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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN es el proveedor lider de tecnologias innovadoras para la preparacién
de muestras y ensayos de biologia molecular que permiten el aislamiento y la
deteccion del contenido de cualquier muestra biolégica. Nuestros productos y
servicios de vanguardia y méxima calidad garantizan el éxito desde la muestra
hasta el resultado.

QIAGEN sienta las bases de excelencia en los siguientes campos:
M Purificacién de ADN, ARN y proteinas.
Ensayos de dcidos nucleicos y proteinas.

Investigacién con microARN y ARNi.

Automatizacién de tecnologias de preparacién de muestras y ensayos de
biologia molecular.

Nuestra misién es ayudarle a superar sus retos y a alcanzar un éxito
excepcional. Para mds informacién, visite www.giagen.com.
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Contenido del kit

Investigator Quantiplex HYres Kit (200)
N2 de referencia 387116
NUmero de reacciones de 20 ul 200
Reaction Mix FQ (mezcla de reaccién FQ) 2x 1,15 ml
Primer Mix IC YQ (mezcla de cebador IC YQ) 1x1,8ml
Control DNA Z1 (ADN de control Z1) (20 ng/ul) 0,2 ml
QuantiTect® Nucleic Acid Dilution Buffer (ftampén para 1 vial
dilucién de dcidos nucleicos QuantiTect)
Quick-Start Protocol (protocolo de inicio répido) (inglés) 1
Almacenamiento

Conserve la mezcla de reaccién FQ, la mezcla de cebador IC YQ y el ADN de
control Z1 a entre +2 y +8°C. No congele estos componentes del kit.

Conserve el tampén para dilucién de dcidos nucleicos QuantiTect a =20 °C. Evite
la congelacién y la descongelacién repetidas.

La mezcla de cebador IC YQ debe almacenarse protegida de la luz.
Las muestras de ADN deben almacenarse separadas de los reactivos de PCR.

Bajo estas condiciones, los componentes son estables hasta la fecha de caducidad
indicada en el kit.

Uso previsto

El kit Investigator Quantiplex HYres estd concebido para aplicaciones de
biologia molecular en pruebas forenses, de identificacién humana y de
paternidad. Este producto no estd concebido para el diagndstico, la prevenciéon
ni el tratamiento de enfermedades.

Durante la manipulacién de los productos se debe tener el debido cuidado y
prestar la atencién necesaria. Recomendamos a los usuarios de los productos
QIAGEN que sigan las directrices de los NIH (Institutos Nacionales de Salud
estadounidenses) para los experimentos con ADN recombinante u otras
directrices pertinentes.
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Informacién de seguridad

Siempre que trabaje con productos quimicos, utilice una bata de laboratorio
adecuada, guantes desechables y gafas protectoras. Para mds informacién,
consulte las fichas de datos de seguridad de los materiales (material safety data
sheets, MSDS) correspondientes. Dichas hojas estdn disponibles online en un
formato PDF cémodo y compacto en www.qgiagen.com/Support/MSDS.aspx,
donde podré encontrar, ver e imprimir la hoja de datos sobre seguridad
correspondiente a cada kit y a cada componente del kit QIAGEN.

Informacién para emergencias disponible las 24 horas

Informacién médica para emergencias disponible en inglés, francés y alemdn
las 24 horas del dia en:

Centro de Informacién de Toxicologia, Maguncia, Alemania.
Tfno: +49-6131-19240

Conirol de calidad

Conforme al sistema de gestién de calidad con certificaciéon ISO de QIAGEN,
cada lote de kits Investigator Quantiplex HYres se analiza en relacién con
especificaciones predeterminadas para garantizar la uniformidad de la calidad
del producto.
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Introduccidn

La identificacién humana se basa normalmente en el andlisis de repeticiones
cortas en tdndem (STR), polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) o
polimorfismos insercién/deleciéon (DIP), dependiendo de las exigencias del
examen o de la calidad de la muestra. Estos ensayos multiplex empleados para
la identificacién humana son sistemas complejos que requieren una serie
determinada de datos de entrada por medio de plantillas.

La linea de productos Investigator Quantiplex consiste en el kit Investigator
Quantiplex, concebido para la cuantificaciéon de ADN genémico humano total,
y el kit Investigator Quantiplex HYres, disefiado para la cuantificacion de ADN
gendédmico humano y masculino en una muestra mediante PCR cuantitativa en
tiempo real. Ambos kits estédn disefiados para confirmar si una muestra
contiene suficiente ADN para permitir el andlisis de huellas genéticas (como el
andlisis de STR, DIP o SNP). Ademds, los kits pueden contribuir a determinar si
una muestra contiene inhibidores que puedan interferir con tales aplicaciones,
requiriendo en ese caso la purificacién en mayor grado de la muestra.

Principio y procedimiento

El kit Investigator Quantiplex HYres es un sistema listo para su uso en la deteccién
de ADN humano y masculino mediante PCR cuantitativa en tiempo real. El kit
permite una cuantificacién rdpida y precisa de ADN humano en muestras forenses
de bases de datos y de casos especificos. El ensayo ofrece una sensibilidad de
hasta <1 pg/ul, con una precisa cuantificacién por debajo de 4,9pg/ul, donde la
curva estdndar muestra linealidad.

El kit contiene reactivos y una ADN-polimerasa para la amplificacién especifica
de 4NS1C®, una regién con 146 bp presente en varios autosomas del genoma
humano (patente en trédmite), y para la deteccién de productos especificos de la
PCR en el ciclador de PCR en tiempo real Rotor-Gene® Q o en los sistemas
Applied Biosystems® 7500 Real-Time PCR. La regién diana para la
cuantificacién humana se seleccioné con el fin de proporcionar una alta
sensibilidad con una elevada fiabilidad en diferentes individuos y poblaciones.
La regién diana se validé en un estudio externo llevado a cabo por varios
laboratorios forenses, que analizaron la conservacién de su nimero de copias
en la poblacién humana. Se realizé6 una PCR cuantitativa en tiempo real para
comparar una copia Unica especifica humana y la diana multicopia del
Investigator Quantiplex HYres. El AC; para las dos dianas resulté comparable
en poblaciones diferentes y entre muestras de ADN masculino y femenino,
demostrédndose la conservacién del nimero de copias diana en grupos de
diferentes etnias y géneros. La regién diana para la cuantificacién humana se
detecta mediante el canal verde del Rotor-Gene Q o el canal de colorante
FAM™ de los instrumentos Applied Biosystems.
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La regién diana para la cuantificacién de ADN masculino se seleccioné con el
fin de proporcionar una alta sensibilidad con una elevada fiabilidad en
diferentes individuos y poblaciones y en presencia de muestras de ADN
mezcladas. Esta region diana también fue validada en un estudio externo por
una serie de laboratorios forenses, donde se analizé la conservacién de su
numero de copias en la poblacién humana. Una vez més se realizé una PCR
cuantitativa en tiempo real para comparar una copia Unica especifica humana
y la diana multicopia masculina del Investigator Quantiplex HYres. El AC; para
las dos dianas resulté comparable en poblaciones diferentes y no se detecté
sefnal para muestras de ADN femenino, demostrandose la conservacién del
numero de copias diana en grupos de diferentes etnias y la especificidad del
cromosoma Y. La regién diana para la cuantificacién masculina se detecta
como un fragmento de 129 bp mediante el canal rojo del Rotor-Gene Q o el
canal de colorante Cy5™ de los instrumentos Applied Biosystems.

Ademads, el kit Investigator Quantiplex HYres contiene un equilibrado control de
amplificacién interna que sirve para comprobar el éxito de la amplificacién e
identificar la presencia de inhibidores de la PCR. Este sistema de amplificacién
heterégena se detecta como un control interno (IC) de 200 bp en el canal
amarillo del Rotor-Gene Q o en el canal de colorante VIC® de los instrumentos
Applied Biosystems.

La deteccién de la amplificacién se lleva a cabo mediante cebadores
Scorpions® y rdpidos e innovadores productos quimicos para la PCR. Los
cebadores Scorpions son moléculas bifuncionales que contienen un cebador
para la PCR unido de forma covalente a una sonda (Figura 1). El fluoréforo de
esta sonda interacciona con un supresor de sefial, también presente en la
sonda, que reduce la fluorescencia. Durante la PCR, cuando la sonda se une a
los productos de la PCR, el fluoréforo y el supresor de sefial se separan, lo que
provoca un aumento de la fluorescencia en el tubo de reaccién.

Los cebadores Scorpions se caracterizan por su rdpida hibridacién con la
secuencia diana a través de una reaccién intramolecular (Whitcombe, 1999).
Los productos quimicos de la reaccién se optimizaron cuidadosamente para
potenciar en mayor grado el rdpido mecanismo de accién.
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Figura 1. Cebadores Scorpions y su funcién.

Control interno

El control interno (IC) se amplifica y se detecta en el canal amarillo del Rotor-
Gene Q o en el canal de colorante VIC de los instrumentos Applied Biosystems.
El fluoréforo puede detectarse con la calibracién ya existente del VIC. El IC esté
disefiado para resultar més sensible a inhibidores que las dianas para la
cuantificacién humana y masculina. La comparacién de los valores C; del
sistema de IC para estdndares de ADN con los valores C; del sistema de IC
para muestras desconocidas puede indicar la inhibicién potencial de la
reaccién en las muestras desconocidas. Por tanto, incluso si el sistema de IC
informa de la presencia de inhibidores en la muestra, la cuantificacion de ADN
proporcionard generalmente un resultado fiable. No obstante, la presencia de
inhibidores en la muestra puede afectar a la aplicacién posterior, por lo que
debe tenerse en cuenta.
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La amplificacién positiva del sistema de IC generard un valor C; de
aproximadamente 31.* Cabe esperar una variaciéon de +1 en los valores C; del
sistema de |C para las muestras de la curva estdndar. El uso de grandes
cantidades de ADN humano (>150 ng/reaccién) puede dar un valor C; mds
alto para el sistema de IC.

Debe realizarse una validacién de laboratorio con inhibidores relevantes para
determinar los criterios de deteccién de la inhibicién.

Mezcla de reaccidon FQ

La mezcla de reaccién FQ contiene una ADN-polimerasa formulada de forma
exclusiva y tampén de reaccién. Los innovadores productos quimicos y la
enzima para la PCR, desarrollados especificamente para la identificacién
humana, permiten obtener una alta sensibilidad y velocidad . La mezcla
nuevamente formulada de enzima y tampén de reaccién es especialmente
adecuada para facilitar la répida reacciéon del cebador Scorpions.

Ademds, el tampén especialmente desarrollado para la PCR contiene el aditivo
Q-Bond®, que permite tiempos cortos de ciclado.en cicladores estandar y en
cicladores rapidos con rdpidas velocidades de incremento. El Q-Bond aumenta
la afinidad de la ADN-polimerasa para segmentos cortos de ADN
monocatenario, reduciendo a unos segundos el tiempo necesario para el
annealing cebador/sonda. Ademds, la composicién Unica del tampdn potencia
la disociaciéon del ADN, permitiendo tiempos cortos de desnaturalizacién y de
annealing/extension.

La mezcla de reaccién FQ se basa también en el exclusivo sistema de tampén
para la PCR de QIAGEN. El tampén contiene una combinacién equilibrada de
KCl y NH,Cl, lo que favorece una alta proporcién de unién de cebadores de

especifica a no especifica durante el paso de annealing de cada ciclo de PCR.

Esto crea unas rigurosas condiciones de annealing que resultan en una mayor
especificidad de la PCR.

* Este valor puede variar en function del instrumento que se utilice.
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ADN de control y curva estandar

Los estdndares de cuantificacién de ADN son esenciales para realizar un andlisis
preciso. Recomendamos encarecidamente las series de diluciones 1:4 con 7
puntos de concentracién en la curva estdndar para cada ensayo. EIl ADN de
control Z1 contiene una mezcla de ADN masculino y femenino que imita el caso
de una muestra mezclada — 1 ul de ADN de control Z1 contiene 20 ng de ADN
humano, que incluye 6,66 ng de ADN masculino. Para garantizar la exactitud en
el pipeteado, el volumen minimo de entrada de ADN para diluciones debe ser de
10 ul. La curva estdndar estd disefiada para ser facilmente configurada mediante
una serie adecuada de dilucién 1:4. Si se utiliza el tampén para diluciéon de
dcidos nucleicos QuantiTect para diluir el ADN de control Z1, las diluciones se
mantienen estables durante al menos 1 semana a temperaturas entre los +2 y los
+8 °C.

Importante: el ADN de control Z1 estd optimizado Unicamente para su uso
con kits Investigator Quantiplex.

Plantillas para el trabajo de rutina

Con el fin de agilizar la configuracién de los instrumentos y el andlisis de los
resultados obtenidos con el Rotor-Gene Q, el Applied Biosystems 7500 Real-
Time PCR for Human Identification y los sistemas Applied Biosystems 7500 y
7500 Fast Real-Time PCR, QIAGEN ha desarrollado un juego de archivos de
plantilla (Tabla 1). Estas plantillas pueden descargarse desde la pestafia
“Resources” (recursos) en www.giagen.com/QuantiplexHYres.

Tabla 1. Archivos de plantilla disponibles para Rotor-Gene Q

Archivo de plantilla Obijetivo

Investigator Quantiplex HYres Kit  Preajuste del protocolo de ciclado
Cycling (ciclado del kit Investigator
Quantiplex HYres)

Investigator Quantiplex HYres Kit ~ Nombre y tipo de la muestra y
Sample (muestra del kit Investigator concentracién para las curvas esténdar
Quantiplex HYres) y el control interno

Investigator Quantiplex HYres Kit ~ Configuracién de los valores C;
Analysis Settings for the Yellow

Channel (configuracién de andlisis

del kit Investigator Quantiplex

HYres para el canal amarillo)
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Descripcion de los protocolos

Este manual contiene protocolos para 4 cicladores diferentes.

B Rotor-Gene Q

B Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System for Human Identification
B Sistemas Applied Biosystems 7500 y 7500 Fast Real-Time PCR

Equipo y reactivos que debe suministrar el usuario

Siempre que trabaje con productos quimicos, utilice una bata de laboratorio
adecuada, guantes desechables y gafas protectoras. Para mds informacién,
consulte las correspondientes fichas de datos de seguridad de los materiales
(MSDS) que el proveedor del producto pone a su disposicién.

B Pipetas y puntas de pipeta

B  Consumibles libres de nucleasas (libres de ARNasa/ADNasa): se debe
prestar especial atencién a evitar la contaminacién con nucleasas de todos
los reactivos y consumibles empleados en la preparacién de la PCR para
la deteccion sensible de ADN humano

B Dispositivo de enfriamiento o hielo

B Termociclador en tiempo real (Rotor-Gene Q, Applied Biosystems 7500
Real-Time PCR System for Human Identification o sistemas Applied
Biosystems 7500 o 7500 Fast Real-Time PCR)

M Placas o tubos de PCR (utilice las placas o los tubos de PCR de paredes
finas recomendados por el fabricante del termociclador que utilice)

B Para el Rotor-Gene Q: se recomiendan los Strip Tubes and Caps (tubos en
tira y tapones), 0,1 ml (n° ref. 981103 o0 981106).
También pueden utilizarse los PCR Tubes (tubos para PCR), 0,2 ml (n® ref.
981005 o0 981008), los Rotor-Disc 72 (discos Rotor-Disc 72) (n° ref.
981301 0 981303), y los Rotor-Disc 100 (discos Rotor-Disc 100).
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Notas importantes

Seleccion de kits y protocolos

Este manual contiene protocolos y recomendaciones para la cuantificacién de
ADN con los instrumentos que se enumeran en la Table 2. QIAGEN no ha
validado otros cicladores en tiempo real distintos a los mencionados para la
cuantificacién de ADN con el kit Investigator Quantiplex HYres.

Nota: también es posible la configuracién automatizada de la reacciéon. Los
protocolos Q validados para QlAgility® estan disponibles sin costes
adicionales en la pestafna “User Support” (asistencia al usuario) en
http://www.qgiagen.com/products/QIlAgility.aspx.

Tabla 2. Protocolos para el kit Investigator Quantiplex HYres con
diferentes termocicladores en tiempo real

Termociclador en tiempo real Protocolo
Rotor-Gene Q Pagina 14
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System for P&gina 53
Human Identification

Sistemas Applied Biosystems 7500 y 7500 Fast Real- P4gina 38
Time PCR

Riesgos de contaminacién

No retire el sello de las placas de reaccién una vez que la amplificaciéon haya
terminado. La retirada del sello de la placa aumenta el riesgo de
contaminacién de reacciones posteriores con el producto amplificado.

Todas las mezclas de reaccién deben prepararse en un drea diferente a la
empleada para el aislamiento del ADN vy el andlisis del producto de la PCR
para minimizar el riesgo de contaminacién cruzada. Utilice ademds puntas
desechables con filtros hidrofébicos para minimizar la contaminacién cruzada.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Controles

Control sin plantilla (NTC)

Deben incluirse réplicas de reacciones NTC en cada ciclo de cuantificacién con el
fin de detectar contaminaciones. Los NTC deben contener todos los componentes
de la reaccién excepto la plantilla. La cuantificacién con el kit Investigator
Quantiplex HYres es extremadamente sensible, por lo que es muy importante
evitar la contaminacién en el pipeteado del NTC.

Recomendamos llevar a cabo las reacciones NTC al menos por duplicado.

Control positivo interno

Para comprobar el éxito de la amplificacién y la presencia de inhibidores de la
PCR, se emplea un control positivo interno (detectado mediante un segundo
cebador Scorpions con una etiqueta diferente). El cebador, el cebador
Scorpions y la plantilla para el control interno forman parte de la mezcla de

cebador IC YQ.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protocolo: cuantificacidon de ADN con el RotorGene Q

Este protocolo estd optimizado para el uso del kit Investigator Quantiplex HYres
en el Rotor-Gene Q.

Cuestiones importantes antes de comenzar

M Prepare todas las mezclas de reaccién en una zona distinta a la utilizada
para el aislamiento de ADN y el andlisis del producto de la PCR (post-
PCR).

B Utilice puntas desechables con filtros hidrofébicos para minimizar la
contaminacién cruzada.

M Adopte las condiciones de ciclado especificadas en el protocolo. El ciclado
estd optimizado para este ensayo.

M Utilice el volumen de plantilla especificado en el protocolo. La reaccién
estdé optimizada para su uso con 2 ul de ADN de plantilla. No utilice més o
menos de 2 ul por cada reaccién de 20 ul.

Recomendamos utilizar un rotor de 72 pocillos.

Las diluciones de estdndares de cuantificaciéon de ADN en el tampén para
dilucién de dcidos nucleicos QuantiTect pueden conservarse a 4 °C
durante al menos 1 semana.

B Lo configuraciéon éptima del andlisis es un requisito imprescindible para
obtener datos exactos de cuantificacion. Reajuste la configuracion de
andlisis (es decir, la configuracién de la linea de base y los valores umbral)
para el andlisis de cada canal de colorante indicador en cada ciclo.

Cosas que hacer antes de empezar

B Descargue los archivos de plantilla “Investigator Quantiplex HYres Kit
Cycling file”, “Investigator Quantiplex HYres Kit Sample file” e “Investigator
Quantiplex HYres Kit Analysis Settings for the Yellow Channel file” desde la
pestafia ‘Resources’ en www.qgiagen.com/QuantiplexHYres/.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Procedimiento

1.

Descongele el tampén para dilucién de dcidos nucleicos QuantiTect.

Mezcle todas las soluciones meticulosamente antes de usarlas para evitar
las concentraciones localizadas de sal.

Prepare diluciones en serie frescas del ADN de control Z1 conforme a
la Table 3. Mezcle mediante agitacién vorticial durante al menos 5
segundos y centrifugue cada dilucién brevemente antes de tomar
una cantidad alicuota para la préxima dilucién. Utilice una nueva
punta de pipeta para cada dilucién.

Tome precauciones para evitar la contaminacién cruzada.

Vea la tabla 7 para obtener informacién mds completa sobre la
concentracion para las diluciones de la curva estandar.

Tabla 3. Diluciones en serie del ADN de conirol Z1

Dilucién en serie del Tampén para

ADN de control Z1 ADN de control Z1 dilucién de dcidos
nucleicos QuantiTect

20 ng/ul ADN no diluido -

5 ng/ul 10 ul 30 ul

1,25 ng/ul 10 ul 30 ul

0,3125 ng/ul 10 ul 30 ul

0,078125 ng/ul 10 ul 30 ul

0,01953125 ng/ul 10 ul 30 ul

0,0048828125 ng/ul 10 ul 30 ul

3. Descongele los dcidos nucleicos de plantilla. Mezcle la mezcla de

reaccion FQ y la mezcla de cebador IC YQ invirtiendo los tubos
varias veces.

Mezcle todas las soluciones meticulosamente antes de usarlas para evitar
las concentraciones localizadas de sal.
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4. Prepare una mezcla maestra conforme a laTable 4.

La mezcla maestra contiene todos los componentes necesarios para la
PCR, excepto el ADN de plantilla (muestra) y el agua libre de nucleasas.

Prepare un volumen de mezcla maestra un 10% mayor que el requerido
para el nimero total de ensayos de PCR que se van a realizar. Tal volumen
deberia incluir las reacciones de control positivo y negativo.

La preparacién de la reaccién se puede realizar normalmente a
temperatura ambiente (15-25 °C). No obstante, recomendamos mantener
los reactivos, las muestras y los controles en hielo o en un dispositivo de
enfriamiento.

Tabla 4. Mezcla maestra para la cuantificacion de ADN

Volumen por
Componente reaccion de 20 ul  Concentracion final
Mezcla de reaccién FQ 9 ul 1x
Mezcla de cebador IC YQ 9 ul 1x
Volumen total de mezcla 18 ul
maestra

5. Mezcle la mezcla maestra meticulosamente y vierta 18 ul
en tubos para Rotor-Gene Q o en el disco Rotor-Disc.

6. Anada 2 ul de tampén para dilucion de dcidos nucleicos QuantiTect
a los tubos de NTC.

Asegurese de que los tubos de NTC no entran en contacto con ADN
humano.

7. Anada 2 ul de diluciones de ADN de control o 2 ul de ADN de
muestra desconocida a los tubos individuales de PCR y mezcle
meticulosamente.

Mezcle cuidadosamente para evitar las concentraciones localizadas de sal y

de ADN.

La Table 5 muestra una posible configuracién de placa. Asegurese de que
la mezcla maestra y la plantilla estdn mezcladas meticulosamente. Es
necesario realizar ciclos por duplicado de las diluciones del ADN de control
para cada ensayo y en cada placa de reaccién.
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Tabla 5. Posible configuracién de placa para reacciones en el Rotor-
Gene Q con tubos de tira (Strip Tubes).

Contenido de los pocillos
120 9 10,0781 17 DESC 25 DESC 33 DESC 41 DESC 49 DESC 57 DESC 65 DESC

20 10 0,0781 18 DESC 26 DESC 34 DESC 42 DESC 50 DESC 58 DESC 66 DESC
5 11 0,0195 19 DESC 27 DESC 35 DESC 43 DESC 51 DESC 59 DESC 67 DESC
5 12 0,0195 20 DESC 28 DESC 36 DESC 44 DESC 52 DESC 60 DESC 68 DESC

1,25 14 0,0049 22 DESC 30 DESC 38 DESC 46 DESC 54 DESC 62 DESC 70 DESC

2
3
4
51,25 13 0,0049 21 DESC 29 DESC 37 DESC 45 DESC 53 DESC 61 DESC 69 DESC
6
7 0,3125 15 NTC 23 DESC 31 DESC 39 DESC 47 DESC 55 DESC 63 DESC 71 DESC
8

0,3125 16 NTC 24 DESC 32 DESC 40 DESC 48 DESC 56 DESC 64 DESC 72 DESC

Todas las cantidades estén expresadas en ng/ul. DESC: muestra desconocida.

8. Cierre los tubos de PCR, coléquelos en el rotor adecuado en el
ciclador Rotor-Gene Q y acople el anillo de bloqueo.

Si estd utilizando tubos, las posiciones vacias en el rotor deberén llenarse
con tubos de PCR vacios.

9. Abra el software Rotor-Gene. Recomendamos utilizar el archivo de
plantilla suministrado. En el Advanced Wizard (asistente avanzado),
seleccione “Open A Template In Another Folder...” (abrir una
plantilla en otra carpeta) y cargue el archivo “Investigator
Quantiplex HYres Kit Cycling file”.

Si copia el archivo de plantilla “Investigator Quantiplex HYres Kit Cycling
file” en las Rotor-Gene Q Templates (plantillas de Rotor-Gene) y en las
Quick Start Templates (plantillas de inicio rdpido), la plantilla aparecera
directamente en las ventanas Quick Start (inicio répido) y Advanced
Wizard.
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(Wrewrn X

Quick Start  Advanced |

]
% Perform Last Run
.
S Empty Run
.
2 Three Step with Melt

.
2 Two Step

@' Desktop
urJ My Documents

-j My Computer
e Local Disk (C:)

nstrument Maintenance

J Open A Template In Another Falder. ..

) Program Files —
) Fotor-Gene O Software Cancel |
2 Templates _ Heb |
) Quick Skart Templates [ Show This Sereen When Software Opens

10. Para configurar el ciclado manualmente, seleccione el perfil de
ciclado “Two Step” (dos pasos) y haga clic en “New” (nuevo).

Recomendamos utilizar el archivo de plantilla suministrado (consulte la
pégina 13 para obtener informacién relativa a la descarga) para facilitar la
preparacién de la reaccién. Cuando utilice archivos de plantilla, los ajustes
puede ser ya los descritos en el siguiente paso. En tal caso, proceda a la
pantalla siguiente.

Bl New Run x|
Guick Start  Advanced I
a8 A two step cyding
2 Perform Last Run brofile with data
= acquired on the Green
% Empty Run channel.

.
2 Three Step with Melt

JHRM™

I _|Other Runs
s
| Instrument Maintenance

f _J Open A Template In Another Folder...

Hew

Cancel |
Help |

v Show This Screen When Software Openg

Advanced Wizard del software Rotor-Gene.

11. Seleccione el rotor correcto y confirme que el anillo de bloqueo estd
acoplado marcando la casilla. Haga clic en “Next” (Siguiente) para
continuar.
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New Run Wizard il

Welcome to the Advanced Bun Wizard!

— Rotar Type
36-4Well Rotor

V' Lacking Ring Attached

shipWizad | ccBack | Mews |

Confirmacién de que el anillo de bloqueo estéa acoplado.

12. Asegurese de que el volumen de la reaccién es 20 ul y de que la
casilla “Apply Ambient Air Correction” (aplicar correccién de aire
ambiente) estd marcada. Haga clic en “Next” para continuar.

Nota: la funcién Apply Ambient Air Correction no estd disponible en todas
las versiones del software. Si no aparece en su software, simplemente haga
clic en “Next” para continuar.

MNew Run Wizard x|

Click thiz button to
maove Lo the previous
page in the wizard.

Thiz zoreen dizplays mizcelaneous options for the run, Complete the fields,
clicking Mest when you are ready bo mowve bo the next page.

Operatar : Once the mn has
5 ' I bequn, you cannot
Motes - go back and change

zethings on the first
bwio pages. In this
case, this button wall
be dizabled.

Reaction |2 =1
Walume [pL): i =

Sample Layout : I'I, 2.3 j

Skipwizard | <<Back |  New>> |

Introduccidn del volumen de reaccién.
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13. Haga clic en “Edit Profile” (editar perfil) y programe el Rotor-Gene Q
conforme a la Table 6. Vea también las figuras en las paginas 20 y
21.

La adquisicién de datos debe realizarse durante el paso de
annealing/extensién combinada.

Tabla 6. Condiciones de ciclado para el Rotor-Gene Q

Paso Temp Tiempo Numero Comentarios adicionales
de ciclos

Paso inicial de 95°C 1 min - La PCR requiere una

activacién de la incubacién inicial a 95 °C

PCR para activar la ADN
polimerasa

Ciclado de dos

pasos:

desnaturalizacién  95°C 5 40 ciclos

annealing/ 60°C 10s Realice la recogida de datos

extension de fluorescencia utilizando

combinada los canales verde, rojo y
amarillo con optimizaciéon
de ganancia automdtica

M Edit Profile x|
.8 H =]
MNew Open  Save As Help
The run will take approximately 52 minute(z) to complete. The graph below reprezents the run to be perfarmed :
Click on a cycle below ta madify it :
Inset after._|
Cycling
Inzert before |
Remove |

Hold Temperature: 95 | geg.

Hold Time : 1 |mnz O |secs

oK

Paso inicial de activaciéon de la PCR. La PCR requiere una incubacién inicial a 95 °C
durante 1 minuto para activar la ADN polimerasa.
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M Edit Profile x|
€1 8

Mew Qpen  Save As Help

The run will take appraximately 58 minute(s) to complete. The graph below represents the run ta be performed :

L R

Click, on a cycle below to madify it

Hold Inzert after..
Insert before..
Remove

Thiz cycle repeats 40 |time[s].
Click on one of the steps below ta maodify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.

Timed Step j _'I LI

Bl deg.  Fdeg forfescs

10 seconds

Acquiring to Cycling &

on Green, Red, Yellow

[~ LongRange
[~ Touchdown

B0 deq. for 10 secs

ok

Ciclado de dos pasos. La PCR requiere 40 ciclos. Cada ciclo comprende 2 pasos: a 95 °C
durante 5 s (paso de desnaturalizacién) y a 60 °C durante 10 s (paso de
annealing/extensién).

14. Haga clic en OK para cerrar la ventana y volver al Wizard (asistente).

15. Para establecer la configuraciéon de optimizacién de ganancia para
los canales verde, amarillo y rojo, haga clic en “Gain Optimisation”
(optimizacién de ganancia), seguido de “Optimise Acquiring”
(optimizar adquisicién). En el cuadro de didlogo que se abre,
confirme la configuraciéon estandar para los tres canales. A
continuacién haga clic en “OK”.

16. Marque la casilla “Perform Optimisation Before 1st Acquisition”
(realizar la optimizacién antes de la 192 adquisicién) y haga clic en
“Close” (cerrar).

Asegurese de que el tubo en la posiciéon 1 no esté vacio, ya que la
optimizacién de ganancia se realizaré en este tubo.
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x|

Thiz box digplays
help on elements in
the wizard. For help
oh an itern, howver
wour mouse aver the
item for help. Tou
can alzo click on a
combo box to display
help about its
avallable settings.

MNew Run Wizard

Temperature Prafile :

Edit Profile ...

Channel Setup

Mame | Source | Detector | Gain | Create Mew... |
Green 470nm  510nm L=} Edit |
ellow B30nm  555nm 5
Orange  58Bnm  B10nm 5} Edit Gait... |
Red E25nm  BEDnm [}
Crimzon B80nm 710kp 7 Remove |
HRE M 4B0nm  510nm 7 Reset Defaulls |
Fain Optimization... |

Skipwizard | <cBack | Newt>> |

Optimizacién de ganancia.

Auto-Gain Optimisation Setup

r— O ptimization :
o Auta-Gain Ophirmization will read the fluorezence on the inserted sample at

& . - e :
Q‘% different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are

acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemizstiy you are performing.
Optimize All

=

Set ternperature to |50 = degrees.

|[itp

¥ Perform Optimisation B efare 13t &cquisition
™ Perform Optimization &t 60 Degrees &t Beginning Of Fun

— Channel Settings :

! = ew |

MHame I Tube Position I Iin Reading I Iax Reading I Iin G ain I M ax Gain Edit... |

Gizen 1 BF| TOFI 10 10 |
Red 1 5l 10F] 10 10 femave
Yellow 1 BF| 10F1 10 10 Remove )l |

0| | ]

Help |

[ arual.. | Cloze

Start |

Optimizar adquisicién.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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ALto-CGain Optimization Channel Settings:

Channel Settings :
Chanrel ;. Green Tube Position : |'| ill

Target Sample Range: |5 ill Flup ta |'||:| ill Fl.

Acceptable Gain Range; |-10 ﬁ bar |'|E| ﬁ

] 4 | Cancel | Help

Confirmacién de la configuracién de la optimizacién de ganancia para el canal
verde.

Auto-Gain Optimisation Channel Settings |

— Channel Settings :
Channel: Red Tube Position : |'| ill

Target Sample Range: |9 jl Flupta |10 i|l Fl.

Acceptable Gain Bange: |-10 jl ko I'IEI ﬂ

0k I Canicel | Help I

Confirmacién de la configuraciéon de la optimizacién de ganancia para el canal
rojo.

Auto-Gain Optimization Channel Settings

Channel Seftings :
Chanrel : “ellow Tube Position : |'| ill

Target Sample Range: [ ﬁ Flupta |'||:| ﬁ Fl.

Acceptable Gain Range: |-10 i to |'IEI ill

ak. | Cancel | Help

Confirmacién de la configuraciéon de la optimizacién de ganancia para el canal
amarillo.

17. Haga clic en “Next” para confirmar el perfil de temperatura y la
configuraciéon del canal y compruebe que todos los pardmetros son
correctos.
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New Run Wizard |

Summary :
Setting | 4 alue |
Green Gain 5
Fed Gain 5
Telow Gain g
Rator 72wl Raotor
Sample Layout 1.2.3, ..
Reaction Volume [in microliters] 20

Start Run

Once vou've confirmed that vour run settings are corect, click Start Run to Save Template |
begin the run. Click Save Template to zave settings for future runs.

Skipwizad | <¢Back |

Resumen de parédmetros.

18. Inicie el ciclador Rotor-Gene haciendo clic en “Start run” (iniciar
ciclo). Se le instard a introducir un nombre de archivo y a guardar el
archivo del ciclo.

19. Una vez que el ciclo haya comenzado, puede introducir un nombre y
una descripcién para cada reaccion mientras espera a que el ciclo
termine.

Si utiliza la configuracién de placa recomendada en la Tabla 5, puede
utilizar también el “Investigator Quantiplex HYres Kit Sample file”. Consulte
la pdgina 13 para obtener informacién relativa a descargas. Para cargar el
archivo de plantilla, vaya a “Open” (abrir) y seleccione el archivo de
plantilla necesario. A continuacién se muestra un ejemplo de archivo de
plantilla.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Mewy Run Wizard

Settings

Given Conc. Format : | 123456, 789123467 ﬂ rit : |ugfu| ﬂ More Options

Samples :

| B G ENAEE:

C |0 |Mame | Type | Groups | Given Conz. | Selected | = |
1 Control DA 21 20ngpul Standard G} 20 Yes

B 2 Contiol DNAZ1 20ng/l Standard [N 20/ es

B 3 Contiol DNA 21 Bngdl Standard [ B ‘es

B ¢ Contiol DNA 21 Bngdl Standard [ B ‘es

B 5 Contol DMAZ11,280g/l Standard [ 1,25 Yes

B ¢ Contol DMNAZ11,280g/l Standard [ 1,25 Yes

B 7 Contol DNAZT 0312800/ Standard [ 03125 es

B 2 Contol DNAZ1 0312800/ Standard [ 03125 es

B 9/ Contiol DN&Z1 00781 28ngd | Standard [N 0078125 “es

B 10/ Contiol DN& Z1 00781 28ng/l | Standard NN 0078125 Yes Ad

Fage

Mame : |Page1 » MNew | Delete [ Swnchronize pages

Skipwizard | <cBack | Fish | Finish and Lock Samples |

Archivo de plantilla para editar la curva estandar.

Andlisis de datos

La configuracién éptima del andlisis es un requisito imprescindible para
obtener datos exactos de cuantificacién. Reajuste siempre la configuracién de
andlisis (es decir, la configuracién de la linea de base y los valores umbral)
para el andlisis de cada canal de colorante indicador en cada ciclo.

Procedimiento

1. Abra el archivo del ciclo utilizando el software Rotor-Gene Q. Vaya a
“File” (archivo), después a “Open” y a “Browse” (examinar) para
localizar el archivo guardado.

2. Antes de crear una curva estdndar es necesario definir los
estandares. Si los estandares ya fueron definidos antes de iniciar el
ciclo, siga con el paso 13.

Si utiliza la configuracién de placa recomendada en la Table 5, también
puede importar directamente el nombre y el tipo de muestra, asi como la
concentracién de los estdndares, mediante el “Investigator Quantiplex
HYres Kit Sample file”. Recomendamos el uso de dicho archivo para
agilizar la configuracién de la reaccién. Consulte la pégina 13 para
obtener informacién relativa a descargas.

3. Seleccione la herramienta Edit Sample (editar muestras) haciendo
clic en “Samples” (muestras).

Manual del kit Investigator Quantiplex HYres 08/2012 25



File Analysis Run  Gain  Wiew Window Help

L7 fl H & ||vew ‘1-.:'? E.j -4:];-{ S| % FEH = E T

Mew Open Save Help Settings Progress  Profile Témp. Samples /Aanalysis Reports  Arrange

2 Cycling A.vellow Edit Samples

Channels 7 Cyding & Green

Herramienta Edit Sample en el software Rotor-Gene Q.

4. El “Investigator Quantiplex HYres Kit Sample file” puede cargarse
yendo a “Open” y escogiendo el archivo. ContinGe en el paso 14.

File Edit Format Security
Standard l Fotor Slyle]
Settings :
Given Conc, Format: | 123,456,781 23467 | Unit: |ngeul v| More Options
Samples : N
M | o | ResstDefaut | Gradient 5 EIEIREl
C|ID |Name |Type |Gr0ups |Given Cone. |Selecled A|
1| Control DM& Z1 20ng/pl Standard 20/ Yes
B 2 Control DNA 71 20ng/ul Standard 20 Yes
B 3 Control DN& Z1 Bngdpl Standard 5| 'Yes
B 4 Control DN& Z1 Sngdpl Standard 5 ‘Yes
B 5 Contol DNA& Z1 1, 28ng/ Standard 1,25 s
B 5 Contol DNAZT1,25ng/ul Standard 1,25 Yes
B 7 Control DNA Z1 0,3125ng/ Standard 03125 Yes
B & Control DNA Z1 0,3125ng/pl Standard 01,3125 Yes
- 9| Control DMA 21 0,0781 25ng/ul Standard 0073125 Yes
- 10 Control DMA Z1 00781 25ng./pl Standard 0079125 Yes
- 11 Control DNA 21 0.0159531 25ng/ul Standard 0,01953125 Yes
- 12| Control DNA 21 0013531 25ng/ul Standard 001953125 Yes
B 13 Contol DN& 21 000488281 25n0/pl | Standard 0.004882813 | Yes
I 14 Control DNA Z1 0,0048828125ng/l  Standard 0,004822813 | Yes
| EEE NTC Tes
B s NTC Yes Ad
Fage:
Mame : |Page 1 b Mew | Delete [ Synchronize pages
Undo | af | Canicel | Help

Archivo de plantilla para editar la curva estandar.

5. Si el archivo de plantilla no se carga, utilice el ment desplegable
para definir el tipo de muestra en cada uno de los pocillos, p. ej.,
“Standard” para estandares de ADN y “NTC” para controles sin
plantilla.
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File Edit Format Security
Standard HU[DrSly\e]

Settings :
Given Conc. Format: | 123456, 789123467 ] unit: fugrul | More Dptions
Samples :
[Standard M NEEIEEEE
Hmznwn n Cone. Selected |«
20 Yes

NTC (Mo Template Control) 20 Yes
Positive Control 5 Yes
MNegative Cantral
Calbator [R) 3 res

T COFITOT D95, Z T T.Z0Fe T 1) 1.25 Tes
B & Contol DNAZT 1. 25na/ Standard 1.25 ‘Yes
B 7 Control DNAZ1 0,31 2ng/l Standard 0,3125 Yes
B 5 Control DNAZ1 0,3125ng/l Standard 03125 Yes
B 3 Contol DNA 21 00781 25ng/pl Standard 0078125 Yes
B 10/ Cortrol DNA Z1 0,078125ng/pl Standard 0078125 ‘Yes
B 11 Conol DNA Z1 0019531250/l Standard 001953125 Yes
B 12 Contol DNA 21 0019531 25ng/pl Standard 001953125 Yes
I 13 Control DNA 21 0,00485251 28ng/ul Standard 0.004882813 Yes
B 14 Contol DNAZ1 0,00488281 28ng Standard 0004882813 ‘Yes
| IREL= HTC Yes
B snNIC NTC Yes
B v Urnknown Tes
| IRE Urknown ex
| IRE Urknown ex
| Unknown ‘ez
| B Urnknown Tes ﬂ
Page:
MName : (Page > New | Delete [ Synchronize pages

Undo | aK | Cancel | Help

Edicidn de muestras en el software Rotor-Gene Q.

6. En la columna “Given Conc.” (concentraciéon asignada), introduzca
la concentracién de ADN de los estandares humanos conforme a la
Tabla 7 y defina la unidad (ng/ul) en el ment desplegable.
Introduzca el nombre de la muestra (p. ej., Control DNA Z1
20 ng/pl).

File  Edi

Format  Security

Standard | Rotor Style 1

Settings :
Given Cone. Format : [123.456,789123467 | rit; [T | More Options
1A -
Samples : WUl
|Control DNA 21 0.00458281 25/l o EI_I
C |ID_ |Name | Type | Groups | Give no/reaction |Selected |«
i 7 Control DNA 21 20ng/ul Standard ijT‘ Yes
B 2 ool DNAZI 20ngA Standard ol s
- 3 Control DMA 21 Bngépl Standard Tes
- 4| Control DMA Z1 Bngdpl Standard 5| Tes
- 5 Cantral DMA Z1 1,25ng/ul Standard 1,25/ Yes
- E Control DMaA 21 1,28ng/pl Standard 1.25|Tes
- 7 Cantral DMA Z1 0,3125ng/pl Standard 03125 Yes
- 8| Control DMA 21 0.3128ng/1 Standard 03125 Yes
- 9 Control DMA Z1 0,078128ng/pnl Standard 0078125 Yes
- 10| Cantrol DMA Z1 0,078125ng/ul Standard 0,078125 Yes
B 11 Contol DNA 21 0,01953125ng/ Standard 001953125 Yes
B 12 Contol DNA 21 0,01953125ng/ Standard 001963125 Yes
B 13 Contol DNA 21 0,00489281 25ng/ Standard 0004852813 Yes
I 14 Control DNA 21 0,00485251 25ng/u Standard 0004552613 Yes
B 5nTC NTC Yes
B 5nTC NTC Yes
B v Unknown Tes
| IRE Unknown ex
| IBE Unknown ‘ez
| D Unknown Tes
| E Unknown ex ﬂ
Page:
Mame : |Page J j Mew | Delete ™ Synchronize pages
Undo | aK ‘ Cancel ‘ Help

Edicién de las unidades en el sofiware Rotor-Gene Q.
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Tabla 7. Concentraciones de ADN de los estandares humanos y

masculinos

Dilucién en serie
del ADN de control
Z1

Human Standards
(estandares humanos)

Green Channel (canal verde)

Male Standards
(estdndares masculinos)

Red Channel (canal rojo)

Page 1/Human DNA (pdgina Page 2/Male DNA (pdgina

1/ADN humano)

2/ADN masculino)

20 ng/ul

5 ng/ul

1,25 ng/ul

0,3125 ng/ul
0,078125 ng/ul
0,01953125 ng/ul
0,0048828125 ng/ul

20
5
1,25
0,3125
0,078125
0,01953125
0,0048828125

6,66
1,665
0,41625
0,1040625
0,02601563
0,00650391

Ninguno*

* No recomendamos utilizar el Gltimo de los valores masculinos (0,001626 ng/ul) para
calcular la curva estdndar porque en algunos casos, debido a efectos estocdsticos, ello
podria comprometer la calidad de la curva estdndar.

7. Cree dos nuevas pdginas haciendo clic en “New” dos veces y
seleccionando “Synchronize pages” (sincronizar pdginas).
Importante: si no selecciona la casilla “Synchronize pages”, no se
adoptardn los nombres de los pocillos para todos los canales.

8. En Page 2/Male DNA, deje el tipo de muestra como “Standard” para
estandares de ADN y como “NTC” para controles sin plantilla.

28
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™t Edlt Samples
File Edit Format Security

Standard | Fiotar Style I

Settings
Given Cone. Format : |123 456, 78531 23467 ﬂ u @ ore Options
Samples :
|Eunlrul DMA 21 0.00488281 25ng/ul O3 =R & @ 1
HID | Hame | Type | Groups | Given Conc. |Selected | <]
1 Control DMA Z1 20ng/pl Standard 20| Yes
- 2 Control DMA Z1 20ng/pl Standard 20 Yes
- 3 Control DMA 21 Bng/ul Standard a Yes
- 4 Control DMA Z1 Brgpl Standard 5 Yes
- 5 Control DMA Z1 1,25ng/pl Standard 1,25 Yes
- E Control DMA 21 1.28ng/pl Standard 1.25 Yes
- 7 Control DMA 21 0,3128ng/pl Standard 03125 Yes
- 8 Control DMA Z1 0,3125ng/pl Standard 03125 Yes
- 9 Control DMAZT 0,078128ng/pl Standard 0,078125 YVes
B 10 Control DNA Z1 0,078125ng/pl Standard 0.078125 Ves
B 11 Control DNAZ1 0.0159531 26ng/pl Standard 001353125 Yes
B 12 Control DMAZ1 0,019531 26ng/pl Standard 001953126 Yes
B 13 Control DNA Z1 0,00488281 25na/pl Standard 0004992813 Ves
B 14 Control DNA 21 0,00435281 25ng/pl Standard 0004882813 Ves
| IRED NTC Yes
B 5wTC NTC Yes
| B Unknown Yes
B Unknown Yes
| IRE] Unknown Yes
| B Unknovn Yes
| E Unknown Yes j
Page :
e et |
Undo | QK Cancel Help

Crear una nueva pdgina de muestras.

9. En Page 2/Male DNA, desmarque la casilla “Synchronize pages”. En
la columna “Given Conc.”, introduzca la concentracién de ADN de
los estdndares masculinos conforme a la Tabla 7 y defina la unidad
(ng/ul) en el ment desplegable.

Importante: si no desmarca la casilla “Synchronize pages”, se adoptardn
las mismas concentraciones tanto para los estdndares humanos como para
los masculinos, lo que provocard el célculo erréneo de las concentraciones
desconocidas.

10. En Page 3/IC (pagina 3/IC), deje todas las muestras como
“Unknown” (desconocido) en la columna Type (tipo).

11. Abra el ment0 “More Options” (mds opciones) y defina las “Sample
Page Suitabilities” (idoneidad de la pagina de muestras). Seleccione
la opciéon “Only display this sample page when analyzing data”
(mostrar esta pdagina de muestras sélo al analizar datos).
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Sample Page Suitabilities

Define the relationship between acquining
channelz and sample pages for quicker analysis
and visualization af acquired data.

i

Arrange zamples into groups to allow easy
toagling of related zamples, and to generate

aggregate results.
Define Groups

Help |

Cloge |

Sample Page Suitabilities.

12. Seleccione el canal verde (Green) para la pagina 1 (Page 1), el canal
rojo (Red) para la pagina 2 (Page 2) y el canal amarillo (Yellow) para
la pagina 3 (Page 3). Haga clic en “Save and Close” (guardar y cerrar).
Cierre las Sample Page Suitabilities haciendo clic en “Close”.

#: Sample Page Suitability

i

Sample Page Suitabiliies enable you to hide sample pages
when they are not relevant in the current context. For example,
by defining a Sample Page to apply only to the Yellow channel,
yau will nat be prompted to select it during an analysis of a
Green channel. This feature is of particular use far users of

g

Sample Page Suitabilities enable you to hide sample pages
wher they are not relevant in the curent contest. For example,
by defining a Sample Page to apply only ta the Yellow channel,
yau will not be prompted to zelect it during an analysis of a
Green channel This feature iz of particular use for uzers of

multiplexed assavs. multiplexed assays.
=l =

Page: |Page 1 Page : IPage 2

Suitabilities for Selected Page : — Suitabilities for Selected Page :

 Always display this sample page.
o Only display this sample page when analysing
data acquired an the follawing channels :

" Always display this sample page.
& Orly displq_l,l thiz zample page when analyzing
data acquired on the following channels :

j Save & Cloze |

Help |

Save & Close

||

Fied

Help —

b

#: Sample Page Suitability

g

Sample Page Suitabilities enable you to hide sample pages
when they are not relevant in the current context. For example,
by defining a Sample Page to apply only ko the Yellow channel,
o will not be prompted to select it during an analpsis of a
Green channel. Thiz feature iz of particular uge for uzers of
multiplesed assavs.

=

Page 3

FPage :

— Suitabilities for Selected Page :
 Always dizplay thiz sample page.

o Orily dizplay this zample page when analpzing
data acquired on the following channels :

'ellow
O drangs
O FRed

i

Seleccién de canales de color.

Save & Cloze |

Help |

13. Haga clic en “OK” en la pestana “Edit samples”.
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14. Para analizar las muestras, abra la herramienta de andlisis haciendo
clic en “Analysis”.

File Analysis Gain  View ‘Window Help

f ] H wj) i ﬁ-:}) _i"r"{ le

Qpen Sawe | Help Settings  Profile  Temp.

15. En la pestana Quantitation (determinacién cuantitativa), seleccione
“Page 1/Human DNA” para el canal verde (Cycling A.Green) y haga
clic en “Show” (mostrar). Seleccione “Page 2/Male DNA” para el
canal rojo (Cycling A.Red) y “Page 3/IC” ("Pagina 3/IC") para el
canal amarillo (Cycling A.Yellow) y haga clic en “Show”. Si la
ventana Autofind Threshold (umbral de autobUsqueda) se abre
automdticamente, haga clic en “Cancel” (cancelar).

Los esquemas de amplificacién para los canales verde y amarillo se
muestran en la ventana “Quantitation Analysis” (andlisis de la
determinacién cuantitativa).

Analysi A
2 Std Curves [Rel] | Other. |
[Iuattitation | b 2l

=1 Cycling &.Green
- g Human DN&
Bl Cycling &.Red
. lend Male DNA
= Cycling & vellow
s

Show | Hide |
v Auto-shiink window

Pestaina “Quantitation” en la herramienta Analysis.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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16. Active la herramienta “Slope Correction” (correccién de pendiente)
para el canal verde.

17

32

T Cycli age 1)
=5 Reports.., S Std. Curve [T Results || g Dynamic T |  Slope Correct ) Ianore First | [¥] utlier Removal.., ke Save Defaults

Morm . Fluoro
o
W
®

o
W
5

.
: reshol
0,00 -—Th - // é 2%

g 5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle

Adjust Scale...  Auto-Scale  DefaulScale  Log. Seale

Herramienta “Slope Correction”.

Seleccione las muestras en la tabla de la derecha. En la parte
inferior derecha del panel, seleccione “Auto-Find threshold” para el
canal verde.

Los valores C; se muestran en la ventana “Quantitation Results” (resultados de
la determinacién cuantitativa).

La configuracién del valor umbral adecuado puede requerir una validacién
interna adicional en su centro de trabaijo.

CT Calculation
[ Irvert Raw Data

Threghold ; Im ﬂ
Eliminate Cycles hﬂ

before
Auto-Find Threshold

Standard Curve

conc=107-0.301*CT + 7 517]
CT =-3.324%log[conc] + 24,982
Type : Floating

Irnport Curve. ... | Rezet ‘

Imported Settings »»

Configuracién del valor C; para el canal verde mediante Auto-Find Threshold.
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18. Para el canal rojo, active la herramienta de correccién de pendiente.
Seleccione “Auto-Find Threshold” en la parte inferior derecha como
se ha mostrado anteriormente para el canal verde.

Los valores C; se muestran en la ventana “Quantitation Results”.
Recomendamos utilizar el Auto-Find Threshold. Si necesita establecer un

umbral fijo, quizd sea necesario realizar una validacién interna adicional
en su centro de trabajo para determinar el valor umbral adecuado.

Duantitation Analysis - Cycling A.Red {Page 2} -0 5[
& Reports... . Std. Curve [ Resuts || %3 yramic Tube@Cg Siops Correct S Tonore First | [¥] Outlier Removal... | Save Defaults
055
050
045
040
035
g
50,30
w
£
5025
=
0,20
015
010
005
Threshold
000 i g g 4 g ¥ ; "
p 5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle
Adjust Scale.., Auto-Scale Default Scale Log. Scale |

Herramienta de correccién de pendiente.

19. Para el canal amarillo, importe la configuracién del “Investigator
Quantiplex Kit Analysis Settings for the Yellow Channel file” mediante
la herramienta Import (importar) situada en la parte inferior del panel.
Consulte la pagina 13 para obtener informacion relativa a la descarga
de este archivo. Como alternativa, seleccione un valor umbral C; de
0,05 e ignore los 15 primeros ciclos.

Los valores C; se muestran en la ventana “Quantitation Results”.

La determinacién del valor umbral adecuado puede requerir una
validacién interna adicional en su centro de trabajo.
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Quantitation Analysis - Cycling &.Yelow (Page 2) [m] CT Calculation
“4 Slape Correct 'I Outlier Remaval... kel Save Defaults »| | T Invert Haw Data
0,4 - - —
Eliminate Cycles |4 %
before :
o031
g Auto-Find Threshold
“oz-
= Standard Curve
[=]
=
B A,
A4
oo Lnresherd Twpe : Floating
! T T T Y Y Y Y T
ﬁ 5 10 15 20 25 a0 a5 40 Import Curve. .. ‘ HESN
Cycle
adjust Scale... Auto-Scale Default Scale Log. Scale Imported Settings ﬂ

Configuracién del valor C; para el canal amarillo mediante la herramienta
Import.

20. Las curvas estdndar se muestran en las ventanas “Standard Curve”
para los canales verde y rojo. Vea la linea de regresién calculada y
los valores de pendiente (M), interseccién Y (B) y R2.

E¥ standard Curve - Cycling A.Green {Page 1) I ] 4 ¥ standard Curve - Cycling A.Red (Page 2) ] |
59 ] SR o eeoeoooooooloo] Cyeling A Green (Page 1): T T 7| Cycling & Red (Page 2)
S R A __| R=0,99906 EIE S R e R RRREREEEEEEEEEE | R=099858

R"2=0 99511 FTE N N L L el o| R*2=098717
304---- B R EEEE SRR e
M=-3,230 ’
o e ----{ B=24,715 e e =22,999
28 Efficiency=1,04 o e R EEREREGEE L - -4 Efficiency=0 95
- 27 b B S R
© 25 X N SR SR
25 7 M SRR R
24 2
oI R T e e R
I A S S S 22 b Moy
I HEREEEEEEEEEEEEE L R T I [y
T T
-0 -1HI 1& 1E|| -1d —1& TEP
concentration Concentration

Curvas estandar.

21.Vea la concentraciéon de las muestras desconocidas.

Las ventanas “Quantitation Results — Cycling A. Green” (resultados de la
determinacién cuantitativa para el canal verde) y “Quantitation Results —
Cycling A. Red” (resultados de la determinacién cuantitativa para el canal
rojo) muestran los datos para los pocillos seleccionados y resumen
respectivamente la cantidad del ADN total y masculino presente en las
muestras desconocidas. La unidad se indica en la parte superior de la
columna.
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B Quant. Results - Cycling A.Green {Page 1) - |EI|E|

Mo | M ame | Ct | Given Conc [ng.-"l| Calc Conc [ngdul] | Rep. C
1 Control DMA 21 20ngpl 1952 20 17.2470721078188 1
2 Control DMA 21 20ngpl 19,44 20 18,32738319165369
3 Control DMA 21 Brgdpl 21,44 ] 4 R0331989219863 ‘
4 Control DMA 21 Brgdpl 21,44 ] 4 R089452071 77047
] Contral DMA 21 1, 28ng/pl 23,03 1,25 1,43520840850177 ‘
g Contral DMA 21 1, 28ng/pl 23,09 1,25 1, 42860397027503
7 Control DMA 21 0,31 28ng/pl 24,33 03125 03919675045837183 ‘
a Control DMA 21 0,31 28ng/pl 24,87 03125 0.411351995337353
9 Control DMA 21 00781 28ng./pl 27,00 0078125 9,23484327 260E84E -02 ‘
10 | Control DMA 21 0,0781 25ng/pl 26,85 0078125 0102387811075867
11 | Control DMA 21 0,0153531 26ng/ul 5 0.019531 25 B,09634624744197E-03 ‘
12 | Control DMA 21 0,0153531 26ng/ul 28,75 0071953125 2714890435637 41E-02
13 | Control DMA 27 0,00428287 3ng/pl 30,85 0004882813 B,2490161511482E-03 3
14 | Control DMA 27 0,00428287 3ng/pl 00042882813
15 |MTC
16 |MTC
17 | pure male DMA 273 z
18 | pure male DMA 27.49

Sample 35 [ 2 e

S ample 35 Export to Excel

Ventana “Quantitation Results — Cycling A. Green”.

_ioix
M. |Name |Et |Given Conc [hgdul] |Ealn: Conc [hgdful] |Fh
1 Contral DMA Z1 20ngdul 20,23 6.GEEEREERY  5.87035833313376
2 Contral DMA Z1 20ngdul 20,23 B EEBEGEEEY  5,3924727337736
K] Contral DMA Z1 Bngdpl 22Mm 1,6BEEEEERT  1.73243624533607
4 Contral DMA Z1 Bngdpl 2202 1,6BEEEEERT  1.72960333323603
4] Control DA 21 1,25ng/ 23.95 0 41BEEEEEY | 0.459734070180618
G Control DA 21 1,25ng/ 2418 041BEEEEEY | 0.392215428214711
7 Contral DMA 21 0,31 25ng/pl 26,00 0041BEEEY | 0.112523315266137
a Contral DMA 21 0,31 25ng/pl 25,86 0104166EEY | 01236034834 36544
9 Contral DMA 21 0,07831 25ng/l 27,93 0026041667 J6421785611387E-02
10 | Control DMA 21 0,078 25ng./pl 28,16 0026041667 B0E0EE11707E5E-02
11 | Control DA ZT 0013531 25ng/pl 30.44 0006510417 352141 39382181 E-03
12 | Control DMA ZT 0013531 25ng/pl 29,75 0006510417 3737006631 2179E-03
13 Control DMA 21 000433281 3ng/l 32,73 0001627604 1167543506215E-03
14 Control DMA 21 000433281 3ng/l 32,00 0001627604 3279654124 3161E-03
15 | NTC
16 NTC 34,26 941526161 7BR4E -04:
17 pure male DMNA 2732 -
18 pure male DMNA 27,28

Sample 35 28,56
Sample 35 2847

Ventana “Quantitation Results — Cycling A. Red”.
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La ventana “Quantitation Results — Cycling A. Yellow” (resultados de la
determinacién cuantitativa para el canal amarillo) muestra los datos para
los pocillos seleccionados y resume los valores C; para el control interno.

i
No. |Mame [ Ct | Given Conc [no| Cale Cone (noful| Re
1 Cantral DMA Z1 2000/ 2963
2 Cantral DMA Z1 2000/ 2969
3 Cantral DMA Z1 Brgdul 2947
4 Cantral DMA Z1 Brgdul 2932
A Control DA £1 1,28ng/ul 2918
[ Control DA £1 1,28ng/ul 2929
7 Control DA 21 0,31256ngp1 2929
g Control DA 21 0,31256ngp1 29,45
q Control DA 21 00781 28ng/ul 2928
10 | Cantral DMA Z1 0,0781 2800/ 2944
11 | Contral DMA Z1 0,019531 28ng/ul 29,22
12 | Contral DMA Z1 0,019531 28ng/ul 2917
13 | Control DMA 21 0,00488281 3ng/pl 29.30
14 | Control DMA 21 0,00488281 3ng/pl 29.43
15 NTC 29,50
16 NTC 2945
17 pure male DMNA, 29.45
18 pure male DMNA, 29,38
19 Sample 35 2942
20 Sample 35 2917

Ventana “Quantitation Results — Cycling A. Yellow”.
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22. Para exportar los resultados a Excel®, vaya a File, seguido de “Save
As” (guardar como) y a continuacién a “Excel Analysis Sheet” (hoja
de andlisis Excel). Los resultados se guardardn en formato *.csv.
Para exportar un informe completo, vaya a “File”, después a
“Reports” (informes) y finalmente a “Quantitation”.

@ Report Browser
Report Categories : Templates :
[General] 44 o ]
= Quantitation s Quantitation {Concise)

Cycling &.Green [Page 1] e .
Cycling & Yellow [Page 1] nkitation {Full Report)
Cycling & ellow [Page 2]

L ]
2 Quankitation (Standard Report)

Show | Cancel |

23. Para interpretar los resultados, vea “Interpretaciéon de resultados”
en la pagina 67.
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Protocolo: cuantificacion de ADN con Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System for Human
Identification

Este protocolo estd optimizado para el uso del kit Investigator Quantiplex HYres
en el Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System for Human Identification
con el software HID Real-Time PCR Analysis (version 1.1).

Para instrucciones generales acerca de la configuracién del instrumento y de
otras versiones del software, consulte el Manual del usuario del Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System for Human Identification (Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System for Human Identification User Manual).

Cuestiones importantes antes de comenzar

B Prepare todas las mezclas de reaccién en una zona distinta a la utilizada
para el aislamiento de ADN y el andlisis del producto de la PCR (post-
PCR).

M Utilice puntas desechables con filtros hidrofébicos para minimizar la
contaminacién cruzada.

B Con el kit Investigator Quantiplex HYres, los nuevos colorantes no
requieren una calibracién a medida al emplear el Applied Biosystems
7500 Real-Time PCR System. No obstante, hay que comprobar que el
sistema esté calibrado para los colorantes estandar VIC, FAM y Cy5 antes
de empezar. Consulte el manual de uso del instrumento para una correcta
configuracién.

B Trabaje siempre segin las condiciones de ciclado especificadas en el
protocolo. El ciclado estd optimizado para este ensayo.

M Utilice siempre el volumen de plantilla especificado en el protocolo. La
reaccion estd optimizada para su uso con 2 ul de ADN de plantilla. No
utilice mds o menos de 2 ul por cada reaccién de 20 ul.

M Los diluciones de estdndares de cuantificacién de ADN en el tampén para
dilucién de dcidos nucleicos QuantiTect pueden conservarse a 4 °C
durante al menos 1 semana.

M La configuracién éptima del andlisis es un requisito imprescindible para
obtener datos exactos de cuantificacién. Reajuste siempre la configuracion
de andlisis (es decir, la configuracién de la linea de base y los valores
umbral) para el andlisis de cada canal de colorante indicador en cada
ciclo.
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Procedimiento

1.

Descongele el tampén para dilucién de dcidos nucleicos QuantiTect.

Mezcle todas las soluciones meticulosamente antes de usarlas para evitar
las concentraciones localizadas de sal.

Prepare diluciones en serie frescas del ADN de control Z1 conforme a
la Tabla 8. Mezcle mediante agitacién vorticial durante al menos 5 s
y centrifugue cada dilucién brevemente antes de extraer una
cantidad alicuota para la siguiente dilucién. Utilice una nueva punta
de pipeta para cada dilucién.

Tome precauciones para evitar la contaminacién cruzada.

Vea la tabla 1 para obtener informacién mds completa sobre la
concentracién para las diluciones de la curva estdndar.

Tabla 8. Diluciones en serie del ADN de control Z1

Dilucién en serie del Tampoén para

ADN de control Z1 ADN de control Z1 diluciéon de dcidos
nucleicos QuantiTect

20 ng/ul ADN no diluido -

5 ng/ul 10 ul 30 ul

1,25 ng/ul 10 ul 30 ul

0,3125 ng/ul 10 ul 30 ul

0,078125 ng/ul 10 ul 30 ul

0,01953125 ng/ul 10 ul 30 ul

0,0048828125 ng/ul 10 ul 30 ul

3. Descongele los dacidos nucleicos de plantilla. Mezcle la mezcla de

reaccion FQ y la mezcla de cebador IC YQ invirtiendo los tubos
varias veces.

Mezcle todas las soluciones meticulosamente antes de usarlas para evitar
las concentraciones localizadas de sal.
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4. Prepare una mezcla maestra conforme a la Tabla 9.

La mezcla maestra contiene todos los componentes necesarios para la PCR,
excepto el ADN de plantilla (muestra) y el agua libre de nucleasas.

Prepare un volumen de mezcla maestra un 10% mayor que el requerido
para el nimero total de ensayos de PCR que se va a realizar. Tal volumen
deberia incluir las reacciones de control positivo y negativo.

La preparacion de la reaccién se puede realizar normalmente a
temperatura ambiente (15-25 °C). No obstante, recomendamos mantener
los reactivos, las muestras y los controles en hielo o en un dispositivo de
enfriamiento.

Tabla 9. Mezcla maestra para la cuantificacion de ADN

Volumen por
Componente reaccion de 20 ul  Concentracién final
Mezcla de reaccién FQ 9 ul 1x
Mezcla de cebador IC YQ 9 ul 1x
Volumen total de mezcla 18 ul -
maestra

5. Mezcle la mezcla maestra meticulosamente y vierta 18 ul en los
pocillos de una placa de PCR.

6. Anada 2 ul de tampén para dilucion de dcidos nucleicos QuantiTect
a los pocillos de NTC.

Asegurese de que los pocillos de NTC no entran en contacto con ADN
humano.

7. Anada 2 ul de diluciones de ADN de control o 2 ul de ADN de
muestra desconocida a los pocillos individuales y mezcle
meticulosamente. Cierre la placa.

Mezcle cuidadosamente para evitar las concentraciones localizadas de sal.

La Tabla 10 muestra una posible configuracién de placa. Asegurese de que
la mezcla maestra y la plantilla estdn mezcladas meticulosamente. Es
necesario realizar ciclos por duplicado de las diluciones del ADN de control
para cada ensayo y en cada placa de reaccién.
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Tabla 10. Posible configuracién de placa de reacciones en el Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System for Human Identification

Contenido de los pocillos
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

20 20 5 5 1,25 1,25 0,3125 0,3125 0,0781 0,0781 0,0195 0,0195
0,0049 0,0049 NTC NTC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC
DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC
DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC
DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC
DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC
DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC

I @ m m O O @9 >

DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC

Todas las cantidades estén expresadas en ng/ul. DESC: muestra desconocida.

8. Abra el software HID Real-Time PCR Analysis (versiéon 1.1) en el
Custom Assays Mode (modo de ensayos a medida).

9. Si estd utilizando un archivo de plantilla, seleccione “New
Experiment From Template” (nuevo experimento a partir de
plantilla) y proceda al paso 13 para asignar las “Targets” (dianas) al
“Plate Layout” (disefio de placa). A continuacién continte con el
paso 17 para guardar e iniciar el ciclo.

El archivo de plantilla carga todos los ajustes necesarios para comenzar un
ciclo Investigator Quantiplex HYres, incluidos los ajustes de la curva
estédndar, el perfil de ciclado y las dianas necesarias para la adquisicién de
fluorescencia.
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Analyse

Analyze Cxpariment

A ome

Comienzo de un nuevo experimento a partir de una plantilla.

10. Si no estd utilizando archivos de plantilla, seleccione “Advanced
Setup” (configuraciéon avanzada) haciendo clic en la flecha bajo el

“Design Wizard” (asistente de diseno).

% M iLeal- Time PCELA)

) New Emerimont -

Analyse

Anolyse Experiment

Comienzo de un nuevo experimento.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Comienzo de un nuevo experimento con la configuracién avanzada.

11. Una vez que se abra la nueva ventana, introduzca un nuevo
“Experiment Name” (nombre de experimento) en el campo
correspondiente.

Seleccione los siguientes ajustes:

Instrument (instrumento): 7500 (96 Wells) [96 pocillos]

Experiment Type (tipo de experimento): Quantitation (determinacién
cuantitativa) — Standard curve (curva estdndar)

Reagents (reactivos): Other (otros)
Ramp Speed (velocidad de incremento): Standard (estdndar)

Desmarque la opcién “Include Melt Curve” (incluir curva de
disociacién).
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P+ (4 Close 4% Exporl + S PrintReport

Type: Standard Curve Reagents. Other

Experiment Properties

Experiment.

©

nesiment Properties E"?f an h Emactine

mstument run

satug, then and methons Tor the PCR reactions and =

How do you want to identify this experiment?

® Expenenent Marma: | Ouantiplas

Barcada (Optional): :
Userhame (Optional); '_
Comments (Optionaly Al

-r.i

Which instrument are you using te run the experiment?

7500 (96 Wall) [ PO F At (6 Walls) ]

Setup, mun, and analee sn expaniment uzing 5 4- or S-color, 95-well system,

‘What type of sxperiment do you want to set up?

< Qusantitation - Standard Curve [ Lguantitation - Rolatiae Standard Guren ] Quinttation - Comparatia G (AO0T) ]

[ it G | [ Goinsing ] L Fiospacn/Abasicn ]

Lige standards i determine he abgolute quantity of tamet nuclelc acld saguence in Samples.

Which reagents do you want to use to detect the target sequence?

L Faghand Reagants SRR Grasn Roagants o Cther

The f contain primers to plify pet seguence snd other resgents 1o detect amplifcation, The Resction Setup screen s not avallable
Tor “Omher reagents.

[ Trachudd Merll Curad

Which ramp speed do you want to use In the Instrument run?

| Standard (~ 2 hours b complets 3 mn) 1

12. Haga clic en Plate Setup (configuracién de placa) y defina 3 Targets
haciendo doble clic en “Add New Target” (afadir una nueva diana).
Seleccione los siguientes ajustes:

Human Target (diana humana): Reporter FAM (FAM indicador),
Quencher (supresor de senal): None (ninguno)

Male Target (diana masculina): Reporter Cy5 (Cy5 indicador),
Quencher: None

IC: Reporter VIC (VIC indicador), Quencher: None
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1 HID Real-Time PCR Analysts Software v1.1

File Edit In: nl A Awyays Todls Help
|k} Mirw Exporiment = 5 Open... b 8+ 2 Close | 48 Expod - ) PrintRepon
Experiment Menu <€ | Experiment, Quantiplex Type: Standard Curve Reagents. Other m Q“J

Define Targels and Samples | Aggign Targets and Samples |

B instructions:  Diefing the tarmets 1o quartdy sni Me samples 10 testin the r2atson olste

Define Targets Define Samples

[ st e Target | Ao Bavaa Target [ Save Tampet | Detete Target | | [ e vew samate | Aga savea samae | ot |
Tamet Hame Repartar auencher cal... Sampée Name Cosar
Human Target FaM  |rane v ~ [Sampled | =
[mate Target evs wlwone vl >

e . - [mian vl v

Define Biological Replicate Groups

a Ingtructions:  Fus cach biologival replicate grove in e waction plabe, click Add Biological Group, lhen define e bivlogical greup.

Adi Binlogical Groug
it ical Grou

Coodor Comments

13. Defina los nombres de “Sample” (muestra) mediante la herramienta
“Define Samples” (definir muestras) del panel derecho.

14. Cambie a la pestana “Assign Targets and Samples” (asignar dianas
y muestras). En el “Plate Layout”, seleccione los pocillos en uso y
asigne las tres “Targets” marcando las casillas.

Importante: no resalte los pocillos que no estén en uso (es decir, los que
no tienen mezcla de reaccién). La inclusion de pocillos no utilizados puede
tener un impacto significativo en la escala de los ejes X e Y al visualizar los
datos.
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% HI) Real Time PCR Analysis Soltware v1.1

FilaEdit_Ins Anslysts Assas  lasls Help
< | Mew Expusiment = 5 open,, bd S v i Cloze 4@ Exporl . - 3 PrintReport.,
Expenment Menu < | Experiment: Guanhiplex Type: Slandard Curve Reagents: Other t_)/l

] Define Targets and Samples ] Assign Targets and Samples

To selup standards: Click™Define and Se1Up Slandargs.”
| u Instructiams: 7o set up unknoems: Selet wallz, a55100 1argetis), selact "L (Unknawn) as the task for aach target assignment, then assign a sample
To z6t up negative confrols: Select wells, assign langetis), then selact™hT (Mepative Confrod) a8 e askTor @ach target assignment

Cn e oo v NN WA
bl

SelectWells With: - Sefect item - | - Gelectitem - &

Assign Target Tagk Qua

rumenars.. | [ B3] [ [0 Show nwets ¥ | B view Legend | m
Msie Target [ﬁ"a"m|
= =] I’ 2 3 ¢ & 8 v & m w1
2l
= TN T T TN T T (T T T T T
Allle [Me M [Me e @e Me O e e [e e
[ [T pr,, r—— TR (T (7O TN TN TN (S TN (7 [ (O
i ” — T T T T T T (T T T T T
I\\xm"“’.‘“'m] e|Mx [Me Me e [e e e e Me e e @i
TR [T TR T T TN (T [N [ (T [T
ERRNIAHIRINIS) 19 the Suiacted wells. TN TN T TN T TN TN T TN T T
cife Me Me Me @e @e @e O O e e [@e
Assign Sample T T (TR T T TR (T (TR (T (T
m] |‘.-Iamn|e|
1]

L — ||
Assign sample|s) of selected well(s) to bialogica

|
1
|
|
Assign Biglogical Group |
|
1
|
|
|

Select the dye to Use as the paszive reference.
H

ROK = |

wrells: [I] 38 Unknown EJ 0 Standard [ 0 Hegatve Contral 60 Empty

-
-

« | L

A& Home | Untitled =

Asignacién de las Targets.

15. Seleccione los pocillos para los “No-Template Controls” (controles
sin plantilla) y mdrquelos como “Negative Control” (control
negativo) mediante el botén rojo “N”.

Nota: deje la columna Task (tarea) del IC (VIC) para reacciones NTC
marcadas como “Unknown” (desconocido). Introduzca el nombre de la
muestra.

16. Seleccione los pocillos para la curva estdndar y marquelos como
“Standard” mediante el botén rojo “S”. Seleccione “Quantity”
(cantidad) para el detector correspondiente e introduzca la cantidad
de ADN en el pocillo conforme a la Tabla 11.

Importante: aunque no se introduzcan unidades para “Quantity”, es
necesario utilizar una unidad comdn para todas las cantidades estdndar
(p-ej., ng/ul). Las unidades utilizadas para las cantidades esténdar
determinan las unidades de cuantificacién para el anélisis de los
resultados.

Nota: deje la columna Task del IC (VIC) para reacciones estandar
marcada como “Unknown”. Introduzca el nombre de la muestra.
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Experiment Menu < | Experiment: Untitled Type: Standard Curve Reagents: Other @

@ Define Targets and Samples I Assign Targets and Samples 1

} To setup standarcs: Click"Defing and Set Up Standards."
Experiment Properties a Instructions:  Tp set up unknowns: Selectwells, assion target(s), select"U" (Unknown) as the task for each target assignment, then assion a sample
To setup negative controls: Selectwells, assign target(s), then select "N" (Negative Control) as the task for each target assignment.

Plate Setup < View Plate LayoutT View Well Table 1
RunMethud Assign Target Task Gua> elect Wells hilh. |- Select e - ] | Selecttem - v
" . Hurnan Targ @Q E | [B | showirwies v | B view Legend | |
Reaction Setup B ’E"Ei
MmerialsLisl Wals Targat mEE [

E Run 3 nized [0 unknown [£] Standard [ Negative Con

r Analysis t\x Define and Set Up Standards
fids

Assign Sample
St 1
O Sig 2
m Btd 3

Configuracién de la curva estdndar y asignacién de las muestras al disefio de
placa.

Tabla 11. Concentraciones de ADN de los estdndares humanos y
masculinos

Dilucién en serie del Human Target (diana  Male Target (diana
ADN de control Z1 humana)(FAM) masculina) (Cy5)
20 ng/ul 20 6,66

5 ng/ul 5 1,665

1,25 ng/ul 1,25 0,41625
0,3125 ng/ul 0,3125 0,1040625
0,078125 ng/ul 0,078125 0,02601563
0,01953125 ng/ul 0,01953125 0,00650391
0,0048828125 ng/ul 0,0048828125 Ninguno*

* No recomendamos utilizar el Gltimo de los valores masculinos (0,001626 ng/ul) para
calcular la curva estdndar porque en algunos casos, debido a efectos estocdsticos, ello
podria comprometer la calidad de la curva estdndar.

17. Asigne las muestras al diseiio de placa haciendo clic en los pocillos y
marcando la casilla correspondiente en el panel izquierdo.
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18. Haga clic en “Run Method” (método de ciclo). Programe el ciclador
conforme a la Tabla 12.
La PCR requiere una incubacién inicial a 95 °C durante 3 minutos para
activar la ADN polimerasa.

La PCR de ciclado en dos pasos requiere 40 ciclos. Cada ciclo comprende 2
pasos: a 95 °C durante 5 s (paso de desnaturalizacién) y a 60 °C durante 35
s (paso de annealing/extension).

Tabla 12. Condiciones de ciclado para el Applied Biosystems 7500 Real-
Time PCR System for Human Identification

Paso Temp Tiempo NUmero Comentarios adicionales
de
ciclos
Paso inicial de 95°C 3 min - La PCR requiere una
activacién de la PCR incubacién inicial a 95 °C
para activar la ADN
polimerasa
Ciclado de dos
pasos: _
desnaturalizacién 95°C 5 40 ciclos
annealing/extensién 60 °C 35's Realice la recogida de
combinada datos de fluorescencia
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19. En el perfil térmico, cambie los tiempos de pausa a los indicados en la
Tabla 12. Cambie el volumen de Sample a 20 pl.

La adquisicién de datos debe realizarse durante el paso de
annealing/extensién combinada.

I8l
File Edit Instument Analysis Assays Tools  Help
(5] Mew Experiment - 5 Open. |l Save + £3 Close | A8 Export. - Print Report.
Experiment Menu<< | Experiment: Untitied Type: Comparative CT (AACT)  Reagents: TagMan® Reagents @
Run Method
. . @ Reviewthe reaction valume and the thermal profils for the default run rethod. If needsd, edit the default run method or select a run mathod fram the library.
Experiment Properties
Graphical \ﬁewT Tabular View ]
Plate Setup
Reaction Yolume Per el 20 uL [ Expert Mode ‘ Selectiew Fiters |
Run Method —
ry Adid Stage ¥ | Adid Step ¥ | Delete Selected | Undo "8et Hald Time" | inothing to Redoy || Collect Data ¥ |\| Open Run Meathod El
Reaction Setup
. Holding Stage Cycling Stage
Materials List
MNurmber of Cycles: [40 3:
I Enable AutoDelta
Starting Cycle: |2 3:
100 —|
95,0°C 95,0°C
03:00 100% g
75 —| 100%
60,0°C
00% 00:35
50—
25 —|
a
Step 1 Step 1 Step 2
Legend -
Data Collection On Data Collection OF A AutoDelta On A AutoDelta OFf ‘
«

& roms | [ untiten x |
Ajuste del perfil térmico (software HID Real-Time PCR Analysis v1.1).

20. Antes de ejecutar la placa de reaccién, guarde el documento de
placa como un archivo EDS Document (*.eds). Haga clic en “File”
(archivo) y después en “Save” (guardar). Introduzca un nombre para
el documento de placa y haga clic de nuevo en “Save”.

21. Cargue la placa en el instrumento.

Asegurese de que la posicién Al de la placa esté situada en el extremo
superior izquierdo de la bandeja.

22. Inicie la reacciéon haciendo clic en “Start” (inicio).
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Andlisis de datos

La configuracién éptima del andlisis es un requisito imprescindible para
obtener datos exactos de cuantificacién. Reajuste la configuracién de andlisis
(es decir, la configuracién de la linea de base y los valores umbral) para el
andlisis de cada canal de colorante indicador en cada ciclo.

Procedimiento

1. Abra el archivo del ciclo con el software HID Real-Time PCR Analysis
v1.1. En primer lugar tendrd que abrir el software en el “Custom
Assays Mode”. A continuaciéon haga clic en “Open” (abrir) y después
en “Browse” (examinar) para localizar el archivo guardado.

2. Antes de crear una curva estdndar es necesario definir los
estandares. Si los estdndares ya fueron definidos antes de iniciar el
ciclo, siga con el paso 4.

3. Vaya a “Setup” (configuracién) y seleccione “Plate Setup”. Defina los
pocillos que contienen estdndares de ADN como se explica en el
paso 14.

Importante: aunque no se introduzcan unidades para Quantity, es
necesario utilizar una unidad comun para todas las cantidades estdndar
(p-ej., ng/ul). Las unidades utilizadas para las cantidades estandar
determinan las unidades de cuantificacién para el andlisis de los
resultados.

Nota: deje la columna Task del IC (VIC) para reacciones estandar
marcada como “Unknown”. Introduzca el nombre de la muestra (p. €j.,

Control DNA Z1 20 ng/ul).

4. En la pestana “Amplification Plot” (esquema de amplificacién),
localizable en la pestana “Analysis” (andlisis), seleccione las
muestras adecuadas en la tabla situada bajo el esquema de
amplificacién. Elija “Auto Ct” (cdlculo automatico) para ambos
canales y haga clic en “Analyze” (analizar).

La configuracién del valor umbral adecuado puede requerir una validacién
interna adicional en su centro de trabajo.
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Andlisis de muestras para los canales FAM, Cy5 y VIC.

5. Para ver la curva estédndar, seleccione la pestana “Standard Curve”,
localizable en la pestana “Results” (resultados). Consulte los valores
C; para las reacciones estdndar de cuantificaciéon y la linea de
regresion calculada, asi como los valores de pendiente, R? e
interseccién Y.

|ia] HewErperiment » 15 ¢pen. b Bive « ( Close 43 Ewpedl « (3 Frint Report

Experiment. Untitled Type: Standard Curve Reagents: Other n mml 0_)
|| (N - s ot | Ve vl 5%
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Curva estandar.
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6. Vea la concentracion de las muestras desconocidas

La “Well Table” (tabla de pocillos) muestra los datos de los pocillos
seleccionados e indica la cantidad de ADN presente en las muestras
desconocidas. La “Human Target” muestra la cantidad de ADN presente
con las mismas unidades empleadas para los estdndares (es decir, si se
utilizé ng/ul para la definicién de los estdndares, las cantidades para las
desconocidas se indicardn en ng/ul). La “Male Target” muestra la cantidad
de ADN masculino presente con las mismas unidades empleadas para los
estédndares.

La “IC Target” (diana de control interno) muestra el valor C; para el control

interno.
' Setup >| Wiew Plate Layout IView Well Table ]
SelectWells With: - Selectltern- v | |- Selectitern- »
# | wWell | SampleMa. | Targethame Task cr Crhean | CTSD Quantity QuantityMean | Quantity SD | HIGHSD
""’“ﬁw‘i"""'“‘ 1Al 5id1 Human Targel GTANDARD 20,428 20397 0,044 20 A
2 oMo osd [ UNKMOWN 24,784 24,087 0,145
Standard Curve 3 TR st Male Targel  STANDARD 21,811 21,794 0,024 5,86
4 A2 sl Human Targel STANDARD 20,386 20397 0,044 20
_ 5 A2 s [ UNKMOWN 24,989 24,087 0,145
e s 5 A2 sl Male Target  STAMDARD 21,776 21,794 0,024 5,66
7 A sw2 Human Targel STANDARD 22,301 22377 0,108 5
S Raw Data Plot 8 A3 Sl Ic UNKMOWN 24,750 24,065 0,183
8 A sw2 Male Targst  STANDARD 23,840 23,746 0,149 1,665
S 10 A4 G2 Human Target STANDARD 22,454 22377 0,108 5
1 a4 sl [ UNKMOWN 24,881 24,066 0,183
12 a4 G2 Male Targst  STANDARD 23,851 23,745 0,149 1,665
466 mutipte prots view 13 A5 Sd) Human Target STANDARD 24,302 24,462 0,098 1,25
e a5 sus [ UNKMOWN 24,771 24,761 0,013
15 a5 s Male Targst  STANDARD 25,859 25913 0,077 0,416
16 A6 S Human Target STANDARD 24,531 24,462 0,006 1,25
17 46 Sd3 [ UNKMOWN 24,752 24,761 0,013
R E Male Targst  STANDARD 25,068 25913 0,077 0,416
19 A7 S Human Target STANDARD 26,459 26,42 0,056 0,312
0 A7 s [ UNKMOWN 24,634 24,092 0,285
21 a7 sdd Male Targst  STANDARD 27,815 27,841 0,105 0,104
2 49 G4 Human Target STANDARD 26,380 26,42 0,056 0,312
23 49 s [ UNKMOWN 25,150 24,92 0,385
4 s e Male Targst  STANDARD 27,767 27,841 0,105 0,104

Concentracion de muestra desconocida.

7. Para exportar y guardar el informe de resultados, vaya a “File”,
después a “Export” (exportar) y finalmente a “Results”. Es necesario
guardar la configuraciéon de andlisis primero para después guardar
los resultados en el formato “Results Export Files *.csv”.

8. Para interpretar los resultados, véase “Interpretacion de resultados”
en la pagina 67.
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Protocolo: cuantificacion de ADN con los sistemas
Applied Biosystems 7500 y 7500 Fast Real-Time PCR

Este protocolo estd optimizado para el uso del kit Investigator Quantiplex HYres
en el Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System con la versiéon 1.4 del
software SDS.

Para instrucciones generales acerca de la configuracién del instrumento y otras
versiones del software, consulte el Manual del usuario del Applied Biosystems
7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System
User Manual).

Cuestiones importantes antes de comenzar

B Prepare todas las mezclas de reaccién en una zona distinta a la utilizada
para el aislamiento de ADN y el andlisis del producto de la PCR (post-
PCR).

M Utilice puntas desechables con filtros hidrofébicos para minimizar la
contaminacién cruzada.

B Con el kit Investigator Quantiplex HYres, los nuevos colorantes no
requieren una calibracién a medida al emplear el Applied Biosystems
7500 Real-Time PCR. No obstante, hay que comprobar que el sistema esté
calibrado para los colorantes estdndar VIC, FAM y Cy5 antes de empezar.
Consulte el manual de uso del instrumento para una correcta
configuracién.

M Adopte las condiciones de ciclado especificadas en el protocolo. El ciclado
estd optimizado para este ensayo.

M Utilice el volumen de plantilla especificado en el protocolo. La reaccién
estd optimizada para su uso con 2 ul de ADN de plantilla. No utilice més o
menos de 2 ul por cada reaccién de 20 ul.

M Los diluciones de estdndares de cuantificacién de ADN en el tampén para
dilucién de dcidos nucleicos QuantiTect pueden conservarse a 4 °C
durante al menos 1 semana.

M La configuracién éptima del andlisis es un requisito imprescindible para
obtener datos exactos de cuantificacién. Reajuste la configuraciéon de
andlisis (es decir, la configuracién de la linea de base y los valores umbral)
para el andlisis de cada canal de colorante indicador en cada ciclo.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Procedimiento

1. Descongele el tampén para diluciéon de dcidos nucleicos QuantiTect.

Mezcle todas las soluciones meticulosamente antes de usarlas para evitar
las concentraciones localizadas de sal.

2. Prepare diluciones en serie frescas del ADN de control Z1 conforme
a la Tabla 13. Mezcle mediante agitacién vorticial durante al menos
5 s y centrifugue cada dilucién brevemente antes de extraer una
cantidad alicuota para la siguiente dilucién. Utilice una nueva punta
de pipeta para cada dilucién.

Tome precauciones para evitar la contaminacién cruzada.

Vea la tabla 16 para obtener informacién mds completa sobre la
concentracién para las diluciones de la curva estdndar.

Tabla 13. Diluciones en serie del ADN de control Z1

Dilucién en serie del Tampoén para

ADN de control Z1 ADN de control Z1 diluciéon de dcidos
nucleicos QuantiTect

20 ng/ul ADN no diluido -

5 ng/ul 10 ul 30 ul

1,25 ng/ul 10 ul 30 ul

0,3125 ng/ul 10 ul 30 ul

0,078125 ng/ul 10 ul 30 ul

0,01953125 ng/ul 10 ul 30 ul

0,0048828125 ng/ul 10 ul 30 ul

3. Descongele los dacidos nucleicos de plantilla. Mezcle la mezcla de
reaccion FQ y la mezcla de cebador IC YQ invirtiendo los tubos
varias veces.

Mezcle todas las soluciones meticulosamente antes de usarlas para evitar
las concentraciones localizadas de sal.
4. Prepare una mezcla maestra conforme a la Tabla 14.

La mezcla maestra contiene todos los componentes necesarios para la PCR,
excepto el ADN de plantilla (muestra) y el agua libre de nucleasas.
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Prepare un volumen de mezcla maestra un 10% mayor que el requerido
para el nimero total de ensayos de PCR que se va a realizar. Tal volumen
deberia incluir las reacciones de control positivo y negativo.

La preparacién de la reaccién se puede realizar normalmente a
temperatura ambiente (15-25 °C). No obstante, recomendamos mantener
los reactivos, las muestras y los controles en hielo o en un dispositivo de
enfriamiento.

Tabla 14. Mezcla maestra para la cuantificacion de ADN

Volumen por
Componente reaccion de 20 ul  Concentracién final
Mezcla de reaccién FQ 9 ul 1x
Mezcla de cebador IC YQ 9 ul 1x
Volumen total de mezcla 18 ul -
maestra

5. Mezcle la mezcla maestra meticulosamente y vierta 18 ul en los
pocillos de una placa de PCR.

6. Anada 2 ul de tampén para dilucion de dcidos nucleicos QuantiTect a
los pocillos de NTC.

Asegurese de que los pocillos de NTC no entran en contacto con ADN
humano.

7. Anada 2 ul de diluciones de ADN de control o 2 ul de ADN de
muestra desconocida a los pocillos individuales y mezcle
meticulosamente. Cierre la placa.

Mezcle cuidadosamente para evitar las concentraciones localizadas de sal y
de ADN.

La Tabla 15 muestra una posible configuracién de placa. Asegurese de que
la mezcla maestra y la plantilla estdn mezcladas meticulosamente. Es
necesario realizar ciclos por duplicado de las diluciones del ADN de control
para cada ensayo y en cada placa de reaccién.
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Tabla 15. Posible configuracién de placa de reacciones en los sistemas
de Applied Biosystems 7500 y 7500 Fast Real-Time PCR

Contenido de los pocillos
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

20 20 5 5 1,25 1,25 0,31250,3125 0,0781 0,0781 0,0195 0,0195
0,0049 0,0049 NTC NTC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC
DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC
DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC
DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC
DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC
DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC

I @ m m O O @9 >

DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC DESC

Todas las cantidades estén expresadas en ng/ul. DESC: muestra desconocida.
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8. Abra el “Sequence Detection Software” (software de deteccion de
secuencias) y seleccione “Create a New Document” (crear un nuevo
documento). Haga clic en “Next” (siguiente) para continuar.

Si no estd usando un archivo de plantilla de la pdgina del producto
Investigator Quantiplex HYres, seleccione lo siguiente en la ventana del
“New Document Wizard” (asistente para nuevo documento).

Assay (ensayo): Standard Curve (Absolute Quantification) [curva estandar
(cuantificacién absoluta)]

Container (recipiente): 96-Well Clear (placa transparente de 96 pocillos)
Template (plantilla): Blank Document (documento en blanco)

Run Mode (modo de ciclo) para el sistema de PCR en tiempo real
7500: Standard 7500

Run Mode para el sistema de PCR en tiempo real 7500 Fast: Standard
7500

Assa |Standard Curve [Absolute Quantitation) ﬂ
Cantainer; |SB-W'eII Clear ﬂ
Template: | Elank Dacument x| Browse..
Run Mode: | Standard 7500 d
Operatar; |
Commets: I

Flate Mame: |Platel

| Mext > | Finizh Cancel

Creacidén de un nuevo documento.

Si estd utilizando un archivo de plantilla, seleccione lo siguiente y siga con
el paso 12.

Assay: Standard Curve (Absolute Quantification)
Container: 96-Well Clear
Template: Investigator Quantiplex HYres Template SDS1.4.SDT
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Run Mode para el sistema de PCR en tiempo real 7500: Standard
7500

Run Mode para el sistema de PCR en tiempo real 7500 Fast: Standard
7500

9. Anada los detectores FAM, VIC y Cy5 al documento. Haga clic en
“Next” para continuar.

New Document Wizard @

Select Detectors
Select the detectars you will be uzing in the document.

Fird:

2l

Passive Reference: |ROX -

Detector Hame

Description | Reporter | Quencl #

Detectors it D ocument |

TET
Texas Red

WIC_ThR
WIC2
WIC3
vicd
WICS
WIC-BHG
WICs

W

TET

TEXAZ RED

WIC
YIC
WIC
YIC
WIC
YIC
WIC

(rone])
(none)
(nione)
TAMRA,
(none)
(none)
(none)
(none)
(none)
(none)
(none)

Cvh
Fshd
WIC

<< Remove

||

< |

Mew Detectar. .

|

< Back Mext > | Firizh | Cancel |

Seleccidn de los detectores.

10. Seleccione los pocillos en uso y marque la casilla para los tres
detectores.

Importante: no resalte los pocillos que no estén en uso (es decir, los que
no tienen mezcla de reaccién). La inclusion de pocillos no utilizados puede
tener un impacto significativo en la escala de los ejes X e Y al visualizar los
datos.

Introduzca las concentraciones de la curva estdndar en los pocillos que
contienen las reacciones de control para los detectores FAM y Cy5.

11. Haga clic en “Unknown” (desconocido) en la columna Task (tarea) y
seleccione entonces “Standard” (estdndar) en el ment desplegable.
Seleccione “Quantity” (cantidad) para el detector correspondiente e
introduzca la cantidad de ADN en el pocillo conforme a la Tabla 16.

Importante: aunque no se introduzcan unidades para Quantity, es
necesario utilizar una unidad comun para todas las cantidades estdndar
(p-ej., ng/ul). Las unidades utilizadas para las cantidades esténdar
determinan las unidades de cuantificacién para el andlisis de los
resultados.
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Nota: deje la columna Task del detector VIC para reacciones estdndar

marcada como “Unknown”. Introduzca el nombre de la muestra (p. ej.,
Control DNA Z1 20 ng/ul).

Tabla 16. Concentraciones de ADN de los estdndares humanos y
masculinos

Dilucién en serie del Human Target (FAM) Male Target (Cy5)

ADN de control Z1 (diana humana, FAM) (diana masculing,
Cy5)

20 ng/ul 20 6,66

5 ng/ul 5 1,665

1,25 ng/ul 1,25 0,41625

0,3125 ng/ul 0,3125 0,1040625

0,078125 ng/ul 0,078125 0,02601563

0,01953125 ng/ul 0,01953125 0,00650391

0,0048828125 ng/ul 0,0048828125 Ninguno*

* No recomendamos utilizar el Gltimo de los valores masculinos (0,001626 ng/ul) para
calcular la curva estdndar porque en algunos casos, debido a efectos estocdsticos, ello
podria comprometer la calidad de la curva estdndar.

New Document Wizard

X

Set Up Sample Plate
Setup the sample plate with tasks, quantities and detectors,

Use | Detector Reporter | Quencher Task Quantity
¥ Cys Y5 [none] Standard E.E6
¥ Fam Fam [none] Standard 20
¥ |vIC VIC {none Unknawn

| ?

4 >
J 1 2 3 4 5 L3 T 8 9 10 11 12
gilY JEEVIEEY B B8v E8Y B8- B8- BEv BEv B8v E8v
B HE. EH" OOv OEv EDE- DY DEv DEY DY DOy DO [EEv
CcHEY NNy DNV DN DHY DHY DN- D0 DOV DOV OOY EHEu
P ENv EEY DEv DEv DEY DY DEC DEY DY DOv DO EEv
ENEY NNy DEv EDEC DO DOY D0- D0 DOV DOV OOY EHEu
FOEY OOy DEv DE- DEHv DOV DO- OEv OEv DOY Ogu g
c HEY ENY DEY DEC DOY DOY D0- D0 DOV DOV OOY EEu
H oDy DOy DOy DE- Dy DOv DO- DEv Doy QoY OOy mgu

< Back | | Finizh | Cancel |

Configuracién de la placa de muestras.
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12. Haga clic en “Finish” (finalizar). Para programar el ciclador
conforme a la Tabla 17, haga clic en la pestaina “Instrument”’
(instrumento).

La PCR requiere una incubacién inicial a 95 °C durante 3 minutos para
activar la ADN polimerasa.

La PCR de ciclado en dos pasos requiere 40 ciclos. Cada ciclo comprende 2
pasos: a 95 °C durante 5 s (paso de desnaturalizacién) y a 60 °C durante
35 s (paso de annealing/extension).

Tabla 17. Condiciones de ciclado para el Applied Biosystems 7500 Real-
Time PCR System

Paso Temp Tiempo NUmero Comentarios adicionales
de
ciclos
Paso inicial de 95°C 3 min - La PCR requiere una
activacién de la PCR incubacién inicial a 95 °C
para activar la ADN
polimerasa
Ciclado de dos
pasos: .
desnaturalizacién 95°C 55 40 ciclos
annealing/extensién 60 °C 35's Realice la recogida de
combinada datos de fluorescencia
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13. En el perfil térmico, borre primero el primer paso presionando
“Shift” (cambio) y haciendo clic en Stage 1 (fase 1) en el paso de
pausa Hold (50 °C durante 2 min). Tras seleccionar el paso de pausa
Hold, presione la tecla “Delete” (borrar). Cambie los tiempos de
pausa a los de la tabla 17. Asegurese de cambiar el volumen de
Sample (muestra) a 20 ul y seleccione el modo de ciclo correcto
(Standard 7500).

La adquisicién de datos debe realizarse durante el paso de
annealing/extensién combinada. Si se utiliza la versién 1.2.3 del software,
aseguUrese de desmarcar la casilla “9600 Emulation” (emulacién 9600).

]
=

E File ‘iew Tools Instrument Analysis ‘Window Help =
LDedah BEE s ?
Ins’lrument Y Results

Instrument Control Temperature

Estimated Time Remaining [hh:ranm): Sample: Heat Sink:
Cover: Block:
K Cycle
Disconnect Status: Stage: FRep
Time [mm:ss): Step:
State:
Thermal Cycler Piotocol
Thermal Profile I Ao Increment ] Ramp R ate ]
Stage 1 Stage 2
25.0 25.0
50.0
0:38
AddCycle | AddHold | fdd Step | st Sems Help
Settings
Sample Yolume [pL) : 20
Flun Mode | Standard 7500 ~|
Data Collection : |stage 2, Step 2 (0.0 @ 0:35) |
Ready Connected MUM

Ajuste del perfil térmico (software SDS, version 1.4).

14. Antes de ejecutar la placa de reaccién, guarde el documento de
placa como un archivo SDS Document (*.sds). Haga clic en “File”
(archivo) y después en “Save” (guardar). Introduzca un nombre para
el documento de placa y haga clic de nuevo en “Save”.

15. Cargue la placa en el instrumento.

Asegurese de que la posicién Al de la placa esté situada en el extremo
superior izquierdo de la bandeja.

16. Inicie la reaccién haciendo clic en “Start” (inicio).

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
Manual del kit Investigator Quantiplex HYres 08/2012 61



Andlisis de datos

La configuracién éptima del andlisis es un requisito imprescindible para
obtener datos exactos de cuantificacién. Reajuste la configuracién de andlisis
(es decir, la configuracién de la linea de base y los valores umbral) para el
andlisis de cada canal de colorante indicador en cada ciclo.

Procedimiento

1. Abra el archivo del ciclo con el software SDS. Vaya a “File”, después
a “Open” (abrir) y a “Browse” (examinar) para localizar el archivo
guardado.

2. Antes de crear una curva estandar es necesario definir los
estandares. Si los estdndares ya fueron definidos antes de iniciar el
ciclo, siga con el paso 4.

3. Vaya a “View” (visualizar) y seleccione “Well Inspector” (inspector
de pocillos) en el menu. En la columna Task, defina los pocillos que
contienen los estandares de ADN para los canales FAM y Cy5 como
“Standard” e introduzca la cantidad de ADN en el pocillo conforme
a la Tabla 16 (pagina 59).

Importante: aunque no se introduzcan unidades para Quantity, es
necesario utilizar una unidad comun para todas las cantidades estdndar
(p-ej., ng/ul). Las unidades utilizadas para las cantidades esténdar
determinan las unidades de cuantificacién para el andlisis de los
resultados.

Nota: deje la columna Task del detector VIC para reacciones estandar
marcada como “Unknown”. No se necesitan valores de cantidad para el

control interno. Introduzca el nombre de la muestra (p. ej., Control DNA Z1
20 ng/ul).

Il Well Inspector |

Welllz): A1

Sample Mame: ID:untruI DNA Z1 20 ng/pl

Use Detector Reporter | Quencher Task Quantity Color
V |Fam-BHG F &1 [none) Standard 20

F  [vICcBHE WIC [Mone) Unknown

W |cys [ [none) Standard B .B5

Well inspector.

62 Manual del kit Investigator Quantiplex HYres 08/2012



4. En la pestana “Amplification Plot” (esquema de amplificacién),
localizable en la pestaina “Results” (resultados), seleccione las
muestras adecuadas en la tabla situada debajo del esquema de
amplificacién. Elija “Auto Ct” (cdlculo automatico) para los tres
canales y presione “Analyze” (analizar).

La configuraciéon del valor umbral adecuado puede requerir una validacién
interna adicional en su centro de trabajo.

6] Fe view Toos Itnment Anabss Window Help =lolxi

SR SRADE »B»?

Setop Y Istrumend Y Rewadis |
Piats ¥ Spectrs ¥ Gomponert Y Ampaication Plot | Standard Curve Y Dussociebion § Regen |
Dalty Bove Cygle
1400 Dot [Debs Fir vs Cyce ]
- —m Detectce [Fm >
Line Coke el Cokn =]
125 H——————— L
Arislysit Settngs
i & Aot
{7 NI D S A D O S M ¥ S P/ S Y  Marwad 01
TMMFW
gt
ogpo L —— 1 L & [ L 1 1 [ [ | cu ir
St ] [
o 4
i | i v Ervdleyel Ao
‘;_ 8000 |- —————————————————t—t—t—t—t—t—t L
-1 f . I
|
e H—————
0.200
oo | A
-0.200
123 4 65 6 7 B 9 1091929374 359697 1819 20 21 22 23 24 25 26 27 2 29 30 3 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Cycle Mumber
[B] Fle view Tooks Instrument Anolysis Window Help =|®] %
DR SR HEE B =?
[ente ¥ Spectia ¥ ‘Amplification Plot {_Standard Curve Y Y Regort X
Deita Bn vs Cycle
i T I T 1 I e Data [Deka Anvi Cycte >
=T S s | Detecton [T45 ~
Line Color: [welColer =
1000 }+————— 1 | S ) S T S |
Anabysis Settngs
& Aot
" Manual 0
0800 Thieshold [0.2
A Bk
€ Marnsd B s
0800 [N A I Stan eyele} [Auro
& End [cpcle} [Rutn
n
0.400 Helo |
0.200 |-+t
0.000 %5: == e —
-0.200
12 3 45 6 7 8 91011121314 151617 1819 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 38 40
Cycle Number

Andlisis de muestras para los canales FAM y Cy5. El canal VIC se muestra en la
pagina 64.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
Manual del kit Investigator Quantiplex HYres 08/2012 63



[B) Fie view Tocks Instrument Andtyes Window Heb =8
DEHSRECE D m?

) Instrument Y Results
Fiote Y Specirs Y Coroonend Y Ampiicstion Piot \_ Staniva Corve Y Dersoritin Y Fepod \

Dehta R vs €
0.600

I | Dala [DedaFinvs Cyce x|
Detector [\iC =
huDi:'!WCdu "I

0.500

& futo Dt
© Marual Ot
Theashoid: [0.0559548

& | Al Baseinie

£ Henual Barsine

[futa
End cycle} [fudo

Analyze
Help

0.300

Delta Rn

0.200

0100

0,000 —t

1 2 3 4 5 6 7 8 8 1011 121314151617 1818 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Cycle Number

Andlisis de muestra para el canal VIC. Los canales FAM y Cy5 se muestran en la
pagina 63.
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5. Para ver las curvas estandar, seleccione la pestana “Standard
Curve” (curva estandar), localizable en la pestaina “Results”.
Consulte los valores C; para las reacciones estandar de
cuantificacién y la linea de regresién calculada, asi como los valores
de pendiente, R? e interseccidn Y para los canales FAM y Cy5.

File View Tools Instrument Analysis ‘Window Help

=lal x|

EECIEREEEREC Y

Instrumert ¥ Results

Plat= ¥ Spectra ¥ Componert Y Amplfication Plat ¥ Standard Curve . Dissociation Y Report %

Standard Curve

32.654

32.000

30.000

28.000

Ct
.

26.000

24.000

22.000

20924

=231 -2.000 -1.500 -1.000

Log CO

-0.500 0.000 0.500 1

.ooo 1.301

N aa ]
Ot el

I7 Show all standard points
for selected delectorfs)

Detector: [FAM 2

Kep
W FAM St
& 55
¥ Unknown

Slope: 3121362

Intercept: 26 207530
R2: 0938232

File View Tools Instrument Analysis Window Help

=181

IREEIEINE =Y

Instrumert_¥ Results

Plate Y Specira ¥ Component ¥ _Amplficstion Piot_Y Standard Curve ¥_Di

Standard Curve

36.000
x EVIEIES
it Wele
34.000 I Show all standard points
for selected detselor(s]
\'\ Detector |Cp5 -
P
32.000 =
W FAM St
@ Cy55u
K Unknowun
L
30.000 \
Slope: -3.200870
& 28.000 Intercept: 23914122
\'\ RZ 0933005
26.000
24.000 \’\ \\
22,000 \.\
20,000
-3500 -3.000 -2500 -2.000 -1.500 -1.000 0500 0.000 0.500 1.000
Log CO

Curva estandar.
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6.

Vea la concentracién de las muestras desconocidas

El informe muestra los datos de los pocillos seleccionados y resume la
cantidad de ADN presente en las muestras desconocidas. El detector FAM
muestra la cantidad de ADN humano total presente, mientras que el
detector Cy5 muestra la cantidad de ADN masculino presente. La cantidad
se muestra en las mismas unidades empleadas para los estdndares (es
decir, si se utilizdé ng/ul para la definiciéon de los estdndares, las cantidades
para las desconocidas se indicardn en ng/ul).

El detector VIC muestra el valor C; para el control interno.

E File Wiew Tools Instrument Analysis ‘window Help

Jed SEEER -H»?
/Se{up Y Instrumeni YResuIts \
f Plate ;/Spedra Y Componernt )’ Amplification Plot Y Standard Curve Y Digzociation YRepon \

Well | Sample Hame | Detector | Task StdDev Ct Quantity |
a1 Control DA Z1 20ngial Fstd-EHE Standard 21 3585 00764 20
A3 Control DMA Z1 20ng/l FaM-BHG Standard 21,2304 0.0764 20
A4 Contral DMA Z1 Sngdul FAM-BHG Standard 23 6389 0.00669 5
A5 Control DM Z1 Snodpl Fistd-EHE Standard 23 5483 000669 5
a7 Cortral DMA Z1 1. 25ngil Fistd-EHE Standard 256742 00532 1.25
Af Control DA 71 1. 23ngiul FaM-BHG Standard 25.599 0.0532 1.25
A10 Control DMA Z1 0.31 25ng/l FAM-BHG Standard 27 2562 0.0286 0.3125
211 Cortral DMA 21 0.31 25ngiul Fistd-EHE Standard 27 2157 00266 0.3125
B2 Contral DMA Z1 0.0781 23ng/l FaM-BHG Standard 23.2179 0.0478 0.075125
B3 Coritral DMA Z1 0.0781 25ng/0l FAM-BHG Standard 291503 0.0473 0.078125
B5 Control DM Z1 0.019531 25ng/pl Fistd-EHE Standard 31 3251 00545 0.0195313
B& Control DMA Z1 0.019331 23ng/l FaM-BHG Standard 31.4021 0.0345 0.0195313
B7 Control DA 71 0.00455251 25nguul FaM-BHG Standard 33.3229 0225 0.00455251
B9 Control DRA 71 0.00455281 25ngul Fahd-BHG Stancard 33 0225 000455281
B10 MTC Unclet.
B11 FaM-BHG WTC Unciet.
B12 FAM-BHG KTC Uniclet.
1 FAM-BHG Unknosan 26 9863 0.403085
C3 FaM-BHG Unknotwn 26 452 0.520156
s FAM-BHG Unknown 25 9593 0529451
7 FAM-BHG Unknosan 27 7EET 0.230583
4 FAM-BHG Unknosan 23 B4BS 1.05858

Concentraciéon de muestra desconocida.

7. Para exportar y guardar el informe de resultados, vaya a “File”,
después a “Export” (exportar) y finalmente a “Results”. Es necesario
guardar la configuraciéon de andlisis primero para después guardar
los resultados en el formato “Results Export Files *.csv”.

8. Para interpretar los resultados, véase “Interpretacion de resultados”
en la pagina 67.
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Interpretacion de los resultados

Consideraciones generales para el andlisis de datos

Los datos de la PCR en tiempo real se muestran en esquemas de amplificacién
de forma sigmoidea (cuando se emplea una escala lineal), en los que la
fluorescencia se mide en funcién del nimero de ciclos.

El ciclo umbral (valor C;) sirve como herramienta de célculo de la cantidad
inicial de plantilla en cada muestra. Este es el ciclo en el que se detecta el
primer aumento significativo de la fluorescencia.

La configuracion del umbral 6ptima depende de los productos quimicos de
reacciéon empleados para la PCR. Por lo tanto, una configuracién del umbral
6ptima determinada para otro kit quizd no sea adecuada para el kit
Investigator Quantiplex HYres y necesite ser ajustada.

Para la cuantificacion de ADN con el kit Investigator Quantiplex HYres, la
configuracién de andlisis debe ajustarse para ambos colorantes indicadores.

Curva estédndar

La curva estédndar es el mejor ajuste para una regresién lineal hasta los datos
de las series de dilucién estédndar. La ecuacién tiene la siguiente forma:

y=mx+b

donde x = concentracién logaritmica e y = C;.

La pendiente

La pendiente (m) describe la eficacia de la PCR. Una pendiente de —3,3 indica
un 100% de eficacia de la PCR (es decir, el nimero de copias del producto de
amplificacién se duplica en cada ciclo). Normalmente, la pendiente oscila entre
—3,0y —3,6. Si los valores son superiores o inferiores, consulte la Guia de
resolucién de problemas en la pdgina 70 para més informacién.

La interseccidon Y

La interseccion Y (b) indica el valor C; previsto para una muestra con Qty
(cantidad) = 1 (por ejemplo, 1 ng/ul).
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El valor R?

El valor R? es una medida del ajuste de los puntos de datos hasta la linea de
regresién. En general, la curva estandar tiene un valor R? =0,990. Los valores
R? bajos (R? <0.98) pueden deberse a diferentes motivos. En el caso de valores
R? bajos, consulte la Guia de resolucién de problemas en la péagina 70 para
mdés informacioén.

Control interno

El control interno (IC) tiene como obijetivo informar de fallos de los instrumentos
o los productos quimicos, de errores en la configuracién del ensayo y de la
presencia de inhibidores en la muestra. El sistema estd disefiado para resultar
mdés sensible a la inhibicién que la diana especifica para el ADN humano. Por
tanto, la cuantificacién serd vélida incluso si hay algdn inhibidor en la muestra.
En este caso, el operador obtendrd la informacién sobre la concentracién de
ADN en la muestra y sobre la presencia de inhibidores. La comparacién del
valor C; del sistema de IC para estédndares de ADN con los valores C; del
sistema de |C para muestras desconocidas puede indicar la inhibicién
potencial. Con concentraciones mayores de inhibidor, los datos de
cuantificacién pueden verse afectados, lo que debe tenerse en cuenta para
aplicaciones posteriores.

La amplificacién positiva del sistema de IC generard un valor C; de
aproximadamente 31 (especifico del ciclador). El sistema de control interno es
un sistema muy sensible para permitir la indicacién de inhibidores, por lo que
puede esperarse una variacion de 1 C; en las muestras de curva estédndar. El
uso de altos niveles de ADN humano (>150 ng/reaccién) puede dar un valor
C; més alto para el sistema de IC.

El resultado del IC debe interpretarse segun el contexto del resultado de la
diana especifica para ADN humano. Pueden producirse las situaciones
descritas en la Tabla 18.
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Tabla 18. Resultados potenciales de la amplificacién y su interpretacion

Diana humana especifica Control interno Interpretacién

Sin amplificacién Amplificacién positiva  No se detecta ADN
humano

Sin amplificacién Sin amplificacién Resultado no vélido

Amplificacién positiva con  Sin amplificaciéon o con  Resultado no
bajo C;y sefnal de C; superior a 32 concluyente del IC
fluorescencia alta

Amplificacién positiva con  Sin amplificacién o con  Presencia de
alto C; y senal de C; superior a 32 inhibicién en la PCR
fluorescencia baja

Debe realizarse una validacién interna de laboratorio con inhibidores
relevantes para determinar los criterios de deteccién de la inhibicion.

Cuantificacion de muestras desconocidas

El kit Investigator Quantiplex HYres puede cuantificar un amplio rango de
cantidades de ADN en una muestra: desde 75 ng/ul hasta cerca de 0,5 pg/ul
con un rango altamente lineal de entre 20 ng/ul y 4,9 pg/ul de ADN gendémico
humano. Cuando se cargan en una reaccién 2 ul de una muestra a una
concentracién muy baija, el pocillo contiene aproximadamente 1-1,5
equivalentes de genoma humano diploide. En el rango de baja concentracién
de ADN, determinados efectos estadisticos conocidos como variaciones
estocdsticas pueden afectar significativamente al resultado del ensayo. Cuando
utilice muestras con bajas concentraciones de ADN, asegurese de que
intervienen en el ensayo tantas réplicas como sea posible para poder confirmar
el resultado.
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Guia de resolucion de problemas

Esta guia de resolucién de problemas le serd de utilidad para resolver los
problemas que puedan surgir. Para mds informacién, consulte también la
pdgina de preguntas frecuentes (Frequently Asked Questions, FAQ) de nuestro
Centro de Soporte Técnico: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Los cientificos
del Servicio Técnico de QIAGEN responderdn siempre encantados a cualquier
pregunta que tenga sobre la informacién y los protocolos de este manual, asi
como sobre las tecnologias para el tratamiento de muestras y ensayos de
biologia molecular (véase la informacién de contacto en la contraportada o en
www.giagen.com).

Comentarios y sugerencias

Ausencia de senal o una o mds senales detectadas de forma tardia en
la PCR

a) Condiciones de ciclado Adopte siempre las condiciones optimizadas de
incorrectas ciclado especificadas en los protocolos.
Asegurese de seleccionar ROX como colorante
pasivo en los instrumentos Applied Biosystems.

b) Error de pipeteado, Compruebe las condiciones de conservaciéon de
reactivo ausente o los reactivos. Repita el ensayo.
degradado.

c) Paso de deteccién Asegurese de que la deteccién de fluorescencia
incorrecto o ausente tiene lugar durante el paso de

annealing/extensién combinada.

d) Cantidad insuficiente Si es posible, aumente la cantidad de plantilla.
de plantilla inicial Asegurese de que hay suficientes copias del
ADN de plantilla en la muestra.

e) Problemas con la Compruebe las condiciones de conservacion del
plantilla inicial ADN de plantilla inicial.

La eliminacién eficaz de los inhibidores de la
PCR es esencial para obtener resultados
6ptimos. Purifique los dcidos nucleicos de su
muestra mediante un método de purificacion
adecuado. Asegurese de que todos los reactivos,
tampones y soluciones empleados para aislar y
diluir los dcidos nucleicos de plantilla estén libres
de nucleasas.
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Comentarios y sugerencias

f) Eleccién errénea del Asegurese de que estd activado el canal de
filtro/canal de deteccion correcto o que el juego de filtros
deteccion escogidos es el correcto para cada colorante

indicador. Asegurese de que la combinacién
escogida de colorantes indicadores es
compatible con los canales de deteccion o los
juegos de filtros seleccionados.

g) Control de ADN Realice nuevas diluciones en serie del ADN de
degradado control con la solucién de partida. Repita el
ensayo con las nuevas diluciones.

Diferencias en los valores C; o en la eficacia de las PCR entre ciclos

a) Condiciones de ciclado Empiece siempre con las condiciones
incorrectas optimizadas de ciclado especificadas en los
protocolos. Asegurese de que las condiciones de
ciclado incluyen el paso inicial de activacién de
la ADN-polimerasa y los tiempos especificados
para la desnaturalizacién y el
annealing/extensién.

b) Configuracién de Compruebe la configuracién de andlisis
andlisis (es decir, (configuracién del umbral y de la linea de base)
configuracién del para cada colorante indicador. Repita el andlisis
umbral y de la linea de  con una configuracién éptima para cada
base) no éptima colorante indicador.

Ausencia de linealidad en la proporcién entre el valor C; y el
logaritmo del punto de corte de la cantidad de plantilla

Cantidad de plantilla La linealidad esté garantizada dentro del rango
en muestra de la curva estdndar. Cuando las sefales
desconocida aparecen en valores C; muy tempranos, diluya
demasiado alta la muestra y repita la reaccién.

Aumento de la fluorescencia o del valor C; para control sin plantilla

a) Contaminacién de los  Deseche todos los componentes del ensayo
reactivos (p-€j., la mezcla maestral).

Repita el ensayo utilizando nuevos componentes.
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Comentarios y sugerencias

b) Minima degradaciéon Compruebe los esquemas de amplificacién y
de la sonda, causante  ajuste la configuracién del umbral.
de un aumento
oscilante de la
fluorescencia

c) Problemas de Dependiendo del instrumento, existen diferentes

interferencia técnicas para evitar la interferencia espectral al
usar multiples fluoréforos para ensayos
multiplex. Sin embargo, en los pocillos de NTC
podria observarse una interferencia minima
como resultado de la superposicién espectral
residual, especialmente si el instrumento necesita
ser calibrado.

Intensidad variable de la fluorescencia

a) Contaminacién del Las reacciones se contaminaron con ADN diana.
ciclador en tiempo real Descontamine las estaciones de trabajo en
tiempo real y el ciclador conforme a las
instrucciones del fabricante. Use nuevos
reactivos y soluciones.

b) Ciclador a tiempo real  Vuelva a calibrar el ciclador en tiempo real

necesitado de conforme a las instrucciones del fabricante.
calibracién

c) Curva ondulada ante En la configuracién de andlisis, reduzca el
altas cantidades de numero de ciclos empleados para el cdlculo de
plantilla para dianas la sefial de ruido (si el ciclador en tiempo real lo
muy concentradas permite) o reduzca la cantidad de plantilla.

La pendiente de la curva estandar difiere significativamente de -3,33 o
el valor R? es significativamente inferior a 0,98-0,99.

a) Contaminacién del Descontamine el ciclador en tiempo real
ciclador en tiempo real conforme a las instrucciones del fabricante.

b) Ciclador a tiempo real  Vuelva a calibrar el ciclador en tiempo real
y/o pipetas necesitadas conforme a las instrucciones del fabricante.

de calibracion Calibre las pipetas para minimizar la

variabilidad de pipeteado.
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Comentarios y sugerencias

Curva ondulada ante
altas cantidades de
plantilla para dianas
muy concentradas

Problema con la
dilucién de estdndares

La placa no estaba
sellada

Se produjo un error

durante la dilucién del
estdndar de ADN

Se introdujeron valores
de concentracidn
incorrectos en el
software

Fluorescencia anormal

Variacidn estadistica

En la configuracion de andlisis, reduzca el
numero de ciclos empleados para el cdlculo de
la sefal de ruido o reduzca la cantidad de
plantilla.

Asegurese de que el estdndar de ADN estd
completamente descongelado y mezclado
meticulosamente antes de su uso.

Asegurese de que las diluciones del esténdar de
ADN estdn mezcladas meticulosamente antes de
retirar cada cantidad alicuota para la dilucién en
serie.

No utilice un volumen de muestra distinto a 2 ul.

Cambie las puntas de las pipetas entre cada
paso de la dilucién.

Selle cuidadosamente las placas para evitar la
evaporacion.

Compruebe todos los célculos y repita la
dilucién del estdndar de ADN.

Compruebe las concentraciones de todas las
muestras utilizadas para generar la curva
estdndar.

No escriba en la placa. Manipule las placas con
cuidado. Use guantes.

Cierta variacién en la reaccién es normal,
especialmente con la presencia de la diana de
ADN en un nUmero bajo de copias. Realice al
menos duplicados de la curva estdndar con el fin
de minimizar el efecto de esta variacion. Retire
la dilucién de 0,0048828125 ng/ul del estandar
de ADN de la curva estdndar cambiando el tipo
de muestra a “Unknown”.
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Bibliografia

QIAGEN mantiene online una extensa base de datos actualizada de
publicaciones cientificas en las que se utilizan los productos de QIAGEN. Las
exhaustivas opciones de bisqueda permiten al usuario encontrar los articulos
gue necesita, ya sea mediante una bidsqueda sencilla de una palabra clave o
especificando la aplicacién, el drea de investigacién, el titulo, etc.

Para obtener una lista bibliogréfica completa, visite la base de datos
bibliogréfica online de QIAGEN en www.giagen.com/RefDB/search.asp o
péngase en contacto con el Servicio Técnico de QIAGEN o con su distribuidor
local.

Referencias citadas

Whitcombe, D., Theaker, J., Guy, S.P., Brown, T. and Little, S. (1999) Detection of
PCR products using self-probing amplicons and fluorescence. Nat. Biotechnol. 17,
804.
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Informacién para pedidos

Producto Contenido N° de
referencia

Investigator Mezcla de cebador, mezcla de reaccién, 387116

Quantiplex HYres Control DNA (ADN de control) y TE Buffer

Kit (200) (tampén de dilucion TE)

Kits relacionados

Investigator Mezcla de cebador, mezcla de reaccién, 387016
Quantiplex Kit (200) Control DNA (ADN de control) y Dilution
Buffer (tampén de dilucién)

Investigator DIPplex  Mezcla de cebador, mezcla de reaccién, 384013
Kit (25) DNA Polymerase (ADN polimerasal),

Control DNA (ADN de control), escalera

alélica, estdndar de tamafo de ADN y

agua libre de nucleasas

Investigator DIPplex ~ Mezcla de cebador, mezcla de reaccién, 384015
Kit (100) DNA Polymerase (ADN polimerasal),

Control DNA (ADN de control), escalera

alélica, estdndar de tamafo de ADN y

agua libre de nucleasas

Software de andlisis

Investigator IDproof  Paquete de software en CD incluidos 9020775
Software archivos de instalacién para las versiones

Desktop (escritorio), Server (servidor) y

Client (cliente) del software IDproof

Investigator IDproof  Uso gratuito de la versién Desktop 389001
Demo Key (escritorio) del software IDproof durante los
30 dias siguientes a su instalacién

Investigator IDproof  Permite el uso ilimitado de la versién 389002
Single Key Desktop (escritorio) del software;

instalacién en una Unica estacién de

trabajo con una base de datos local

Investigator IDproof ~ Permite la configuracién de un servidor 389003
Server Key gue mantenga la base de datos y el

acceso a la base de datos a través de

diversas estaciones de trabajo. Debe

adquirirse junto con la Client Key (clave

cliente)
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Producto

Investigator IDproof
Client Key

Investigator IDproof
Mixture Software

Investigator IDproof
Mixture Demo Key

Investigator IDproof
Mixture Single Key

Investigator IDproof
Mixture Server Key

Investigator IDproof
Mixture Client Key

76

Contenido N2 de
referencia

Debe adquirirse junto con la Server Key 389004

(clave servidor)

Paquete de software en CD incluidos 9020777

archivos de instalacién para las versiones
Desktop (escritorio), Server (servidor) y
Client (cliente) del software IDproof Mixture

Uso gratuito de la versiéon Desktop 389401
(escritorio) del software IDproof Mixture

durante los 30 dias siguientes a su

instalacién

Permite el uso ilimitado de la versién 389402
Desktop (escritorio) del software;

instalaciéon en una Unica estacién de

trabajo con una base de datos local

Permite la configuracién de un servidor 389403
gue mantenga la base de datos y el

acceso a la base de datos a través de

diversas estaciones de trabajo. Debe

adquirirse junto con la Client Key (clave

cliente)

Debe adquirirse junto con la Server Key 389404
(clave servidor)
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Producto Contenido N2 de
referencia

Extraccién y purificacion de ADN

QIAamp® DNA 50 QlAamp MinElute® Columns 56504
Investigator Kit (50)  (columnas QlAamp MinElute), Proteinase

K (proteinasa K), Carrier RNA (ARN

transportador), Buffers (fampones),

Collection Tubes (tubos de recogida, 2

ml)

EZ1® DNA Reagent Cartridges (cartuchos de reactivo 952034
Investigator Kit (48)  DNA Investigator), Disposable Filter-Tips

(puntas con filtro desechables),

Disposable Tip-Holders (portapuntas

desechables), Sample Tubes (tubos de

muestra, 2 ml), Elution Tubes (tubos de

eluciéon, 1,5 ml), G2 Buffer (tampén G2),

Proteinase K (proteinasa K), Carrier RNA

(ARN transportador)

MinElute Reaction 50 MinElute Spin Columns (columnas de 28004
Cleanup Kit (50)° centrifugado MinElute), Buffers

(tampones), Collection Tubes (tubos de

recogida, 2 ml)

Rotor-Gene Q

Rotor-Gene Q 2plex Ciclador para PCR en tiempo real con Consultar
dos canales, ordenador portdtil, software,
accesorios, 1 afo de garantia para piezas
y mano de obra

Rotor-Gene Q 2plex Ciclador para PCR en tiempo real y Consultar
HRM analizador de disociacién de alta

resolucién (High Resolution Melt) con dos

canales mds canal HRM, ordenador

portdtil, software, accesorios, 1 afo de

garantia para piezas y mano de obra

Rotor-Gene Q 5plex Ciclador para PCR en tiempo real con 5 Consultar
canales (verde, amarillo, naranja, rojo y
carmesi), ordenador portdtil, software,
accesorios, 1 ano de garantia para piezas
y mano de obra

Manual del kit Investigator Quantiplex HYres 08/2012 77



Producto Contenido N2 de
referencia

Rotor-Gene Q 5plex Ciclador para PCR en tiempo real y Consultar
HRM analizador de disociacién de alta resolucion

(High Resolution Melt) con 5 canales més

canal HRM, ordenador portdtil, software,

accesorios, 1 afo de garantia para piezas y

mano de obra

Rotor-Gene Q 6plex Ciclador para PCR en tiempo real con 6 Consultar
canales, ordenador portétil, software,
accesorios, 1 ano de garantia para piezas
y mano de obra

Si desea obtener informacién actualizada sobre la licencia y las exenciones de
responsabilidad especificas del producto, consulte el manual o la guia de
usuario del kit de QIAGEN correspondiente. Los manuales y las guias de
usuario de los kits QIAGEN estdn disponibles en www.giagen.com o pueden
solicitarse al Servicio Técnico de QIAGEN o a su distribuidor local.
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Marcas comerciales: QIAGEN®, QlAamp®, QlAgility®, Investigator®, MinElute®, Q-Bond®, QuantiTect®, Rotor-Gene®, Scorpions®, 4NS1C® (QIAGEN
Group); Applied Biosystems®, FAM™, VIC® (Applera Corporation o sus subsidiarios); Cy™(GE Healthcare); Excel® (Microsoft Corporation); Yakima
Yellow® (Epoch). Incluso en aquellos casos en los que no se indica de manera explicita, no debe asumirse que las marcas comerciales, nombres
registrados, etc., no estan protegidos por la ley.

Acuerdo de licencia limitada para el kit Investigator Quantiplex HYres

La utilizacién de este producto implica por parte de cualquier comprador o usuario del producto la aceptacién de los siguientes términos:

1.

o > 0N

El producto puede utilizarse Unicamente conforme a los protocolos suministrados con el producto y a este manual y para su uso exclusivo con
los componentes incluidos en el kit. QIAGEN no ofrece licencia alguna bajo ninguna de sus propiedades intelectuales para incorporar o utilizar
los componentes contenidos en este kit con componentes no incluidos en el mismo, excepto segin se describe en los protocolos
proporcionados con el producto, en este manual y en los protocolos adicionales disponibles en www.giagen.com. Algunos de estos protocolos
adicionales han sido suministrados por usuarios de QIAGEN para usuarios de QIAGEN. Estos protocolos no han sido rigurosamente
comprobados ni optimizados por QIAGEN. QIAGEN no los garantiza ni ofrece garantias de que no infrinjan los derechos de terceros.

Aparte de las licencias expresamente especificadas, QIAGEN no garantiza que este kit ni su(s) uso(s) no infrinja(n) los derechos de terceros.
Este kit y sus componentes tienen licencia para un solo uso y no pueden ser reutilizados, reacondicionados ni revendidos.
QIAGEN renuncia especificamente a cualquier otra licencia, explicita o implicita, distinta de las licencias expresamente especificadas.

El comprador y el usuario del kit aceptan no realizar ni permitir a otros realizar ningin paso que pueda conducir a acciones que hayan sido
prohibidas en las especificaciones anteriores o que pueda facilitarlas. QIAGEN se reserva el derecho de emprender acciones legales ante
cualquier tribunal para el cumplimiento de las prohibiciones especificadas en este Acuerdo de Licencia Limitada y recuperard todos los gastos
derivados de la investigacién y de los costes del juicio, incluidos los honorarios de abogacia, en cualquier accién emprendida para hacer
cumplir este Acuerdo de licencia limitada o cualquier otro derecho de propiedad intelectual en relacién con este kit y/o sus componentes.

Este Producto se vende bajo un acuerdo de licencia con Epoch para su uso exclusivo en los campos de diagnéstico in vitro (DIV) y biologia aplicada
y no puede utilizarse para cualquier otro tipo de investigacién comercial o clinica o para cualquier otro uso fuera de sus campos de aplicacién.

Para obtener los términos actualizados de la licencia, visite www.giagen.com.

© 2012 QIAGEN, todos los derechos reservados.
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