encontrados erros
irrecuperdveis ao fentar carregar o arquivo. O arquivo n&o foi carregado.)

You cannot stop the program while the run is in progress. (N&o é possivel interromper o programa enquanto a execugéo
esfiver em andamento.)
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Texto da mensagem
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You have insufficient rights fo use the software. Please contact the domain administrator to set up groups. (Vocé fem direitos
insuficientes para usar o software. Entre em contato com o administrador do dominio para configurar os grupos.)

You must have performed a quantitation analysis to export samples. (E necessério realizar uma andlise de quantificacdo
para exportar amostras.)
You must select a COM port before continuing. (E necessdrio selecionar uma porta COM antes de continuar.)

Your run could not be saved fo its default location. On the following window, select an alfernative location to save your run.
(Néo foi possivel salvar a sua execugdo no seu local padrdo. Na janela a seguir, selecione um local alfernativo para salvar
a sua execugdo.)

Your seftings have been saved. Click OK to close the software. (As suas configuragdes foram salvas. Clique em OK para
fechar o software.)

You must select a rotor before continuing. (E preciso selecionar um rofor antes de continuar.)

You cannot start the run until you fick the checkbox fo confirm that the locking ring has been attached. (N&o é possivel
iniciar a execugdo até marcar a caixa de selegdo para confirmar que o anel de travamento esté em posicdo.)

Mensagens do ajuste de ganho automético

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 de ganho usa os canais que foram

definidos no seu perfil. Como nenhum ponto de aquisicdo foi definido no seu perfil, ndo é possivel realizar o ajuste
manual de ganho.)

The temperature you entered was not saved because it was outside the range of the machine. Enter a valid temperature.
(A temperatura inserida ndo foi salva, pois estava fora do intervalo do aparelho. Insira 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.

(Insira um cddigo de grupo vdlido. Os cédigos de grupo devem fer, no mdximo, 5 caracteres e ndo podem conter espagos
ou virgulas.)

Please enter a valid group name. Group names cannot contain commas or be empty. (Insira um nome de grupo vélido. Os
nomes dos grupos n&o podem conter virgulas ou estar vazios.)

Mensagens da calibragéo da desnaturagéio éptica

Unable to set as optical denature point due to calibration failure. Please enter a valid number of seconds to hold. It should

be a positive value. (N&o é possivel definir como um ponto de desnaturagdio éptica devido & falha de calibragdo. Insira um
nimero vdlido de segundos de retencdo. Deve ser um valor positivo.)

A melt peak could not be detected during Optical Denature Calibrafion. This may be because the incorrect tube was
selected for calibrafion, or that an inappropriate chemistry was used for this sample. A timed step profile was run instead.
(Na&o foi possivel defectar um pico de fusdo durante a calibragdo da desnaturagdo ptica. Isso pode ter ocorrido porque foi
selecionado o tubo incorreto para a calibragdo ou foi usada uma quimica inadequada para esta amostra. Em vez disso,
foi executado um perfil de etapa com fempo.)

Mensagens da OTV

You must enter a valid OTV serial number to perform the run. (E necessdrio inserir um ndmero de série de OTV vdlido para
realizar a execugdo.)

This temperature verification file has been corrupted. Please uninstall and re-install the Rotor-Gene software to correct this
error. (Este arquivo de verificagdo da temperatura foi corrompido. Desinstale e reinstale o software Rotor-Gene para corrigir
este erro.)

This run file is not correctly signed. Results cannot be displayed. (Este arquivo de execugdo néo estd assinado corretamente.
Os resultados ndo podem ser exibidos.)

You cannot start until you fick the checkbox to confirm that the fluorescent insert has been placed correctly. (N&o é possivel
iniciar até a caixa de selecdo estar marcada para confirmar que o inserto fluorescente foi colocado corretamente.)

This rotor has expired. Please contact your distributor to obtain a replacement. (Este rotor expirou. Entre em contato com o
seu distribuidor para obter uma substituicgo.)

Mensagens do menu Seguranca

Could not open the Windows user/group manager. (N&o foi possivel abrir o gerenciador de usudrios/grupos do
Windows.)

Could not create groups. (N&o foi possivel criar grupos.)

Cannot modify access of inbuilt accounts. (N&o é possivel modificar o acesso de contas integradas.)
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Menu 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. (Somente um canal foi selecionado para andlise. Para selecionar mdltiplos
canais, arraste um reténgulo ao redor dos canais que deseja exibir na janela de selegdo da andlise.)

You have selected multiple channels for analysis. This analysis technique only allows single channels to be analysed. (Foram
selecionados multiplos canais foram para a andlise. Esta técnica de andlise permite somente a andlise de s6 um canal.)

Mensagens da medicdo de concentragéo

Concenfration Measurement performs auto-gain optimisation on the first rotor position. Ensure you have your highest
concentration standard in the first rofor position. (A Concentration Measurement [Medigdo da concentragdo] realiza uma
ofimizagdo automdtica de ganho na primeira posigdo do rotor. Cerfifique-se de ter o seu padrdo de maior concentragdo na
primeira posicdo do rotor.)

Mensagens da andlise de ponto final
To use end-point analysis you must have positive and negafive controls in each channel. To define these controls click OK.

(Para usar a andlise de ponto final é preciso ter controles positivos e negativos em cada canal. Para definir esses controles,
clique em OK.)

You have not defined any positive controls. You must define positive controls for each channel you are analysing. (Nenhum
controle positivo foi definido. E necessdrio definir controles positivos para cada canal analisado.)

You have not defined any negative controls. You must define negative controls for each channel you are analysing.
(Nenhum controle negativo foi definido. E necessario definir controles negativos para cada canal andlisado.)

You have not defined any NTC controls. You must define NTC controls for each group. {Nenhum controle NTC foi definido.
E necessdrio definir controles NTC para cada grupo.)

Mensagens da andlise de HRM

Genotype <GENOTYPE NAME> does not have a control defined. (O gendfipo <NOME DO GENOTIPO> néo possui um
controle definido.)

Duplicate genotype combinations are not allowed. (N&o séo permitidas combinagdes duplicadas de genétipos.)

High resolution melts are not supported on this instrument. Please contact your distributor for more information. (As fusdes de
alta resolugdo ndo sdo compativeis com este instrumento. Entre em contato com o seu distribuidor para obter mais
informagdes.)

Mensagens da andlise de fusdo

The genotypes can not be defined until bins have been placed. Please define all bins and then try again. (Os gendtipos néo
podem ser definidos até que os compartimentos tenham sido infroduzidos. Defina todos os compartimentos e fente
novamente.)

You must enfer an abbreviation for <GENOTYPE NAME> genotype. (E necessdrio inserir uma abreviagdo para o gendtipo
<NOME DO GENOTIPO>.)

Mensagens da andlise do gréfico de dispersdo

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 grdfico de disperséo exige exatamente 2 canais para poder ser selecionada. Para selecionar miltiplos canais,
arraste um retéingulo ao redor dos canais que deseja exibir na janela de selegdo da andlise ou clique em cada canal
enquanto pressiona a fecla SHIFT.)

Mensagens da andlise de quantificagéo

The autofind threshold feature requires that you have defined at least 2 selected standards. To set this up, rightclick on the
sample list and select "Edit Samples..." (O recurso Encontrar limiar aufomaticamente exige a definigéo de, pelo menos, 2
padrdes selecionados. Para configurar isso, clique com o botdo direito na lista de amostras e selecione “Editar amostras...”)
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12 Glossdrio

Termo

Descri¢do

Aquisi¢Go

Compartimentos

CEIVD

Canal

Ganho

Otimizagdo de ganho

Aquisi¢do é a coleta de dados de fluorescéncia. Cada aquisi¢do (conjunto de dados de
fluorescéncia) de um canal é exibida no software como dados ndo analisados em uma
janela "Raw channel" (Canal bruto). Esses dados podem ser analisados usando as opgdes
no menu "Analysis" (Andlise).

Em uma andlise de fusdo, os compartimentos sdo determinados para definir uma regido
onde se espera que o pico de fuséo ocorra. Os gendtipos podem ser definidos com base
na presenca de picos em cerfos compartimentos ou combinagdes de compartimentos.

Conformidade com a Diretiva Europeia 98/79/EC com relagéo a dispositivos médicos de
diagnéstico in vitro.

Um canal consiste em um diodo emissor de luz (LED) com um filtro de excitagdo combinado
com um filtro de emissdo. O LED e o filtro de excitagdo excitam as amostras em um
determinado comprimento de onda. A fluorescéncia emitida pelas amostras passa pelo
filtro de emiss&o antes de ser detectada por um fotomultiplicador.

O Rotor-Gene Q MDx usa um fotomultiplicador para coletar fétons de fluorescéncia e
converté-los em sinais eletrénicos. O ganho é uma configuragdo que determina a
sensibilidade do fotomultiplicador. Se o ganho for definido alto demais, o sinal serd
saturado. Se o ganho for definido baixo demais, ndo serd possivel diferenciar o sinal do
ruido de fundo.

A Ofimizagdo de ganho é um processo que ajusta dinamicamente a configuragéo de
ganho, permitindo que uma configuragdo adequada seja selecionada, resultando em uma
deteccdo ideal do sinal.

Bloco de carregamento Os blocos de carregamento s&o blocos de aluminio disponiveis em diferentes formatos e

Anel de travamento

Rotor

Rotor-Disc

que sdo usados para prender tubos ou Rotor-Discs durante a preparagdo da reagdo. Os
Rotor-Disc Loading Blocks também s@o usados com o Rotor-Disc Heat Sealer para a
selagem a quente dos Rotor-Discs.

Os anéis de travamento sdo anéis de metal que se encaixam no rotor para impedir que
tubos e tampas se soltem durante a operagdo do Rotor-Gene Q MDx. Tubos e tampas
soltas podem danificar o instrumento.

O rotor de metal prende os tubos ou Rotor-Discs no Rotor-Gene Q MDx. Ele permite que as
amostras girem na cdmara do instrumento e garante que as amostras estejam alinhadas
correfamente com o sistema Sptico. O rotor é fixado com um anel de travamento.

Os Rotor-Discs s&o placas circulares de pocos de reacdo orientados verticalmente. Estdo
disponiveis formatos para 72 e 100 reagdes do Rotor-Disc. Os Rotor-Discs séo selados
usando o 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 a qualquer momento.

13.1 Condigdes ambientais — condi¢des operacionais

Alimentacdo 100-240 VCA, 50-60Hz, 520 VA (pico)
Consumo de energia de 60 VA (standby)

As oscilagdes de tensdo de alimentagdo ndo devem ultrapassar 10% das
tensdes de alimentagdo nominais.

Fusivel 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 Il

Temperatura ambiente 18 a 30°C

Umidade relativa 10-75% (sem condensacdo)

Altitude Até 2000 m

Local de operacéo Somente para uso em ambientes fechados
Nivel de poluicdo 2

Classe ambiental 3K2 (IEC 60721-3-3)

3M2 (IEC 60721-3-3)

13.2 Condigcdes de transporte

Temperatura ambiente -25°C a 60°C na embalagem do fabricante
Umidade relativa Méx. de 75% (sem condensagdo)
Classe ambiental 2K2 (IEC 60721-3-2)

13.3 Condicdes de armazenamento

Temperatura ambiente 15°C a 30°C na embalagem do fabricante
Umidade relativa Méx. de 75% (sem condensagdo)
Classe ambiental 1K2 (IEC 60721-3-1)

13.4 Dados mecdanicos e recursos de hardware

Dimensdes Largura: 370 mm
Altura: 286 mm
Profundidade (sem cabos): 420 mm
Profundidade (porta aberta): 538 mm
Peso 12,5 kg configuragdo padrdo
Capacidade Até 100 amostras por execugdo usando 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

Especificagdo

Intervalo de temperatura
Exatiddo de temperatura
Resolugdo de temperatura

Uniformidade de temperatura

35°C a 99°C

(50°C a 99°C para aplicacdes de ciclagem)
+0,5°C

(calibrada com o procedimento OTV do Rotor-Disc)
+0,02°C

(menor incremento programdvel)

+0,02°C

13.5.2 Especificacdes épticas

Descri¢do

Especificagéio

Fontes de excitacdo
Detector

Tempo de aquisi¢do

Diodos emissores de luz de alta energia
Fotomultiplicador
4s
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14 Apéndice A - Legal
14.1 Declaracdo da FCC

A "United States Federal Communications Commission" (Comissdo Federal de Comunicagdes dos
Estados Unidos, USFCC) (em 47 CRF 15. 105) declarou que os usudrios deste produto devem ser

informados sobre os seguintes fatos e circunsténcias.

"Este dispositivo estd em conformidade com a parte 15 da FCC: A operagdo estd sujeita a estas duas
condigdes: (1) Este dispositivo ndo pode causar inferferéncia prejudicial e (2) este dispositivo deve
aceitar qualquer interferéncia recebida, incluindo interferéncia que pode causar operagdo indesejada.”

"Este aparelho digital de Classe B estd em conformidade com a norma canadense ICES-0003."

A declaragdo a seguir aplica-se aos produtos cobertos neste manual, salvo indicagdo em contrério
aqui especificada. A declaragéo de outros produtos aparecerd na documentagdo fornecida.

Nota: Este equipamento foi testado e estd dentro dos limites de um dispositivo digital de Classe B,
de acordo com a parte 15 das regras da FCC e cumpre todos os requisitos da Canadian
Interference-Causing Equipment Standard (Norma canadense para equipamentos causadores de
interferéncia) ICES-003 para aparelhos digitais. Esses limites foram criados para fornecer uma
protegdo razodvel contra interferéncias prejudiciais em uma instalagdo residencial. Este
equipamento gera, usa e pode emitir energia de radiofrequéncia e, se ndo for instalado e usado
de acordo com as instrugdes, pode causar interferéncias prejudiciais na comunicagdo via rédio.
Contudo, ndo hd garantia de que a interferéncia ndo ocorrerd em uma instalagdo especifica. Se
este equipamento causar interferéncias nocivas & recepgdo de radio e televisdo, o que pode ser
determinado ligando e desligando o equipamento, recomenda-se que o usudrio tente corrigir a

inferferéncia por meio de uma ou mais das medidas a seguir:

® Reoriente ou desligue a antena de recepgdo;
® Aumente a separagdo enire o equipamento e o receptor;

e Conecte o equipamento a uma tomada em um circuito diferente daquele em que o receptor

estd conectado;

Consulte o revendedor ou um técnico de rddio/TV experiente para obter ajuda.
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14.2 Conformidade com a norma IEC EN 61326

O Rotor-Gene Q MDx estd em conformidade com os requisitos de emissdes de interferéncias e
imunidade a interferéncias descritos nas normas IEC 61326-1 e IEC 61326-2-6.

A QIAGEN GmbH Germany ndo é responsdvel por nenhuma interferéncia de rédio/televisdo
causada por modificacées ndo autorizadas deste equipamento ou pela substituicdo ou colocagdo
de cabos de conexdo e equipamentos diferentes dos especificados pela QIAGEN GmbH,
Alemanha. A corregdo da interferéncia causada por tal modificagdo, substituicéo ou ligagdo ndo

autorizada serd de responsabilidade do usuério.
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14.3 Declaracdo de conformidade

Nome e endereco do fabricante legal

QIAGEN GmbH
QIAGEN Strasse 1
40724 Hilden
Alemanha

Uma declaragdo de conformidade atualizada pode ser solicitada & Assisténcia Técnica da QIAGEN.
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14.4 Residuos de equipamentos elétricos e eletrénicos (REEE)

Esta secdo fornece informagdes sobre o descarte de residuos de equipamentos elétricos e

eletrénicos pelos usudrios.

O simbolo de lixeira com rodas cruzado (ver abaixo) indica que este produto ndo deve ser
descartado com outros residuos; ele deve ser levado a uma instalacdo de tratamento aprovada ou

a um ponto de coleta designado para reciclagem, de acordo com as leis e regulamentagdes locais.

A coleta seletiva e a reciclagem de equipamentos eletrénicos descartados no momento do descarte
ajudam a conservar os recursos naturais e asseguram que o produto seja reciclado para proteger
a sadde humana e o ambiente.

A reciclagem pode ser fornecida pela QIAGEN, mediante solicitagdo, a um custo adicional. Na
Unido Europeia, de acordo com os requisitos de reciclagem especificos da norma REEE e quando
um produto substituto é fornecido pela QIAGEN, a reciclagem de equipamentos eletrénicos com

a marca REEE é gratuita.

Para reciclar equipamentos eletrénicos, entre em contato com o escritério local de vendas da
QIAGEN para pedir o formuldrio de devolucdo necessdrio. Assim que o formulério for enviado,
vocé serd contatado pela QIAGEN para obter informagdes de acompanhamento para coleta

programada do residuo eletrdnico ou para fornecer uma cotagdo 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 pessoas que ndo fagcam parte de sua prépria equipe, exceto nos
casos em que a Empresa fenha dado o seu consentimento por escrito para realizar tais reparacdes
ou modificacdes.

Todos os materiais substituidos ao abrigo desta garantia serdo assegurados somente pelo periodo
de garantia original e, em hipétese alguma, além da data de vencimento original da garantia
original, a menos que haja autorizacdo por escrito de um representante da Empresa. Os
dispositivos de leitura, dispositivos de interface e software associado serdo assegurados apenas
pelo periodo oferecido pelo fabricante original de tais produtos. Representacdes e garantias feitas
por qualquer pessoa, incluindo representantes da QIAGEN, que s@o inconsistentes ou estdo em
conflito com as condigdes desta garantia ndo devem ser vinculadas & Empresa, a menos que sejom

produzidas por escrito e aprovadas por um representante da QIAGEN.
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14.6 Contrato de licenca de software

1. A seguir, "Qiagen" se refere & Qiagen GmbH e suas empresas afiliadas e "Software" significa
os programas e dados fornecidos neste meio fisico (por exemplo, CD-ROM) ou pela Internet com
estas condicdes. (Se vocé ndo tiver certeza de algum aspecto deste contrato ou tiver alguma
divida, envie um e-mail para support@qgiagen.com.)] O Software e a documentagdo que o
acompanha foram desenvolvidos inteiramente por conta prépria. Eles sdo entregues e licenciados

como "software de computador comercial.
2. Licenca

sua licenca ndo confere nenhum fitulo ou propriedade sobre o Software e néo é uma venda de
A sua liceng f hum titul dade sobre o Softw da d
quaisquer direitos sobre o Software. A Qiagen lhe concede uma licenca ndo exclusiva intransferivel

da seguinte maneira:

2.1 Vocé pode usar qualquer nimero de cépias do Software na sua organizagdo, desde que o
software seja acessivel para uso apenas por funciondrios e que a sua organizagdo seja a atual
proprietdria de um instrumento Rotor-Gene Q. Disponibilizar este software para uso fora de sua

organizagdo constitui uma violacdo deste contrato.

2.2 Vocé s6 poderd fazer cépias do Software quando for necessério para fins de backup ou
quando a cépia for uma etapa essencial no uso autorizado do Software. Vocé deve reproduzir
todos os avisos de direitos autorais do Software original em todas as cédpias. Sob nenhuma
circunstdncia, vocé pode copiar o Software em quadros de avisos, sites da Internet ou sistemas

semelhantes de distribuigdo piblica ou privada.

2.3 Vocé ndo pode disponibilizar o Software a terceiros por meio de presente, empréstimo ou

aluguel.

2.4 Vocé ndo pode incorporar o Software ou qualquer parte do Software em programas ou
sistemas de computador desenvolvidos ou usados por vocé.

2.5 Vocé ndo pode usar ou criar arquivos de dados ou outros arquivos processados pelo Software
(a ndo ser que isso ocorra durante o funcionamento normal do Software).

2.6 Vocé ndo pode desmontar, fazer engenharia reversa, fazer compilagdo reversa, desbloquear
ou traduzir qualquer parte do Software ou fazer qualquer tentativa de descobrir o cédigo-fonte ou
os algoritmos subjacentes do Software. Vocé ndo pode alterar nenhum dos arquivos de dados ou
outros arquivos que constituem o Software (a ndo ser que isso ocorra durante o funcionamento

normal do Software).
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2.7 Caso esta seja uma versdo de demonstragdo ou de teste do Software, vocé s6 tem licenca para
usélo para fins de avaliagdo e dentro das restricdes descritas (como limite de tempo, execugdes
limitadas ou outros limites). O Software pode ou n&o tentar aplicar tais restricdes e a ndo aplicacdo das
mesmas por parte do Software ndo constitui uma licenca para que vocé va além delas.

2.8 Vocé concorda em obter qualquer chave de registro/licenga necessdria somente da Qiagen ou de

um distribuidor autorizado e em manter tal chave estritamente confidencial em relacdo a ferceiros.
3. Rescisdo

3.1 Se vocé ndo cumprir os termos e condicdes desta licenca, sem prejuizo de quaisquer outros

direitos, a Qiagen poderd rescindir esta licenga.

3.2 No prazo de 7 dias apds o término desta licenca, vocé apresentard & Qiagen uma carta
atestando a destruigdo do original e de quaisquer cépias do Software e a destruicdo de todas as
cépias de qualquer chave de registro/licenca. Vocé pode rescindir esta licenca a qualquer

momento apresentando tal confirmagdo.
4. Garantia/Responsabilidade limitada
4.1 A Qiagen lhe garante somente que:

a) Se o software for fornecido em CD-ROM, o CD-ROM estd livre de defeitos de materiais e de
fabricacdo em condicdes normais de uso por um periodo de noventa dias a partir da data de

aquisi¢do. (Substituiremos gratuitamente qualquer CD-ROM com defeito.)

b) Se utilizado corretamente, o Software estard substancialmente em conformidade com a
documentagdo fornecida com o Software ou outra especificacdo publicada pela Qiagen por um

periodo de noventa dias a partir da data de aquisi¢éo.

4.2 Toda a responsabilidade da Qiagen e a Gnica reparagdo devida a vocé serdo, a critério da
Qiagen, uma compensagdo no valor de duzentos e cinquenta délares americanos (US$ 250) ou

a substituicdo do Software que ndo cumpra a garantia limitada.

4.3 COM EXCECAO DAS GARANTIAS CONCEDIDAS NA SECAO 4.1 ACIMA E ATE O
MAXIMO PERMITIDO PELA LEI, A QIAGEN NAO OFERECE OUTRAS GARANTIAS RELATIVAS AO
SOFTWARE.
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4.4 ATE O MAXIMO PERMITIDO PELA LEI E SOB NENHUMA CIRCUNSTANCIA E SOB
NENHUMA TEORIA JURIDICA, DANO, CONTRATO OU DE OUTRA FORMA, A QIAGEN SERA
RESPONSAVEL PERANTE VOCE OU QUALQUER OUTRA PESSOA POR QUAISQUER DANOS
INDIRETOS, ESPECIAIS, INCIDENTAIS OU CONSEQUENTES DE QUALQUER NATUREZA,
INCLUINDO, ENTRE OUTROS, DANOS POR PERDA DE FUNDO DE COMERCIO, INTERRUPCAO
DO TRABALHO, FALHA OU MAU FUNCIONAMENTO DO COMPUTADOR, OU QUALQUER
OUTRO DANO OU PERDA COMERCIAL, MESMO QUE A QIAGEN TENHA SIDO INFORMADA
DA POSSIBILIDADE DE TAIS DANOS. EM TODO O CASO, TODA A RESPONSABILIDADE DA
QIAGEN SOB ESTE CONTRATO SERA LIMITADA A TAXA DE LICENCA PAGA POR VOCE PELO
SOFTWARE. ESTA LMITACAO DE RESPONSABILDADE NAO SE APLCARA A
RESPONSABILIDADE POR MORTE OU DANOS PESSOAIS ATE ONDE A LEI EM VIGOR PROIBA
TAL LIMITACAO
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15 Apéndice B — Técnicas matemdticas

Este apéndice descreve as técnicas matemdticas em maiores detalhes.
15.1 Quantificacdo

As concentragdes calculadas sdo obtidas a partir de um modelo de regressao linear simples, com os
valores conhecidos, as concentragdes de log (x), e os valores experimentais, os valores de CT (y).

Sdo usados as concentracdes de log e os valores de CT dos padrdes para construir um modelo na
forma:

y=Mx+B
15.1.1 Intervalos de confianca para concentracdes calculadas

Usamos o intervalo de confianca a seguir 100(1-a)% para uma estimativa de uma nova
observagdo x0 a partir da curva padréo.

Yo— o S, 1 (mp—a)2 1
———— (1l + =+ ——— )3, a4/
ill fl n P

Este é o intervalo de confianca para a concentragdo de uma dnica incégnita.

Agora suponha que temos mais k observagdes a x = x0 e indicamos a sua média com Yo, Logo,

2
r raF i a %
1J"'|:| ~ N { g + Byag. —)
ke
e argumentos semelhantes ao supramencionado obtém
Yo—G0 S 1 1 (wg—3)%
; +—(-+ = o )2 tn-2.a/2
11 11 ke n Opx !

Esta férmula determina como séo determinados os intervalos de confianca para concentragées de

incégnitas de réplicas.
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Para estimar padrdes, pode ser obtido um intervalo de confianca mais restrito:

Yo — 3 S 1 (g — 712 1
, L) A n fLa
i TIL Ty

A implicagdo desta férmula é que adicionar réplicas a uma concentracdo individual padréo reduz
a largura do intervalo para todas as estimativas, de acordo com o aumento de n. Adicionar um
grande nimero de réplicas a uma incégnita reduz sua incerteza & de um sé padrdo. As réplicas

adicionais reduzem a incerteza devido ao fato de a incégnita ndo fazer parte do modelo linear.
15.1.2 Intervalos de confianca para valores de CT
Presumimos que um erro nos valores de CT da réplica seja linear e distribuido normalmente.

Portanto, usamos o Intervalo de confianga t com uma amostra. Suponha que p seja o valor médio
para os valores de CT da réplica |d'g ... p 1) . Com isso, um intervalo de confianca de

100(1-a)% para um valor de CT p é:

] ]

o _ ' | o .
L= la/2n-1 rtlajan-1 —

Jn /n

Gostariamos de agradecer Peter Cook do Departamento de Matemdtica da University of NSW,

Sydney, Austrdlia, cuja ajuda foi inestimdvel na verificacdo das abordagens matemdticas usadas.

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

205



16  Informacdes sobre pedidos

16.1 Produtos, acessérios e consumiveis do Rotor-Gene Q MDx

Produto

Conteddo

N° de ref.

Rotor-Gene Q MDx 5plex

Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM

Rotor-Gene Q MDx é6plex

Acessérios

Rotor-Disc 100 Starter Kit

Rotor-Disc 100 (30)

Rotor-Disc 100 (300)

Rotor-Disc 100 Rotor

Rotor-Disc 100 Locking
Ring

Ciclador de realtime PCR com 5 canais
(verde, amarelo, laranja, vermelho, carmesim),
computador laptop, software, acessérios,

1 ano de garantia em componentes e mao de
obra

Ciclador de realtime PCR e analisador de
fusdo de alta resolugdo com 5 canais (verde,
amarelo, laranja, vermelho, carmesim) e canal
HRM, computador laptop, software,
acessérios, 1 ano de garantia em
componentes e m&o de obra

Ciclador de realtime PCR com 6 canais (azul,
verde, amarelo, laranja, vermelho, carmesim),
incluindo computador laptop, software,
acessérios, 1 ano de garantia em
componentes e mdo de obra

O kit inclui: 2 pacotes de 100 Rotor-Disc,
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 embrulhados individualmente para

3000 reacdes

10 x 30 discos embrulhados individualmente
para 30.000 reagdes

Para prender os discos do Rotor-Disc 100 no
Rotor-Gene Q MDx; requer o Rotor-Disc
100 Locking Ring

Para prender um Rotor-Disc 100 no Rotor-Disc
100 Rotor

9002022

9002032

9002042

Mediante
consulta

981311

981313

9018895

9018896
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Produto

Contetdo

N° de ref.

Rotor-Disc 100 Loading
Block

Rotor-Disc Pipetting Aid

Rotor-Disc Heat Sealer

Rotor-Disc Heat Sealing
Film (60)

Rotor-Disc Heat Sealing
Film (600)

Rotor-Disc 72 Starter Kit

Rotor-Disc 72 (24)

Rotor-Disc 72 (240)

Rotor-Disc 72 Rotor

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

Bloco de aluminio para a preparagdo manual
e automatizada da reacdo nos discos do
Rotor-Disc 100

Auxilio para marcar pogos durante a
preparacdo manual da reagdo em um Rotor-
Disc Loading Block

Instrumento de selagem a quente para uso com
Rotor-Discs; requer o Rotor-Disc Loading Block
72 ou 100

60 peliculas para selar os discos Rotor-Disc
100 ou 72

10 x 60 peliculas para selar os discos do
Rotor-Disc 100 ou 72

O kit inclui: 3 pacotes de 72 Rotor-Disc, 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 embrulhados individualmente para
1728 reacdes

10 x 24 discos embrulhados individualmente
para 17.280 reagdes

Para prender os discos do Rotor-Disc 72 no
Rotor-Gene Q MDx; requer o Rotor-Disc 72
Locking Ring

Para prender um Rotor-Disc 72 no Rotor-Disc

72 Rotor

Bloco de aluminio para a preparagdo manual
e automatizada da reacdo nos discos do
Rotor-Disc 72

250 tiras de 4 tubos e tampas para
1000 reagdes

10 x 250 tiras de 4 tubos e tampas
para 10.000 reagdes

Para prender os Strip Tubes and Caps, 0.1 ml;
requer o Locking Ring 72-Well Rotor

9018909

9018897

9018898

981601

981604

Mediante
consulta

981301

981303

9018899

9018900

9018910

981103

981106

9018903
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Produto Contetddo N° de ref.
Locking Ring 72-Well Para prender os Strip Tubes and Caps, 0.1 ml 9018904
Rotor no 72-Well Rotor
Loading Block 72 x Bloco de aluminio para a preparagdo manual 9018901
0.1 ml Tubes da reagdo com uma pipeta de um sé canal em

72 tubos de 0,1 ml
Loading Block 72 x Bloco de aluminio para a prepara¢éo da 9018902
0.1 ml Multi-channel reacdo com pipetas multicanais em 72 tubos
de 0,1 ml
PCR Tubes, 0.2 ml (1000} 1000 tubos de parede fina para 981005
1000 reagdes
PCR Tubes, 0.2 ml 10 x 1000 tubos de parede fina para 981008
(10000) 10.000 reagdes
36-Well Rotor Para prender os PCR Tubes, 0.2 ml; requer o 9018907
36-Well Rotor Locking Ring
36-Well Rotor Locking Para prender os PCR Tubes, 0.2 ml no 36-Well 9018906
Ring Rotor
Loading Block 96 x Bloco de aluminio para a preparagdo manual 9018905
0.2 ml Tubes da reagdo em uma variedade padrdo de
8 x 12 utilizando 96 tubos de 0,2 ml
Rotor-Disc OTV Kit O kit de verificagcdo da temperatura 6ptica dos 981400
sistemas Rotor-Gene inclui um Rotor-Disc pré-
carregado com cristais liquidos
termocromdticos, insertos fluorescentes, requer
o Rotor-Disc 72 Rotor e Locking Ring ou o
Rotor-Disc 72 Starter Kit
Rotor Holder Suporte de metal de posicdo livre para instalar 9018908

Para obter as isengdes de responsabilidade atualizadas de licenciamento e especificas do produto,
consulte o manual do usudrio ou o manual do respectivo kit QIAGEN. Os manuais do usudrio e

os manuais de kits QIAGEN estdo disponiveis em www.qiagen.com ou podem ser solicitados &

tubos e Rotor-Discs em rotores

Assisténcia Técnica da QIAGEN ou ao seu distribuidor local.
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17 Histdrico de revisdes do documento

Data Alteracdes

R1, fevereiro de 2022  Langamento inicial
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Contrato de Licenca Limitada para o Rotor-Gene @ MDx
O uso deste produto implica a aceitagéo, por parte de qualquer comprador ou usudrio do produto, com os seguintes termos:

1. O produto deverd ser usado unicamente em conformidade com os protocolos fornecidos com o produto e com estas Instrugdes de uso e recorrendo ao uso exclusivo de
componentes contidos no kit. Nos termos dos direitos de propriedade intelectual, a QIAGEN né&o concede nenhuma licenga para usar ou incorporar os componentes deste
kit a quaisquer componentes n&o incluidos nele, salvo conforme descrito nos protocolos fornecidos com o produto, nestas Instrucdes de uso e em quaisquer protocolos
adicionais disponiveis em www.qiagen.com. Alguns desses protocolos adicionais foram fornecidos pelos usudrios da QIAGEN para os usudrios da QIAGEN. Esses
protocolos ndo foram testados por complefo nem ofimizados pela QIAGEN. A QIAGEN né&o garante nem fornece garantias de que eles néo infrinjam os direitos de
terceiros.

Com excegdo de licencas expressamente declaradas, a QIAGEN né&o fornece qualquer garantia de que este kit e/ou o seu uso ndo infrinjam os direitos de terceiros.
Este kit e seus componentes s&o licenciados para uso nico e ndo podem ser reutilizados, reconstruidos ou revendidos.

A QIAGEN renuncia especificamente a quaisquer outras licencas, expressas ou implicitas, & excegéo das expressamente indicadas.

ok e

O comprador e o usudrio do kit concordam em ndo tomar nem permitir que terceiros tomem medidas que possam levar a ou facilitar qualquer um dos atos acima proibidos.
A QIAGEN pode fazer cumprir as proibicdes deste Contrato de Licenga Limitada em qualquer Tribunal e ird recuperar todos os seus custos de investigagdo e judiciais,
incluindo honorérios advocaticios, em qualquer agéo destinada a fazer cumprir este Contrato de Llicenga Limitada ou qualquer um de seus direitos de propriedade
intelectual relativos ao kit e/ou seus componentes.

Para obter os termos de licenga atualizados, consulte www.qiagen.com

Marcas: QIAGEN®, Sample to Insight®, EpiTect®, HotStarTag®, Rotor-Disc®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager®, Type-it® (QIAGEN Group); Adobe®, lllustrator® (Adobe
Systems, Inc.); Alexa Fluor®, HEX™, JOE™, Marina Blue®, ROX™, SYBR®, SYTO®, TET™, Texas Red®, VIC® (Thermo Fisher Scientific ou suas subsididrias); 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
registrados, marcas registradas etc. utilizados neste documento, mesmo quando néo marcados especificamente como tal, devem ser considerados protegidos pela lei. Os nomes
registrados, marcas registradas efc. utilizados neste documento, mesmo quando n&o marcados especificamente como tal, devem ser considerados protegidos pela lei.

TeeChartOffice: Copyright 2001-2013 by David Berneda. Todos os direitos reservados.

Aos paises aplicaveis:

Este termociclador em tempo real estd licenciado ao abrigo dos direitos de patente pendente dos EUA relativamente a equipamentos ou sistemas que abranjam termocicladores
automdticos com detectores de fluorescéncia e visem prioridade para o n° de série 07/695,201 dos EUA e reivindicaces correspondentes em qualquer patente equivalente
estrangeira pertencente & Applied Biosystems LLC, em todos os campos, incluindo pesquisa e desenvolvimento, todos os campos aplicados e diagnéstico in vitro humano e
animal. Nenhum direito é transmitido expressamente, por implicagdio ou preclusdo a quaisquer patentes relativas a métodos em tempo real, incluindo, entre outros, ensaios de
nuclease 5', nem a qualquer patente que reivindique um reagente ou kit. Para obter mais informagdes sobre a aquisicdo de direitos adicionais, entre em contato com o Diretor
de Licenciamento na Applied Biosystems, 850 Lincoln Centre Drive, Foster City, Califérnia 94404, EUA.

Aos paises aplicaveis:

A aquisicdo deste produto inclui uma licenga limitada e intransferivel para um ou mais dos nimeros de patente dos EUA 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; Nimeros de pedidos de patente dos EUA 2003-0224434
2006-0019253 e Nimero de pedido de patente PCT WO 2007/035806 e todas as continuagdes e divisdes e reivindicacdes correspondentes em patentes e pedidos de patente
fora dos Estados Unidos, pertencentes & Fundagéo de Pesquisa da Universidade de Utah, Technology, Inc., Evotec Biosystems GmbH e/ou Roche Diagnostics GmbH apenas
para diagnéstico in vitro humano ou animal. Nenhum direito é transmitido expressamente, por implicagdo ou precluséo, a qualquer reagente ou kit, nem ao abrigo de quaisquer
outras reivindicagdes de patente pertencentes & Fundacéo de Pesquisa da Universidade de Utah, Idaho Technology, Inc., Roche Diagnostics GmbH ou qualquer outra Parte. Este
produto pode ser operado apenas com reagentes autorizados, como kits e ensaios QIAGEN totalmente licenciados. Para obter mais informacdes sobre como adquirir licengas
para aplicacdes ou reag de diagnésticos in vitro, entre em contato com a 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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