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Informacgoes de seguranca

Informacoes de seguranca

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

Os seguintes tipos de informacdes de seguranca aparecem
ao longo deste manual.

AVISO

A\

O termo AVISO ¢ utilizado para o informar sobre
situagdes que poderdo resultar em lesdes pessoais
ou noutros individuos.

Séo fornecidas informacdes detalhadas sobre estas
circunstancias numa caixa semelhante a esta.

CUIDADO

A\

O termo CUIDADO ¢ utilizado para o informar sobre
situagdes que poderdo resultar em danos no
instrumento ou noutro equipamento.

Sao fornecidas informacées detalhadas sobre estas
circunsténcias numa caixa semelhante a esta.

As recomendacdes constantes deste manual destinam-se a
complementar, e ndo a substituir, os requisitos de seguranca
normais em vigor no pais do utilizador.
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Informacgées de seguranca

1.1 UtilizacGo adequada
AVISO/ Risco de lesdes pessoais e danos materiais W1l
CUIDADO | A utilizagéo indevida do Rotor-Gene Q MDx pode
provocar lesdes pessoais ou danos no instrumento.
A O Rotor-Gene Q MDx deve ser utilizado apenas por
pessoal qualificado e com a devida formacéo.
Qualquer procedimento de assisténcia técnica do
Rotor-Gene Q MDx deve ser efetuado apenas por
especialistas da Assisténcia local da QIAGEN.
AVISO/ Risco de lesdes pessoais e danos materiais [W2]
CUIDADO | O Rotor-Gene Q MDx é um instrumento pesado. Para
evitar lesdes pessoais ou danos no equipamento, tenha
cuidado quando o levantar.
AVISO/ Risco de lesdes pessoais e danos materiais (W3]
CUIDADO | Nao tente movimentar o Rotor-Gene Q MDx durante o seu
funcionamento.
CUIDADO | Danos no instrumento [C1]

A\

Evite derramar dgua ou substéncias quimicas sobre o Rotor-
Gene Q MDx. Os danos provocados pelo derrame de dgua
ou de substancias quimicas irGo anular a sua garantia.

Nota: Em caso de emergéncia, desligue o Rotor-Gene Q MDx
no interruptor de alimentagdo na parte traseira do instrumento
e retire o cabo de alimentacdo da tomada.

AVISO/
CUIDADO

A\

Risco de lesdes pessoais e danos materiais

Néo tente abrir a tampa durante uma experiéncia ou
enquanto o Rotor-Gene Q MDx estiver a rodar. Caso
contrdrio, se conseguir desbloquear a fechadura da tampa
e aceder ao interior, corre o risco de entrar em contacto
com pecas quentes, sob tensdo elétrica ou em movimento
a altas velocidades, podendo causar lesdes ao utilizador
ou danos no equipamento.

w4
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AVISO/
CUIDADO

A\

Risco de lesdes pessoais e danos materiais [W5]
Caso precise de parar rapidamente uma experiéncia,
desligue o equipamento da fonte de alimentacéo e depois
abra a tampa. Permita que a cémara arrefeca antes de
aceder ao interior. Caso contrdrio, corre o risco de lesdes
pessoais ao focar em pecas que estdo quentes.

AVISO/
CUIDADO

>

Risco de lesdes pessoais e danos materiais [Wé]
Se o equipamento for utilizado de uma maneira diferente
da especificada pelo fabricante, a protecdo fornecida pelo
equipamento poderd ser afetada.

AVISO/
CUIDADO

>

Risco de lesdes pessoais e danos materiais W7]
Papel solto debaixo do Rotor-Gene Q MDx interfere com o
arrefecimento do instrumento. E recomendado que a drea
por baixo do equipamento esteja livre e desimpedida.

CUIDADO

>

Danos no instrumento [C2]
Utilize sempre um anel de bloqueio no rotor. Isto evita que
as tampas saltem dos tubos durante a experiéncia. Se as
tampas saltarem dos tubos durante uma experiéncia,
podem danificar a cdmara.

CUIDADO

>

Danos no instrumento [C3]
Inspecione visualmente e certifique-se de que o rotor ndo
estd danificado ou deformado antes de cada execugdo.

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

o Rotor-Gene Q MDx e continuar a experiéncia.
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1.2

Seguranca elétrica

Desligue o cabo de alimentagdo da tomada antes de
realizar tarefas de assisténcia técnica.

AVISO

A\

Perigo elétrico (W]
E provdvel que qualquer interrupcdo do condutor de
protecdo (condutor de aterramento) no interior ou exterior
do instrumento ou a desconex&o do terminal do condutor
de protecdo torne o instrumento perigoso.

E proibida a interrupcéo intencional.

Existem tensoes fatais no interior do instrumento
Quando o instrumento estd ligado & alimentagéo elétrica,
os terminais podem estar com carga e é provével que a
abertura de tampas ou a remogéo de pegas exponha os
componentes com carga elétrica.

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

O cabo de alimentagéo deve estar ligado a uma

tomada de alimentacéo que tenha um condutor de
protecdo (aterramento).

Néo ajuste ou substitua pegas que se encontrem no
interior do instrumento.

Néo utilize o instrumento com quaisquer tampas ou
pecas removidas.

Se derramar um liquido no interior do instrumento, desligue
o instrumento, retire o cabo de alimentagéo da tomada
elétrica e contacte os Servicos de Assisténcia da QIAGEN.

Se o instrumento se tornar eletricamente instével, evite que
o pessoal o opere e contacte os Servicos de Assisténcia da
QIAGEN; o instrumento pode tornar-se eletricamente
inseguro se:

m Tanto o equipamento como o cabo de alimentacdo
parecerem estar danificados.

m O equipamento tiver sido armazenado em condigdes
desfavordveis durante um periodo prolongado.

m O equipamento tiver sido sujeito a condi¢des de
transporte adversas.
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AVISO

I\

Perigo elétrico [w9]
O equipamento tem uma etiqueta de conformidade
elétrica, que indica a tensdo e a frequéncia da fonte

de alimentagdo, bem como a poténcia do disjuntor.

O equipamento deve ser utilizado apenas nestas condigdes.

1.3 Ambiente
Condig¢ées de funcionamento
AVISO Atmosfera explosiva wW1o0]
O Rotor-Gene Q MDx néo foi concebido para ser utilizado
A numa atmosfera explosiva.
CUIDADO | Danos no instrumento [C4]

A\

A luz solar direta poderd manchar pecas do equipamento
e causar danos nas pecas pldsticas.

O Rotor-Gene Q MDx deve encontrar-se longe de luz
solar direta.

1.4

Seguranca biolégica

As amostras e os reagentes que contém materiais de origem
biolégica devem ser considerados como potencialmente
infeciosos. Utilize procedimentos laboratoriais seguros
conforme descrito em publicagées, tais como Biosafety

in Microbiological and Biomedical Laboratories, HHS
(www.cdc.gov/od/ohs/biosfty/biosfty.htm).

Amostras

As amostras podem conter agentes infeciosos. Deve estar
ciente do perigo que tais agentes representam para a sadde
e, consequentemente, deve utilizar, armazenar e eliminar as
amostras de acordo com os regulamentos de seguranca
necessArios.
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AVISO

Amostras que contém agentes infecciosos W11]
Algumas amostras utilizadas com este instrumento podem
conter agentes infeciosos. Manuseie estas amostras com
o maior cuidado e de acordo com os regulamentos de
seguranga necessdrios.

Utilize sempre éculos de protecdo, 2 pares de luvas

e uma bata de laboratério.

A entidade responsdvel (por exemplo, o diretor do
laboratério) tem de tomar as precaucdes necessdrias

para assegurar que o local de trabalho envolvente é seguro
e que os operadores do instrumento possuem a formagéo
adequada e ndo estéo expostos a niveis perigosos de
agentes infeciosos, tal como estabelecido nas fichas de
dados de seguranca (Safety Data Sheets, SDS) aplicdveis ou
nos documentos da OSHA*, ACGIHt ou COSHH*.

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

1.5

Substdncias quimicas

AVISO

A\

Produtos quimicos perigosos W12]
Algumas substéncias quimicas utilizadas com este
instrumento podem ser perigosas ou fornar-se perigosas
apéds a concluséo da execugdo do protocolo.

Utilize sempre éculos de protegdo, luvas e uma bata de
laboratério.

A entidade responsdvel (por ex., gestor de laboratério) tem
de tomar as precaucdes necessdrias para garantir que o
local de trabalho circundante esté em seguranca e que os
operadores do equipamento ndo sdo expostos a niveis
perigosos de substancias téxicas (quimicas e bioldgicas),
tal como estabelecido nas fichas de dados de seguranca
(Safety Data Sheets, SDS) aplicdveis ou nos documentos
OSHA*, ACGIH' ou COSHH*.

A extragdo de fumos e a eliminagéo de residuos tém de estar
em conformidade com todos os regulamentos e leis nacionais,
estatais e locais em matéria de sadde e seguranca.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (Estados Unidos da América).
t ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (Estados Unidos da América).
# COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (Reino Unido).
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1.6

1.7

Fumos téxicos

Se trabalhar com solventes voldteis ou substdncias téxicas,
deverd dispor de um sistema de ventilagéo laboratorial
eficaz para remover os vapores que possam ser produzidos.

Eliminacdo de residuos

Os consumiveis e componentes de pldstico utilizados podem
conter substéncias quimicas perigosas ou agentes infeciosos.
Estes residuos devem ser recolhidos e eliminados
adequadamente de acordo com os regulamentos de
seguranca locais.

Riscos mecénicos

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

AVISO

A\

Pecas moéveis W13]
Para evitar o contacto com pegas méveis durante o
funcionamento do Rotor-Gene Q MDx, o instrumento deve
estar em utilizagdo com a tampa fechada.

AVISO/
CUIDADO

A

Risco de lesdes pessoais e danos materiais W14]
Abra e feche cuidadosamente a tampa do

Rotor-Gene Q MDx para evitar entalar dedos

ou pecas de roupa.

CUIDADO

A\

Danos no instrumento [C5]
Certifique-se de que o rotor e o anel de bloqueio se
encontram instalados corretamente. Se o rotor ou o anel
de bloqueio apresentarem sinais de danos mecanicos ou
corros@o, ndo utilize o Rotor-Gene Q MDx; contacte os
Servicos de Assisténcia da QIAGEN.
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CUIDADO

VAN

Danos no instrumento [Cé]
As partes mecénicas podem bloquear quando o
Rotor-Gene Q MDx ¢ iniciado imediatamente apés a
entrega em climas frios.

Deixe o instrumento aclimatizar-se & temperatura
ambiente pelo menos durante uma hora, antes de o ligar.

A\

AVISO Pecas moéveis W15]
No caso de avaria causada por falha de energia, remova

A o cabo de alimentacéo e espere 10 minutos antes de
tentar abrir manualmente a tampa.

AVISO Risco de sobreaquecimento W16]

Para assegurar uma ventilacéo adequada, mantenha uma
disténcia minima de 10 cm na parte traseira e nas partes
laterais do Rotor-Gene Q MDx.

As fendas e as aberturas que asseguram a ventilagéo do
Rotor-Gene Q MDx ndo devem ser tapadas.

1.8 Perigo de aquecimento
AVISO Superficie quente W17]
A cdmara do Rotor-Gene Q MDx pode atingir
A temperaturas acima dos 120 °C. Evite tocar no mesmo
guando estiver quente.
AVISO Superficie quente [W18]

A

Quando uma execucdo estiver em pausa, o
Rotor-Gene Q MDx nédo ird arrefecer completamente até a
temperatura ambiente. Tenha cuidado antes de manusear
o rotor ou quaisquer tubos do equipamento.

1-8
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1.9 Manutencao

Efetue a manutengao tal como descrito na Seccdo 9. A
QIAGEN cobra pelas reparagdes que forem necessdrias
devido a manutencgéo incorreta.

AVISO/ Risco de lesdes pessoais e danos materiais [W19]

CUIDADO | Efetue apenas a manutengdo especificamente descrita
: neste manual do utilizador.
AVISO Risco de incéndio [W20]

A\

Quando limpar o Rotor-Gene Q MDx com desinfetante &
base de dlcool, deixe a tampa do Rotor-Gene Q MDx
aberta de modo a permitir a dispersdo de vapores
inflaméveis.

Limpe o Rotor-Gene Q MDx apenas quando a cdmara
tiver arrefecido.

A\

AVISO/ Risco de choque elétrico W21]
CUIDADO | Néao desmonte o instrumento Rotor-Gene Q MDx.
CUIDADO | Danos no compartimento do instrumento [c7]

Nunca limpe o compartimento do instrumento com élcool
ou solugdes & base de dlcool. O dlcool ird danificar o
compartimento. Para limpar o compartimento, utilize
apenas dgua destilada.
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1.10

Simbolos no Rotor-Gene Q MDx

Simbolo

Localizacao

Descrigéio

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

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

Parte traseira do
instrumento

Consultar as instrucdes de utilizagdo

Placa de caracteristicas
na parte traseira do
instrumento

Marcagéo CE para conformidade
europeia

Placa de caracteristicas
na parte traseira do
instrumento

Dispositivo médico de diagndstico
in vitro

Placa de caracteristicas
na parte traseira do
instrumento

Marca da certificacgo CSA para o
Canadd e os EUA

Placa de caracteristicas
na parte traseira do
instrumento

Fabricante legal

Placa de caracteristicas
na parte traseira do
instrumento

Marcagdo REEE para a Europa

Placa de caracteristicas
na parte traseira do
instrumento

Marca FCC da United States Federal

Communications Commission

Placa de caracteristicas
na parte traseira do
instrumento

Marca RCM para a Austrdlia
(identificagdo do fornecedor
N17965)

Placa de caracteristicas
na parte traseira do
instrumento

Marcacéo RoHS para a China

(a restricdo de utilizagdo de certas
substancias perigosas em
equipamentos elétricos e eletronicos)
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Introducdo

2 Introducdo

Obrigado por ter escolhido o Rotor-Gene Q MDx. Temos a
certeza de que este instrumento se tornard parte integrante
do laboratério onde trabalha.

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

Tenha em atengdo que o Rotor-Gene Q MDx existe em
varias configuragdes. Para obter mais detalhes, incluindo
informagdes de encomendas, consulte o Apéndice C.

2.1 Informacgées gerais

2.1.1 Assisténcia técnica

Na QIAGEN, orgulhamo-nos da qualidade e da
disponibilidade da nossa assisténcia técnica. Os nossos
departamentos de servicos de assisténcia técnica sdo
compostos por cientistas experientes com conhecimentos
prdticos e tedricos abrangentes em biologia molecular e
utilizagdo dos produtos QIAGEN. Em caso de duvidas ou de
quaisquer dificuldades em relag@o ao Rotor-Gene Q MDx ou
aos produtos QIAGEN de um modo geral, nGo hesite em
contactar-nos.

Os clientes da QIAGEN séo a principal fonte de informacgédo
no que diz respeito as utilizagdes avangadas ou
especializadas dos nossos produtos. Estas informacdes sGo
Uteis a outros cientistas, bem como aos investigadores da
QIAGEN. Por conseguinte, incentivamo-lo a contactar-nos,
caso tenha alguma sugestdo acerca do desempenho dos
produtos ou de novas aplicagdes e técnicas.
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2.1.2

2.1.3

2.2

Para obter assisténcia técnica e mais informagdes, contacte
um dos departamentos de Servicos de Assisténcia da
QIAGEN ou distribuidores locais (consulte a contracapal).

Para obter informacdes atualizadas sobre o Rotor-Gene Q MDx,
visite o site www.giagen.com/products/rotor-genegmdx.aspx.

Declaracéo de politica

Faz parte da politica da QIAGEN melhorar os produtos &
medida que véo sendo disponibilizados novos componentes
e técnicas. A QIAGEN reserva-se o direito de alterar as
especificacdes em qualquer altura.

De forma a podermos produzir uma documentacdo Util e
apropriada, agradeciamos que nos enviasse os seus
comentdrios acerca deste manual do utilizador. Contacte os
Servicos de Assisténcia da QIAGEN.

Gestdo da versdo

Este documento corresponde & versdo 2.0 do Manual do
utilizador Rotor-Gene Q MDx, revisdo R2 para os
instrumentos Rotor-Gene Q MDx que utilizam o software
Rotor-Gene Q, verséo 2.3.4 ou superior.

Utilizacao prevista do Rotor-Gene Q MDx

O instrumento Rotor-Gene Q MDx foi concebido para a
realizagdo de termociclagem em tempo real, detecdo e/ou
quantificagdo utilizando a reagdo em cadeia da polimerase
(Polymerase Chain Reaction, PCR) em aplicagdes clinicas.

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

Se o instrumento Rotor-Gene Q MDx for utilizado com
outros kits que né&o os da QIAGEN, é da responsabilidade
do utilizador validar o desempenho dessa combinagéo de
produtos para qualquer aplicacdo especifica.
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Introducdo

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

O instrumento Rotor-Gene Q MDx destina-se a ser utilizado
por profissionais, tais como técnicos e médicos formados em
técnicas de biologia molecular e na utilizagdo do
Rotor-Gene Q MDx.
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Esta pdgina foi intencionalmente deixada em branco
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3.1

Orificios de ventilacdo ’/’

Pega da tampa

Cémara do rotor

Luzes de estado
do instrumento

Descri¢do geral

O Rotor-Gene Q MDx é um instrumento inovador que
permite real-time PCR de alta precisdo e que é altamente
adequado para aplicacdes de diagnéstico in vitro em
combinagdo com kits com a marca IVD da QIAGEN.

O software poderoso e intuitivo garante simplicidade para
os iniciantes, assim como uma plataforma experimental
aberta para os utilizadores avangados.

Desempenho térmico

O Rotor-Gene Q MDx utiliza um modelo sofisticado de
aquecimento e arrefecimento para atingir condigdes de
reagdo étimas. O formato rotativo Unico garante uma
uniformidade 6tica e térmica ideal entre as amostras, o que
é essencial para uma andlise precisa e fidvel.

As amostras centrifugam continuamente a 400 rpm durante
uma execugdo. A centrifugacdo previne a condensacéo e
elimina bolhas de ar, mas ndo forma um pellet de ADN.
Para além disso, as amostras ndo necessitam de ser viradas
para baixo antes de uma execugdo.

As amostras séo aquecidas e arrefecidas num forno de
baixa massa de ar. O aquecimento é atingido através de um
elemento de nicromo na tampa. A cémara é arrefecida
através da extragdo do ar pelo topo da cdmara enquanto é
aplicado ar & temperatura ambiente pela base.
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Aguecimento
A ventoinha de
centrifugagdo faz Os elementos
circular o ar pela do oguecedor
c&dmara ligam

Os orificios de ventilagéo
da cdmara fecham para

conter o ar
Arrefecimento
A ventoinha de
centrifugacéo faz Os elementos
¢ circular o ar pela do aquecedor
cédmara desligam

Os orificios de ventilagéo
da cdmara abrem para
expelir o ar quente

A ventoinha de
centrifugacéo faz entrar
o ar na cdmara

Entrada de ar frio

llustragéo do sistema de aquecimento e arrefecimento.
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3.2 Sistema ético

Com uma escolha de até 6 fontes de excitacéo e 6 filtros de
detecdo combinados com uma trajetéria tica curta e fixa, o
Rotor-Gene Q MDx pode ser utilizado para reagdes
multiplex, assegurando uma variabilidade da fluorescéncia
minima entre amostras e eliminando a necessidade de
calibrag@o ou compensacéo.

As amostras sé@o excitadas a partir do fundo da cdmara por
um diodo emissor de luz. A energia é transmitida afravés
das paredes finas na base do tubo. A fluorescéncia emitida
atravessa os filtros de emiss@o na parte lateral da cémara e
é posteriormente recolhida por um fotomultiplicador. A
trajetéria otica fixa assegura uma excitagé@o consistente para
cada amostra, o que significa que ndo hd necessidade de
utilizar um corante interno passivo de referéncia, como o

ROX™.

Céamara de reacdo

Filtros de
detecéo

Conjunto do

detetor PMT
Os tubos no rotor Conjunto
giram e passam da fonte
pela ética de luz
— - LED

Conjunto do
eixo/motor

llustracdo do sistema ético.
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Canais disponiveis

Canal Excitacéo Detecdo  Exemplos de
(nm) (nm) fluoréforos

detetados

Blue 365+20 460+20  Marina Blue®, Edans
Bothell Blue, Alexa
Fluor® 350, AMCA-X,
ATTO 390

Green 470+10 510+5 FAM®, SYBR® Green |,
Fluorescein,
EvaGreen®, Alexa
Fluor 488

Yellow 5305 557=+5 JOE™, VIC®, HEX™,
TET™, CAL Fluor®
Gold 540, Yakima
Yellow®

Orange 585+5 610+5 ROX, CAL Fluor Red
610, Cy®3.5, Texas
Red®, Alexa Fluor 568

Red 625+10 660+10  Cy5, Quasar® 670,
LightCycler® Red640,
Alexa Fluor 633

Crimson 6805 712 passa- Quasar 705,

alto LightCycler Red705,

Alexa Fluor 680

Fuséode 46020 510+5 SYBR Green |,

alta SYTO®9, LC Green®,

resolucdo LC Green Plus+,

(High EvaGreen

Resolution

Melt, HRM)

Nota: Os kits QIAGEN indicados para utilizagdo com
os instrumentos Rotor-Gene Q MDx s@o otimizados
relativamente a certas combinagdes de corantes.
Consulte os manuais dos kits correspondentes para

obter mais informacdes.
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4 Procedimentos de instalacdo

4.1 Requisitos relativamente ao local

Os instrumentos Rotor-Gene Q MDx devem ficar localizados
longe da luz solar direta, afastados de fontes de calor,
fontes de vibracdo e de interferéncia elétrica. Consulte o
Apéndice A para obter informacées acerca das condigdes de
funcionamento (temperatura e humidade). No local de
instalagdo ndo deve haver correntes de ar, humidade ou pé
em excesso e o mesmo ndo deve estar sujeito a grandes
flutuagdes de temperatura.

Consulte o Apéndice A para obter informacées acerca do
peso e dimensdes dos instrumentos Rotor-Gene Q MDx.
Certifique-se de que a bancada de trabalho estd seca, limpa
e tem espago adicional para acessérios. Para mais
informagdes acerca de especificagdes necessdrias para a
bancada de trabalho, contacte os Servigos de Assisténcia da
QIAGEN.

Nota: E extremamente importante que o instrumento
Rotor-Gene Q MDx seja colocado numa superficie estdvel,
sem niveis ou vibragdes. Consulte as condicdes de
funcionamento — consulte o Apéndice A.

O instrumento Rotor-Gene Q MDx deve ser colocado a
aproximadamente 1,5 m de uma tomada de alimentagdo de
CA devidamente ligada & terra (massal).

AVISO Atmosfera explosiva [W10]
O instrumento Rotor-Gene Q MDx néo foi concebido para
A ser utilizado numa atmosfera explosiva.

AVISO Risco de sobreaquecimento [W16]
Para assegurar uma ventilacéo adequada, mantenha uma
A disténcia minima de 10 cm na parte traseira do

instrumento Rotor-Gene Q MDx.
As fendas e as aberturas que asseguram a ventilagéo do
instrumento Rotor-Gene Q MDx ndo devem ser tapadas.
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4.2

4.3

Ligacdo a alimenta¢do de CA

Requisitos de alimentagdo

O Rotor-Gene Q MDx funciona a:
B 100-240V CA a 50-60 Hz, 520 VA (pico)

Certifique-se de que a tensdo nominal do Rotor-Gene Q MDx
é compativel com a tensdo de CA disponivel no local de
instalac@o. As flutuacdes de tens@o da rede de alimentacédo
elétrica ndo devem ultrapassar 10% das tensdes de
alimentacdo nominais.

Requisitos de ligagdo a terra

Para proteger o pessoal que utiliza este instrumento, a
QIAGEN recomenda que o Rotor-Gene Q MDx esteja
corretamente ligado & terra (massa). O instrumento esté
equipado com um cabo de alimentagdo de CA com

3 condutores que, quando ligado a uma tomada de
alimentagdo de CA adequada, liga o instrumento & terra
(massa). Para preservar esta funcdo de protecdo, ndo utilize
o instrumento a partir de uma tomada de CA que ndo esteja
ligada & terra (massa).

Instalagéo do cabo de alimentacdo de CA

Ligue uma extremidade do cabo de alimentagéo de CA &
tomada localizada na parte traseira do instrumento
Rotor-Gene Q MDx e a outra extremidade & tomada de
alimentagdo de CA.

Requisitos do PC

O computador portdtil, fornecido de forma opcional com
o Rotor-Gene Q MDx, cumpre os requisitos do software
Rotor-Gene Q, detalhados na tabela seguinte.

4-2
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Requisitos do sistema do PC

Descricdo

Requisitos minimos

Sistema operativo

Processadort

Meméria principal®
Espaco no disco rigidof
Grdficos

Portast

Unidade DVD-ROM
Dispositivo apontador

Bluetooth®

Visualizador de PDF ou
semelhante

Opcdes de energia

Microsoft® Windows® 10
Professional edition (64 bit);
Microsoft Windows 7
Professional edition (32 bit
ou 64 bit)* (Service Pack 1)
Intel® Core™ 2 Duo

1,66 GHz ou superior

Minimo de 1 GB de RAM
Minimo de 10 GB de HDD

Adaptador e ecré com pelo
menos 1200 x 800 pixeis
Porta de série RS-232 ou
porta USB

1

E necessdrio um touchpad
ou rato ou equivalente

Deve estar desligado

Deve estar instalado;
ndo faz parte dos pacotes
de instalacéo do software

Nunca desligar os discos
rigidos, colocar em
hibernacéo ou suspender

* E necessdrio o Microsoft Windows 10 ou Windows 7 Professional edition para
executar o software Rotor-Gene Q com funcionalidades de seguranca
(consulte a Secgéo 7.9). As funcionalidades de seguranca néo estéo
disponiveis se estiver a ser utilizada a Home edition do Windows 10 ou

Windows 7.

t Quando utilizar o software Rotor-Gene AssayManager® verséo 1.0 ou 2.1,
os seguintes requisitos minimos do PC séo diferentes: processador

Intel Core i3-380M, meméria principal com 4 GB de RAM, 250 GB de
espago no disco rigido, porta USB necessdria.
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4.4

Configuracdo da seguranca do
Windows 7

Os computadores portéteis que sdo fornecidos pela QIAGEN
para utilizacdo com o seu instrumento Rotor-Gene Q MDx tém
o Microsoft Windows 7 pré-instalado e sdo configurados com
uma conta de utilizador Windows padréo (ndo dministrativa)
e uma conta de administrador. Na utilizacéo de rotina do
sistema, deve ser utilizada a conta padréo, uma vez que o
software Rotor-Gene Q e o Rotor-Gene AssayManager
versdo 1.0 ou 2.1 foram concebidos para ser executados
sem direitos de administrador. A conta de administrador — a
gue tem um fundo de ambiente de trabalho vermelho — deve
ser utilizada apenas para instalar o software Rotor-Gene Q
ou o Rotor-Gene AssayManager vers@o 1.0 ou 2.1 e um
software de antivirus (consulte a seccdo "Software de antivirus").
A utilizagdo da conta de administrador é indicada por um
fundo de ambiente de trabalho a vermelho. Certifique-se de
que inicia sempre sessdo como utilizador padréo para
efeitos de utilizacdo de rotina.

A palavra-passe predefinida para a conta de administrador
é Qla#g3nlAb. Altere a palavra-passe de administrador
apds o primeiro inicio de sess@o. Certifique-se de que a
palavra-passe é segura e de que ndo a perde. Nao existe
uma palavra-passe para a conta de operador.

Caso perca a palavra-passe de administrador do portdtil,
aconselhamos que entre em contacto com a Microsoft para
obter assisténcia.

Se a sua configuracdo for diferente e néo estiver incluida
uma conta ndo administrativa, os administradores do
sistema devem configurar uma conta de utilizador Windows
padréo adicional para evitar o acesso a dreas criticas do
sistema, como Ficheiros do programa, o diretério Windows
(por exemplo, acesso & funcionalidade de instalagéo ou
desinstalacéo, incluindo aplicacdes, componentes do
sistema operativo, defini¢cdes de data/hora, atualizagdes do
Windows, firewall, direitos e fungdes de utilizador, ativagédo
de antivirus) ou defini¢des relevantes de desempenho, como
poupanca de energia.
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Para criar uma conta de utilizador padrdo no Windows 7,
siga estes passos descritos na secgéo "Criar uma nova conta
de utilizador":

Abra o painel de controlo do Windows através do menu
"Start" (Iniciar) e selecione "User Accounts" (Contas de
utilizador) > "Manage Accounts" (Gerir contas).

1. Escolha "Create a new account" (Criar uma nova conta).
-q s 12

51w = e iccsars + Mo cceurm < T o o o 5
SRELER = R

Choose the acoount you would like 1o change

Admim 2l Guest
Lvreremants | Guen scoeunt ol

—

Wikal o5 b i il

Akt gl thergn o oan e
W Set op Papens Comtsch

C —— = - -
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4.5

2.

Dé& um nome & conta e selecione "Standard User"
(Utilizador padréo) como o tipo de conta.

@1‘;_;7 31"'!-..-! H-lnlqﬂ-:mu_ﬂ: :.fr.u!e;iu.i.ﬂm v'-r:-l < F J-'

Mame the account and choose an account type

This naime will Bppaar on B Wieloome ddsedn and on the Jad mendu

Standand scoount users Can ute most softwane snd change cyvtem settings that do rct sfect other users o

Ehe security of B compuber |
Adrmanatraton

Administraters hive complete sciovi 10 the computer and can maks sy desired changes. Baged on

motification witings. sdminittraters may be ashoed 1o provide ther paseoed o confirmaticn before

eralking changes that sffect other users.

e recommarnd that you peotect every sccount with § 1R0ng pasivesed

o . Slinelard et tanl pod AN

[_Cremtedccours | | Cance

3.

Clique em "Create Account" (Criar conta).

Desembalar o Rotor-Gene Q MDx

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

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

Nota: Verifique se o instrumento e os acessérios fornecidos
n&o apresentam danos de transporte antes da instalacdo.

A caixa dos acessérios encontra-se no topo da espuma de
protecdo. A caixa dos acessérios contém:

Guia de instalacdo (inglés; tradugdes disponiveis no CD
com manuais)

CD (software)

CD (manuais)

Loading Block 96 x 0.2 ml Tubes

Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes

Rotor Holder (desmontado para transporte seguro)
36-Well Rotor (este rotor tem uma cor vermelha)
36-Well Rotor Locking Ring
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4.6

4.7

Os itens seguintes encontram-se embalados nas laterais da
espuma de protegdo:

M USB e cabo de série RS-232

B Conjunto do cabo de alimentagdo internacional

B PCR Tubes, 0.2 ml (1000)

B Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (1000)

Quando todos estes componentes tiverem sido removidos da
caixa, retire a espuma de protecdo no topo do

Rotor-Gene Q MDx. Retire cuidadosamente o Rotor-

Gene Q MDx da caixa e desembrulhe a cobertura de
pldstico. Abra a tampa, deslizando-a em direcéo a parte
traseira, para aceder & cdmara de reagédo.

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

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

Um computador portdétil poderd estar incluido na
embalagem, dependendo dos detalhes da sua encomenda.

Acessorios

Os Rotor-Discs e os acessérios podem ser encomendados
separadamente para utilizagéo com o Rotor-Gene Q MDx.
Para obter mais informagées, consulte o Apéndice C.

Instalagdo do hardware

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

CUIDADO

A\

Danos no instrumento [Cé]
As partes mecdnicas podem bloquear quando o

Rotor-Gene Q MDx é iniciado imediatamente apds a entrega
em climas frios. Deixe o instrumento aclimatizar-se &
temperatura ambiente pelo menos durante uma hora, antes
de o ligar.
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Proceda da seguinte maneira:

1.
2.

3.

Interruptor

Ligar/Desligar

Porta da fonte
de alimentagdo

Coloque o Rotor-Gene Q MDx numa superficie nivelada.

Certifique-se de que existe espacgo suficiente atrds do
instrumento para que a tampa abra totalmente.

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

Né&o obstrua a parte traseira do instrumento. Certifique-
se de que o cabo de alimentacdo pode ser facilmente
retirado, se necessdrio, para desligar a alimentagdo do
instrumento.

Ligue o cabo USB ou o cabo de série RS-232 fornecido a
uma porta USB ou de comunicacdes na parte traseira do
computador.

Ligue o cabo USB ou o cabo de série RS-232 & parte
traseira do Rotor-Gene Q MDx.

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

i~

Placa de caracteristicas Ventoinha de Porta de

incluindo o ndmero de série  arrefecimento série Porta USB

Nota: Ligue o Rotor-Gene Q MDx ao computador apenas
com o cabo USB ou o cabo de série fornecidos com o
instrumento. Néo utilize outros cabos.
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4.8 Instalacao do software

1. Para instalar o software Rotor-Gene Q, insira o CD
(software) fornecido com o instrumento na unidade de
CD no computador.

2. Selecione "Install Operating Software" (Instalar software
de funcionamento) na janela que é apresentada.
Nota: Consulte o Guia de instalagéo do Rotor-Gene Q
fornecido com o instrumento para uma instalagéo facil e
para obter orientacbes pelos préoximos passos de
instalacdo do software.

Rotor-Gene Q — Pure Detection

[ Install Operating Software

B Exit

3. Quando o software estiver instalado, serd criado
automaticamente um icone no ambiente de trabalho.
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4. Ligue o Rotor-Gene Q MDx movendo o interruptor
localizado no lado esquerdo da parte de trds para a
posicdo "I'. Uma luz azul "Standby" (Em suspenséo) na
parte da frente do Rotor-Gene Q MDx indica que o
instrumento estd pronto a ser utilizado.

Nota: Ao iniciar pela primeira vez, ligado a um
computador, o Rotor-Gene Q MDx serd reconhecido
pelo sistema operativo e serdo apresentadas vdrias
mensagens. Consulte o Guia de instalagéo do
Rotor-Gene Q fornecido com o instrumento (CD e
edicdo impressa) para obter orientacdes.

5. Clique duas vezes no icone do ambiente de trabalho
"Rotor-Gene Q Series Software" (Software da série
Rotor-Gene Q) para iniciar o software.
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6. E apresentada uma janela "Welcome" (Bem-vindo)
quando o software é iniciado pela primeira vez, mas
ndo volta a aparecer em atualizagdes do software
posteriores.

€ |ntroductory Screen and) Initial Setup

Welcome!

‘welcome. Before you begin, the analysis
zoftware needs to know a couple of things
about the type of spstem pou are uzing.

Machine Serial Mumber :

Part:

COM1 - Auta-Detect

[ RuninVirtual Mode [For Demonstration)

Beain | Exit Program |
Machine Serial  Introduza o niUmero de série (7 digitos),
Number que pode ser encontrado na parte traseira

(NUmero de série do Rotor-Gene Q MDx.
do instrumento):

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

Auto-Detect Quando utilizar esta opgdo, a porta de

(Autodetecdo) série ou porta USB correspondente serd
detetada automaticamente e apresentada
na lista pendente "Port" (Porta).
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Run in Virtual
Mode (for
demonstration)
(Executar em
modo virtual
[para
demonstragdol):

Begin (Iniciar):

Selecionar esta caixa permite a instalagéo
do software Rotor-Gene Q num
computador que néo esteja ligado a um
Rotor-Gene Q MDx. O software estd
completamente funcional e pode simular
execugoes.

Nota: Se esta caixa estiver marcada e um
Rotor-Gene Q MDx estiver ligado ao
computador, é apresentada a seguinte
mensagem antes do inicio da execucdo:
"You are about to run in Virtual mode"
(Estd prestes a executar em Modo virtual).
Para efetuar uma execugdo real, a
configuracéo deve ser alterada na

janela "Setup" (Configuracéo) (consulte a
secgdo 7.5.4).

Quando toda a informagéo tiver sido
introduzida, clique em "Begin" (Iniciar).
Espere até que a inicializacdo esteja
concluida, o que pode demorar alguns
segundos. Se tiver sido escolhido o modo
virtual, é apresentada a seguinte
mensagem:

Rotor-Gene [ Series Software x|
This software will perform basic simulation of a machine for kraining and demaonstration purposes, You can disable this
setking via the Setup screen, accessible from the File menu,

Exit Program
(Sair do
programa):

Se a caixa "Run in Virtual Mode" (Executar
em modo virtual) ndo estiver marcada, o
software inicia e abre automaticamente.

Ao clicar neste botéo sai do programa.
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4.9

4.10

Versao do software

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

Rotor-Gene Q — Pure Detection

Software Version : 2.3.4
Machine Serial No : 123456

Model : 5.Plex HRM /\/*

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

Warning: This computer program is

protected by copyright law and international

treaties. Unauthorized reproduction of this

program, or any portion of it, may result in

severe civil and criminal penalties, and will

be prosecuted to the maximum extent

possible under the law. Portions of Info-Zip

(c) 1990-1989 Info-ZIP Phy Lid "

Esta janela apresenta informagdes gerais sobre o software,
incluindo a verséo do software, o nUmero de série e o
modelo do instrumento.

O software pode ser copiado livremente para utilizagdo
dentro de uma organizagdo que seja proprietdria de um
Rotor-Gene Q MDx. O software né&o pode ser copiado e
distribuido para terceiros fora da organizacéo.

Software adicional em
computadores ligados a instrumentos
Rotor-Gene Q MDx

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

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

4.10.1 Software antivirus

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

A selecdo e instalacdo de uma ferramenta de detecéo de
virus adequada sdo da responsabilidade do cliente. No
entanto, a QIAGEN validou a compatibilidade do software
Rotor-Gene Q e Rotor-Gene AssayManager versdes 1.0 e
2.1 com o computador portétil da QIAGEN em conjunto
com os dois software de antivirus seguintes:

B Symantec® Endpoint Protection V12.1.6

B Microsoft Security Essentials V4.10.209'

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

Rotor-Gene AssayManager verséo 1.0 ou 2.1.

1 Nota: Apés a instalag@o do "Microsoft Security Essentials", deve verificar se as
atualizagdes do Windows estdo desativadas, uma vez que a instalacdo poderd
ativar esta definicéo (leia o capitulo "Atualizagdes do sistema operativo").
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4.10.2

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

Para obter resultados consistentes apds a instalagéo de
software antivirus, os administradores do sistema devem
garantir o seguinte:

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

B Nao sao efetuadas atualizacdes & base de dados de
virus durante a utilizagéo do Rotor-Gene AssayManager
vers@o 1.0 ou 2.1.

B Certifique-se de que as andlises parciais ou totais do
disco rigido estéo desativadas durante a aquisicdo de
dados de real-time PCR. Caso contrdrio, existe o risco de
impacto negativo no desempenho do instrumento.

Leia o manual do software antivirus escolhido para obter
mais informagdes sobre configuragéo.

Firewall e redes

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

Manual do utilizador do Rotor-Gene Q MDx 10/2018 4-15



Procedimentos de instalagéo

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

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

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

CHED»3 1 Coovoipmel + 20 ComtrtPaneibems » = [ || Search e

Adjusst your computer's settings

| —

Selecione "Use recommended settings" (Utilizar definicdes
recomendadas).

)
K5 %[ 1 ControiPaet 20 Control PacelBerms + Wi Fremad = [dp |[ Searct Con B
L
Help protect your computer with Windaws Firewall
S $eMoare 1o gising 1t 18 yeut compuer
5 Turm Windors Freewal on o6
o
B Restere sefiatt
]
% Advanced mtangs e 5 e sogommended setinga
| Troublestact my netesr W
b . W Home or work (private} netwarks
f . B Public netwarks
Metanorks i pubic places susch st sipcos o cofes shap r
' Windesn Frewal state: o
Famng cenrectens Bivt 48 conneton b grigrims that nt ot ¢n the
Rt of st programs
| Aetree pubhe vt Nore
progeam

Hetificioon state Hetity e whes Windtows Frens becks o nem ‘

Aetiom Center
Metecek seed Sharing Conter
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3. Verifique se as seguintes definicdes esté@o ativas:

T e
K5 %[ 1 ControiPaet 20 Control PacelBerms + Wi Fremad =y Ty
L
Corteel Parel Home 4
Help protect your computer with Windews Firewall
Ao program e festuve Windhons Faeh 2 b poEbrt hachees 6 iy femare et e et compuie
Uhscnagh Hindowrs Fsemal iy Tr—— Ll
& Changescificstonsettngs fra—— l
B Tum Windews Frewall oa 2
o
) atnors et I & Home or work (private] networks ot Connected o
& Adanced tsngs Hetiarks st hom o werk whare 1 a0t the pecple
R et
Wiz Fasual state on
Irtomng sonnectons Eiodh ol cenneton te programs that ant et én he
Vi o4 alowed progems b
. Sttt b 2 ek (rrvate] et tizne
Hetieson e Nty me when Wiedons Pl oz # rem
| progeam
]
! l G Public networks Connested (&
| et i pubive e 3 2t ot er coffee ships
[ — on
Incsming connesons: Bl all crnessions b program that e not o the
a2 of aliowed prograens
cten puble et Hane
Natficamon st D L e —p——
esem Center
Netmack aret Sharing Conter

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

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

e =)
&5 # [ 1 Controipme 1 20 Controt PanelBerms + =] b3 }f Search Con.
Adjust your computer's settings fhoa b Sraltcens
ki
§
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2. Selecione "Change adapter settings" (Alterar defini¢des
do adaptador).

T
51 w5 1 ControlPaet 20 Contrt Pasel e » Htwort and Sy Certer =43 |[ Seart o £
5l
ol FanHo View your basic network information and set up eonnections |
— y Sou it iy
Mansge wireheas netwsrks. 1'~ ® ‘ i
e v GUAGIN-PE [
settnge
Voo e active ek
J [ ——— —
Change ptus netmerbing settings
AR ot et apeieh
= Setup s wiesen broasband, duloup, a8 boe, e VPN comedtien; ¢ 56 g 4 reuter of steeis peint
¥ wiees,
| o oo oz sod g opcons
| i 4
= Trousinhcot prokies
preblems, o
Homelroup
eteenet Optons
Windows Frewal

3. Passe o rato por cima de "Wireless Network Connection"
(Ligagéo de rede sem fios), prima o botéo direito do rato
e selecione "Disable" (Desativar) no menu de contexto.

T
&5 #[F 1 ControiPaei » Metwek andnerret + Hetwork Connacions » = 4p |] Search Wi £
| Crganses  ComatTo Change wattings o £+ 1 @

Bcns Connaction
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4.10.3

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

pes
() =[E + Contol Panel » Hetmork and nteint » Nebwork Comnections » [+ |[ . 2

Organize = - 0 ®
Vircless Network Connection

Ferramentas do sistema

Muitas ferramentas do sistema podem utilizar recursos

significativos do sistema sem qualquer interag@o por parte

do utilizador. Os exemplos tipicos dessas ferramentas sdo:

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

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

B  Qualquer software que verifica a existéncia de
atualizacdes na Internet

B Ferramentas de monitorizacdo e gestdo remotas

Tenha em atencéo que devido & natureza dinémica do
mundo de Tl, esta lista pode néo estar completa e podem
ser langadas ferramentas que néo sejam conhecidas no
momento da redacdo do presente documento. E importante
que os administradores do sistema se certifiquem de que
essas ferramentas né&o estdo ativas durante uma execucéo
de PCR.
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4.10.4 Atualizacées do sistema operativo

Os computadores portéteis fornecidos pela QIAGEN sao
configurados de forma que as atualizacées autométicas do
sistema operativo estejom desativadas. Se a sua configuracéo
for diferente, um administrador do sistema deve desativar
qualquer processo automdtico de atualizacGo do sistema
operativo, através dos seguintes passos:

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

() [ ControiPanet + 28 Contro PanelBerms »

Adjusst your cormpuer’s settings

S I
L
-
'. 2 _|
- -
' a
5
i oL T
L I
| |'
' — —
2. Selecione "Change settings" (Alterar definicées).
=)
@v ] ¢ Controi Pael + &1 Control Pasel Rerm & Window Updute = [y [ Search Com
LY

Cortel Pane Hosme

¢ for updates for your computer |
Iotest updatis 16 eriance yeus computes § ietuity sed

Mot recent chack foe updater. AT st 132 P

Updates were intkalied: K0T gt RITPNL Vi upidate hisbe
Veou recerve updates Fiot Windoms ey
d Get updines fer ether Mitrcacht prodhuiti. F
i
[
' ]

Irtubed Lipdates

B, Windews Arytire Upgrade
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3. Selecione "Never check for updates" (Nunca procurar
atualizagées).

T
AOE o T e P ey e
Choose how Windows can
e alty chesi s anvt vt the
g These settinge. When i spSates ane sxasible, 1o Gan sk el them bibcre ihuffing down the |
|
estan sstomiraly commanded)
| Dimebead updates bt et me ehescse whisher 1o ksl them
Cimeck for Ldates bust et chaota whethes ta downdoad and it thems
\ Grve me rectmimended wpditn the e sy | ecerve imgent updites
. 1 upedotes
N S Al # wuars 15 sl updates o i compuier
Hose e el mutomae vpdutes, Fesdeus r
\ dhitey stk it caling
Hicx = |

4. Verifique se a opcdo "Never check for updates" (Nunca
procurar atualizagdes) em "Important updates"
(Atualizagdes importantes) estd ativa.

=)
O et e T
Chowse how Windaws can
When by e pes s it s
g T st e e S S4tes e s, 154 I 50 el them baFare hugeng o e |
i
|
\ B T T p————
. tupdnis
i ] B o8 e et on 1 ot
Hose e el mutomae vpdutes, Fesdeus r
\ et o
b
ok | [ Cmen |

Caso sejom necessérias atualizagdes devido a questdes de
seguranca ndo detetadas, a QIAGEN fornece mecanismos
para instalar um conjunto definido de patches de seguranga
do Windows validados online (se estiver disponivel ligagdo &
Internet num computador portétil QIAGEN) ou como pacote
offline, preparado num computador separado com ligagdo
a Internet.
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Visite a pdgina do produto em QIAGEN.com para mais
informacoes.

4.11 Atualizar o software

As atualizacdes de software estdo disponiveis no site da
QIAGEN em www.giagen.com/products/rotor-
genegmdx.aspx, que também pode ser acedido a partir do
menu "Help" (Ajuda) no software. Para transferir o software,
é necessdrio efetuar o registo online.
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5.1

Procedimentos de funcionamento —
Hardware

Esta seccé@o descreve o funcionamento do
Rotor-Gene Q MDx.

Tipos de rotor

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

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

IMPORTANTE: Utilize tubos semelhantes numa execucgdo.
Né&o misture diferentes tipos de tubos ou tubos de diferentes
fabricantes, dado que isto ird afetar a uniformidade ética.
Recomendamos a utilizagdo de tubos da QIAGEN
especificamente concebidos para utilizagdo com Rotor-
Gene Q MDx (consulte o Apéndice C). Os tubos de
fabricantes alternativos podem autofluorescer, o que pode
afetar a fiabilidade dos resultados. Para além disso, os tubos
de fabricantes alternativos podem variar em comprimento e
espessura, o que pode resultar no desalinhamento da
trajetéria otica do Rotor-Gene Q MDx e reagéo no tubo. A
QIAGEN reserva-se o direito de recusar assisténcia técnica a
problemas induzidos por materiais pldsticos ndo certificados
pela QIAGEN no instrumento Rotor-Gene Q MDx.

IMPORTANTE: A utilizagdo de materiais pldsticos ndo
certificados pela QIAGEN no Rotor-Gene Q MDx pode

anular a garantia do seu instrumento.

CUIDADO

A

Danos no instrumento [C3]
Inspecione visualmente e certifique-se de que o rotor néo
estd danificado ou deformado antes de cada execugdo.
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36-Well Rotor

O 36-Well Rotor tem uma cor vermelha. O 36-Well Rotor e o
36-Well Rotor Locking Ring permitem a utilizagéo de tubos de
0,2 ml. Os tubos ndo precisam de fer tampas transparentes
dado que o Rotor-Gene Q MDx |é a fluorescéncia a partir do
fundo do tubo e ndo a partir do topo. Também podem ser
utilizados tubos com tampa arredondada.

72-Well Rotor

O 72-Well Rotor tem uma cor azul. O 72-Well Rotor e o
72-Well Rotor Locking Ring séo utilizados com Strip Tubes
and Caps, 0.1 ml, que podem ser utilizados para volumes
com um minimo de 20 ul. As tampas dispdem de um
vedante fidvel e seguro.

5-2
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Rotor-Disc 72 Rotor

O Rotor-Disc 72 Rotor tem uma cor cinzenta. O Rotor-Disc 72
Rotor e o Rotor-Disc 72 Locking Ring permitem a utilizagdo do
Rotor-Disc 72. O Rotor-Disc 72 consiste num disco com

72 pogos para utilizagdo de elevado rendimento. Para selar o
Rotor-Disc 72 é aplicada uma pelicula de polimero transparente
no topo e selada a quente. A pelicula aplica-se rapidamente e
previne a confaminacdo, proporcionando um vedante forte,
duradouro e & prova de adulteragéo. Para mais informacdes
acerca do Rotor-Disc 72, consulte a seccdo 5.3.

Rotor-Disc 100 Rotor

O Rotor-Disc 100 Rotor tem uma cor dourada. O

Rotor-Disc 100 Rotor e o Rotor-Disc 100 Locking Ring
permitem a utilizagéo do Rotor-Disc 100. O Rotor-Disc 100
consiste num disco com 100 pogos para utilizacdo de elevado
rendimento. O Rotor-Disc 100 corresponde ao equivalente
rotativo de uma placa de 96 pogos com 4 pocos de referéncia
adicionais. Facilita a integracdo do Rotor-Gene Q MDx com
fluxos de trabalho laboratoriais de 96 pogos. Os pogos
adicionais podem ser oportunamente utilizados para mais
amostras, reagdes de controlo adicionais ou reagdes de
orientagdo, sem ocupar nenhuma das posigdes dos 96 pogos
padréo. Para uma compatibilidade perfeita do fluxo de
trabalho de 96 pocos, os pocos do Rotor-Disc 100 utilizam as
convengdes de etiquetagem da placa de 96 pocos, ou seja, de
A1-A12 até H1-H12. Os 4 pogos de referéncia adicionais
estdo etiquetados como R1-R4. Para mais informagdes acerca
do Rotor-Disc 100, consulte a secgdo 5.3.
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Especificacoes do rotor

Volume de
Capacidade N.2 da reacdo
Tipo de rotor do poco amostra Tipo de tubo recomendado
36-Well Rotor 200 ul 36  PCRTubes, 20-50 ul
0.2 ml
72-Well Rotor 100 ul 72  Strip Tubes and 20-50 ul
Caps, 0.1 ml

Rotor-Disc 72 100 ul 72  Rotor-Disc 72 20-25 ul

Rotor

Rotor-Disc 100 30 ul 100 Rotor-Disc 100 15-20 ul

Rotor
Nota: O 36-Well Rotor e o 72-Well Rotor para o
Rotor-Gene Q MDx ndo devem ser utilizados em
instrumentos Rotor-Gene 3000, devido a incompatibilidades
de alinhamento ético. Continue a utilizar os rotores
antigos de 36 posicdes e 72 posicdes com instrumentos
Rotor-Gene 3000.

5.2 Configuracdo da reacéao
IMPORTANTE: Devem ser utilizados controlos adequados
em cada execugdo para garantir resultados fidveis.
As reagdes podem ser preparadas utilizando o Loading
Block 96 x 0.2 ml Tubes (para PCR Tubes, 0.2 ml), o
Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes (para Strip Tubes and
Caps, 0.1 ml preparados com uma pipeta de um canal), o
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Loading Block 72 x 0.1 ml Multi-channel (para Strip Tubes
and Caps, 0.1 ml preparados com uma pipeta multicanal),
o Rotor-Disc 72 Loading Block (para o Rotor-Disc 72) ou o
Rotor-Disc 100 Loading Block (para o Rotor-Disc 100).
Todos os blocos séo feitos de aluminio e podem ser pré-
arrefecidos.

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

72-Well Rotor. O mesmo procedimento pode ser utilizado
para a configuracdo da reacdo utilizando o 36-Well Rotor e
os acessérios adequados.

1. Coloque os tubos de tiras no bloco de carregamento e
prepare uma aliquota dos componentes da reagdo.

2. Cologue as tampas nos tubos de tiras de forma segura e
inspecione visualmente para confirmar que estdo bem
selados.
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3. Insira os tubos de tiras no 72-Well Rotor, certificando-se
de que cada tubo se encontra colocado corretamente e
na orientagdo correta.

As amostras ndo serdo alinhadas de forma otimizada no
sistema de detecdo se néo estiverem corretamente
colocadas no rotor. Isto pode resultar numa diminuicéo
do sinal de fluorescéncia adquirido, bem como da
sensibilidade da detecéo. E fornecido um Rotor Holder
que permite o carregamento facil dos tubos.
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IMPORTANTE: Para garantir o méximo de
uniformidade de temperatura, todas as posicdes do
rotor tém de ter um tubo. Preencher todas as posicoes
do rotor garante uma corrente de ar uniforme em todos
os tubos. Tenha disponivel um conjunto de tubos
tapados vazios, que possam ser utilizados para
preencher posicdes ndo utilizadas.

4. Insira o 72-Well Rotor Locking Ring no 72-Well Rotor
empurrando os 3 pinos de fixagéo através dos orificios
externos do rotor.

O anel de bloqueio assegura que as tampas
permanecem nos tubos durante uma execucdo.
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5. Insira o conjunto na cdmara do Rotor-Gene Q MDx
encaixando-o devidamente no local, utilizando o pino de
fixagdo no suporte do rotor. Para remover, basta
empurrar o suporte do rotor para baixo para libertar o
conjunto e puxd-lo para fora.

W ¢

6. Feche a tampa e configure o perfil de execugdo
utilizando o software Rotor-Gene Q.
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5.3

Configuragdo do Rotor-Disc

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

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

1. Ligue o Rotor-Disc Heat Sealer utilizando o interruptor
localizado na parte traseira do lado esquerdo.
Acende-se uma luz vermelha "Power" (Alimentacdo).

O Rotor-Disc Heat Sealer demora cerca de 10 minutos a
atingir a temperatura de funcionamento até acender
uma luz verde "Ready" (Pronto).

2. Escolha entre uma selagem permanente ou removivel.

Nota: Quando o Rotor-Disc Heat Sealer estiver pronto, é
seguro deixd-lo em execug@o continuamente.

3. Insira o Rotor-Disc no Rotor-Disc Loading Block
utilizando a aba na posi¢céo um no Rotor-Disc e os
orificios guia para os tubos no Rotor-Disc Loading Block.

4. Configure as reagdes no Rotor-Disc pipetando
manualmente ou utilizando um sistema automético de
tratamento de liquidos.
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5. Remova a parte central de uma folha do Rotor-Disc Heat
Sealing Film, dobrando ligeiramente a pelicula ao meio,
apertando a parte central e retirando-a cuidadosamente.

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

O orificio no centro da pelicula deve deslizar facilmente
sobre o cilindro do Rotor-Disc Loading Block e para o
topo do Rotor-Disc.
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7. Deslize o conjunto para dentro do Rotor-Disc Heat
Sealer utilizando as calhas guia nas laterais do Rotor-
Disc Loading Block. Certifique-se de que o Rotor-Disc
Loading Block esté totalmente inserido.

8. Para ativar o mecanismo de selagem, primeiro prima a
barra anodizada a azul no topo do Heat Sealer €, em
seguida, empurre o trinco preto para trds.
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10.

11.

12

Quando o mecanismo de selagem tiver baixado,
acende-se uma luz cor de laranja "Sealing" (A selar).
Caso o Rotor-Disc Loading Block néo esteja na posicdo
correta, é emitido um sinal sonoro de aviso.

Quando a selagem estiver concluida, é emitido um sinal
sonoro continuo e a luz cor de laranja "Sealing" (A selar)
torna-se intermitente. Prima a barra anodizada a azul
para levantar e libertar o mecanismo de selagem de
volta & sua posicdo original.

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

Nota: Para o avisar, caso acidentalmente néo liberte o
mecanismo de bloqueio, a luz cor de laranja intermitente
"Sealing" (A selar) ird acender permanentemente e o sinal
sonoro continuo ird tornar-se intermitente.

Deslize o Rotor-Disc Loading Block para fora do
Rotor-Disc Heat Sealer. Deixe a pelicula arrefecer
durante cerca de 10 segundos. Remova o excesso de
pelicula vedante empurrando-a para baixo, de maneira
a desacoplar. Néo puxe o excesso de pelicula em
sentido ascendente.

. Remova o Rotor-Disc do Rotor-Disc Loading Block.
13.

Carregue o Rotor-Disc no rotor, utilizando a aba
posicionadora na posigéo um como guia para a
orientagdo correta.
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6.1

Procedimentos de funcionamento —
Software

Podem ser configuradas novas execucdes utilizando o
assistente de instalagdo rdpida ou o assistente avancado,
apresentados quando o software & iniciado. O assistente de
instalagdo rdpida foi concebido para permitir que o
utilizador inicie a execu¢do o mais rapidamente possivel.
O assistente avangado proporciona mais opgcdes, como a
configuracéo de otimizacéo do ganho e defini¢des de
volume. Por questées de comodidade, os assistentes
possuem vdrios modelos com condicdes de ciclagem e
canais de aquisicdo predefinidos. Para alterar o tipo de
assistente, selecione o separador adequado no topo da
janela "New Run" (Nova execucéo).

Assistente de instalacdo rapida

O assistente de instalagdo répida permite que o utilizador
inicie a execug@o o mais rapidamente possivel. O utilizador
pode fazer uma selecdo dentro de um conjunto de modelos
mais comummente utilizados e introduzir os pardmetros
minimos para comegar. O assistente de instalagéo répida
assume que o volume de reagdo é 25 ul. Para outros
volumes de reacdo, utilize o assistente avangado (consulte a
secgdo 6.2).

Como primeiro passo, selecione o modelo desejado para a
execucdo ao clicar duas vezes no modelo da lista na janela
"New Run" (Nova execucéo).
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E

Buick Start | Advanced I

1]

'S Two Step
*8
£ Quenched FRET

L.1]

ik
T"-.L (_I HRM™

d_J Other Runs

form Last Run

*8
S Three Step with Melt from the last run open

*% Mudleic Add Concentration Measurement

"i-f
E_J Open A Template In Another Folder...

Impaorts the cyding
and acquisition and
sample definitions

in the software.

Cancel

Help

I

¥ Show Thiz Screen When Software Dpens

Perform Last Run
(Realizar a ¢ltima
execugdo):

Three Step with
Melt (Trés etapas
com fusé@o):

Two Step (Duas
etapas):

"Perform Last Run" (Realizar a Gltima
execugdo) utiliza as defini¢des de
amostra, aquisi¢do e ciclagem da Ultima
execucdo aberta no software.

Este é um perfil de ciclagem de trés
etapas e uma curva de fusGo com
aquisicéo de dados no canal verde.

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

(FRET supressora): etapas e uma curva de fuséo. Ao
contrdrio das trés etapas com fuséo, a
aquisicdo ocorre no final da etapa de

hibridizago.
Nucleic Acid Este é um modelo predefinido para medir
Concentration a concentragéo de dcidos nucleicos
Measurement utilizando corantes intercalados.
(Medicéo da
concentragdo de
dcidos nucleicos):
HRM: Esta pasta contém perfis de fusdo de alta
resolugdo.
Other Runs Esta pasta contém perfis adicionais.
(Outras
execugoes):

Os perfis de ciclagem e de aquisi¢é@o para todos os modelos
podem ser alterados utilizando o assistente.

Nota: Os modelos definidos pelo utilizador podem ser
adicionados & lista de modelos no assistente Quick Start
(Instalagdo rdpida) copiando ou guardando ficheiros

*.ret em C:\Program Files\Rotor-Gene Q
Software\Templates\Quick Start Templates. Depois de
copiar um ficheiro para este caminho, o modelo iré
aparecer como um icone na lista. Se desejar personalizar
icones para os seus modelos, crie uma imagem *.ico com o
mesmo nome do ficheiro do modelo.

As subpastas podem ser criadas para modelos relacionados
a um grupo. Isto permite a organizacdo dos modelos, o que
pode ser conveniente se, por exemplo, vdrios utilizadores
estiverem a utilizar o mesmo instrumento.
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6.1.1 Selecdo do rotor
Na préxima janela, selecione o tipo de rotor a partir da lista.
Marque a caixa de verificagdo "Locking Ring Attached" (Anel
de bloqueio fixado) e, em seguida, clique em "Next"
(Seguinte).
[* Quick Start
1. Fiotor Selection | 2. Confim Profile
-Rotar Type -
36-Well Rotor
Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100
¥ Locking Ring Attached
coea_|
6.1.2 Confirmar perfil
As condigbes de ciclagem e os canais de aquisicdo do
modelo escolhido sdo importados. Estes podem ser
alterados utilizando a janela "Edit Profile" (Editar perfil)
(consulte a secgéo 6.2.4).
Para iniciar uma execugdo, clique no botdo "Start run"
(Iniciar execucdo). Também é possivel guardar o modelo
antes de iniciar a execu¢do, clicando em "Save Template"
(Guardar modelo).
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x
1. Fiotor Selection 2 Confim Prafie |

@ . O 5

New Open Save As Help

The run wil take approximately 77 minutefs) to complete. The graph below represents the 1un to be performed :

L A,

Click on & cycle below to modify it

Inseit after,
Cycing
Mel Insert befors
Fiemave

Hold Temperature: 95 | geg.

Hold Tirne : 2 Imins 0 |secs

<Back | SaveTempldte | StartRun | Cancel

6.1.3 Guardar execugdo

Depois de clicar no botdo "Start run" (Iniciar execugéo), é
apresentada a janela "Save As" (Guardar como). A execugdo
pode ser guardada na localizagdo desejada pelo utilizador.
E dado um nome de ficheiro & execucéo que consiste no
modelo utilizado e na data da execugéo. Também estd
incluido um ndmero de série (1, 2 etc.) no nome do ficheiro
para permitir a designag@o automdtica de vérias execucdes
que utilizam o mesmo modelo no mesmo dia.

T & ok B

File name IThree Step with Melt 2008-12-04 {1) j Save I

Save as type IRun File {"rex} J S

4
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6.1.4 Configuracédo da amostra
Quando a execucdo tiver iniciado, a janela "Edit Samples"
(Editar amostras) permite que as amostras sejam definidas e
descritas.
[l Editsamples =1l
File Edit Format Security
Standard |F|0t0r Style'
Settings :
lrﬁiven Conc. Faormat : |123,45?
—Samples :
._'I Edill HeselDafauIll Gradienll
HID |Name |Type |Gr0ups |Given Cone. \Se\ected -
Al R1000 Standard 1.000 Yes
-AZ R 1000 Standard 1.000 Yes
-AS R 100 Standard 100 Yes
-.&4 R 100 Standard 100 Yes
| ERGED Standard 10 Yes
W ri0 Standard 10 Yes
B r Standard 1 Yes
B R Standard 1 Yes
B1 RMNTC MNTC Yes
B2 RMTC MNTC Yes
ez 100 Standard 1,000 Yes
BlE: 1000 Standard 1.000 Yes LI
Page :
(Name: IF‘aga1 ;I;I Mew | [ielete [~ Synchronize pages
Undo | s I Cancel I Help I
A janela "Edit Samples" (Editar amostras) é apresentada apds
a execugdo ter iniciado para que o utilizador possa utilizar
este tempo para introduzir nomes de amostras. Se os nomes
das amostras forem introduzidos muito répido durante a
execugdo (por ex., utilizando um leitor de cédigo de barras),
isto pode dar origem a letras transpostas nos nomes das
amostras. Por isso, é recomendado que evite utilizar um
leitor de cédigo de barras e, se aplicdvel, introduza os
nomes das amostras apés a execucdo ter terminado. Para
mais informagdes sobre a configuracdo das defini¢des da
amostra na janela "Edit Samples" (Editar amostras), consulte
a seccdo 7.8.4.
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6.2 Assistente avancado

O assistente avangado proporciona opgdes que ndo estdo
disponiveis no assistente Quick Start (Instalagéo rdpida),
como a configuragéo da otimizagdo do ganho.

Para utilizar o assistente avancado, selecione um modelo,
clicando duas vezes no nome do modelo a partir da lista no
separador "Advanced" (Avancado) na janela "New Run"
(Nova execugdo).

ﬂ
Buick Start Advanced I

[mports the cycing |
and acquisition and

. sample definitions

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

erform Last Run

1]

'8 Three Step with Melt

1]

'8 Two Step
I_PI HRM ™
T'".l_ ﬁ Other Runs

@ Instrument Maintenance

ﬁ}J Open A Template In Another Folder. ..

Cancel

i

Help

¥ Show This Screen ‘When Software Opens

As opcdes de modelos fornecidos nesta janela séo
semelhantes as fornecidas quando se utiliza o assistente de
instalagdo rdpida (secgdo 6.1).
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Perform Last Run

"Perform Last Run" (Realizar a Gltima

(Realizar a Gltima execucd@o) importa as definicées de

execucdo):

Empty Run
(Execucgdo voazia):

Three Step with
Melt (Trés etapas
com fusdo):

Two Step (Duas
etapas):

HRM:

Other Runs
(Outras
execugdes):

Instrument
Maintenance
(Manutencgado do
instrumento):

amostra, aquisicdo e ciclagem da Ultima
execugdo aberta no software.

Trata-se de uma execucdo vazia que
permite ao utilizador definir todos os
pardmetros do perfil.

Este é um perfil de ciclagem de trés etapas
e uma curva de fuséo com aquisi¢éo de
dados no canal verde.

Este é um perfil de ciclagem com
aquisi¢céo de dados apenas no canal
verde, para acelerar a execugdo.

Esta pasta contém 2 perfis de fusGo de
alta resolugdo.

Esta pasta contém perfis adicionais.

Contém o modelo utilizado durante a
verificacdo ética de temperatura (Optical
Temperature Verification, OTV). Para
obter mais informagdes, consulte a secgdo
10. Este modelo estd bloqueado para
garantir que o perfil funciona sempre
corretamente.

Nota: Os modelos definidos pelo utilizador podem ser
adicionados & lista de modelos copiando ou guardando
ficheiros *.ret em C:\Program Files\Rotor-Gene Q
Software\Templates\. Depois de copiar um ficheiro para
este caminho, o modelo ird aparecer como um icone na

lista.
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6.2.1

6.2.2

Janela do assistente de nova execucéo 1
Na préxima janela, selecione o tipo de rotor a partir da lista.

Marque a caixa de verificagéo "Locking Ring Attached" (Anel
de bloqueio fixado) e clique em "Next" (Seguinte) para
continuar.

New Run Wizard

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Rator Type

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

I Locking Ring Attached

] Mest = ]

.okip Wizaid }

Janela do assistente de nova execucgéo 2

Na préxima janela, podem ser introduzidos o nome do
utilizador e as notas sobre a execugdo. Também deve ser
intfroduzido o volume da reagéo.

Se 72-Well Rotor (Rotor de 72 pocos) tiver sido selecionado
na janela 1, est@o disponiveis trés opcdes de "Sample
Layout" (Disposic@o de amostras) no menu pendente. "1, 2,
3..." é a opgdo predefinida. A maioria dos utilizadores
seleciona esta opgdo. A opgéo "T1A, 1B, 1C..." deve ser
selecionada quando as amostras forem carregadas em
tubos de tiras de 0,1 ml adjacentes, utilizando uma pipeta
multicanal com 8 canais. A disposicéo "A1, A2, A3..." pode
ser selecionada, caso seja adequado.
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6.2.3

New Run Wizard

This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields, This bax displays

e help on elements in
clicking Mext when pou are ready to move to the nest page. i Wi At Far el

an an item, hover
your mause aver the
itern for help. r'ou
can also click on a
combo box to dizplay
help about itz
available settings.

Operatar :

MNotes :

Feaction T
“olume [pL]: =

Sample Lapout : l1, 253 _:J

Skipwizard | <cBack | New»» |

Janela do assistente de nova execucgdo 3

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

é apresentada a janela que permite a alteragéo das

condi¢des de ciclagem e a selecdo dos canais de aquisi¢do
(secc@o 6.2.4).

Depois de configurar o perfil, clique no botao "Gain
Optimisation..." (Otimizacéo do ganho...) para apresentar a
janela correspondente (consulte a pégina 6-23).
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New Run Wizard &|

Temperature Profils : This box displaps

help on elements in

the wizard. For help
an an item, hover
wour mouge aver the
itern for help. r'ou

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

available zettings.
Edit Prafile .

Channel Setup

Mame Source | Detector | Gain Create New...
470nm 51 0nm / .
Velow  530nm  56nm Edit .

7
QOrange  585nm  E10nm 7 Edit Gai...
Red E25nm  BEOnm 7

7

7

Crimzon 680nm 710kp Remove
HRM 470nm  510nm
Reset Defaults

Gain Optimization..

|

Skipwizad | ccBack | Newt»> |

6.2.4 Editar perfil

A janela "Edit Profile" (Editar perfil) permite que as condicdes de
ciclagem e os canais de aquisicdo sejam especificados. O perfil
inicial mostrado é baseado no modelo selecionado aquando
da configuragéo da execuc@o (consulte a pdgina 6-1). O perfil
é apresentado graficamente. A lista dos segmentos do perfil é
apresentada abaixo da apresentagdo grdfica. Esta lista pode
incluir Em espera (pdgina 6-12), Ciclagem (pagina 6-13),
Fus@o (pdgina 6-16) ou HRM se o instrumento possuir um
canal HRM (pdgina 6-17).

Todas as etapas do perfil podem ser editadas clicando na drea
correspondente da apresentacgéo gréfica ou no nome na lista e
alterando, em seguida, as definicdes que sdo apresentadas.

Insert after... Permite a adigdo de um novo ciclo
(Inserir apds...): apds o ciclo selecionado.

Insert before... Permite a adigdo de um novo ciclo
(Inserir antes...): antes do ciclo selecionado.

Remove (Remover): Remove o ciclo selecionado do perfil.
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Em espera

A opgdo Hold (Em espera) indica ao Rotor-Gene Q MDx
para permanecer & temperatura determinada durante um
periodo de tempo. Para alterar a temperatura, clique no
botdo "Hold Temperature" (Temperatura em espera) e
introduza manualmente ou utilize a barra deslizante para
selecionar a temperatura pretendida. Para alterar a duragédo
da opc¢do Hold (Em espera), clique nos botdes "Hold Time"
(Tempo em espera), "mins" (min) e "secs" (s).

Edit Profile

L8 H | e

Mew Open  Save As Help

The run will take approximately 83 minute(s) to complete. The graph below represents the run ta be perfarmed @

Click on a cycle below to madify it :

Insert after... I
Cycling

Insert before: I

Remove I

Hold Temperature 95 deg.
Hold Time 3 Imms 0 |secs

Se estiver a realizar uma ciclagem de desnaturacéo ética, a
Espera pode ser utilizada como uma etapa de calibragéo.
Neste caso, é efetuada uma fuséo de calibragdo antes da
Espera. Por predefinicdo, isto estd configurado para a

primeira Espera na execucdo, mas pode ser alterado se
necessario.
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Click an a cycle below ta madify i

[z

Cycling
Inee

Held Temperature : g5 |u:|eg.
Hold Time : 3 ||-|-|ir|3 ] |se-:s

Calibration Step: [+
Calibration Settings
Acquinng to on

tube 1. Ramp from 80 o 95
and hold for 3 minz 0 secs.

Offzet : 0 deq.

E dit I

Para mais informagdes acerca da ciclagem de desnaturagdo
dtica, consulte a pdgina 6-18.

Ciclagem

A ciclagem repete as etapas do tempo e da temperatura
definidas pelo utilizador o nimero de vezes que for
especificado. O nimero de repeticdes é definido utilizando o
botdo "This cycle repeats X time(s)." (Este ciclo repete-se X
vez[es]).

Um ciclo Unico é apresentado graficamente (conforme é
mostrado na captura de ecrd abaixo). Todas as etapas do
ciclo podem ser alteradas. A temperatura pode ser alterada
movendo a linha da temperatura no gréfico para cima ou
para baixo. A duracdo da etapa pode ser alterada movendo
o limite da temperatura no grdfico para a esquerda ou para
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a direita. Em alternativa, clique na etapa e utilize os botdes
de temperatura e de tempo & esquerda do gréfico.

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

@
Help

Mew T Open  Save As

The run will take approzimately 83 minutefs) to complete. The graph below represents the run to be perfomed :

Click on & cycle below to modify it :

Hold Insert after I
Insert befare. I
Remove I

Thiz cycle repeats 45 | time[s).

Click on ane aof the steps belaw ta madify it, or press + or - to add and remave steps For this cycle.

Timed Step j _’ILI
95 deg. 95 deqg. for 20 secs
20 seconds
Mot Acquining
— 72 deg. for 20 secs
[~ Long Range
[~ Touchdown | E0deg for20secs 7
oK
Long Range Marcar esta caixa de verificacdo aumenta
(Aumento do o tempo de espera da etapa selecionada

tempo de espera): um segundo a cada ciclo.

Touchdown Marcar esta caixa diminui a temperatura
(Diminuicdo da  um numero de graus especificado para um
temperatura): ndmero de ciclos iniciais especificados. Em

seguida, isto é apresentado na exibigdo.

Aquisicao

Os dados podem ser adquiridos em qualquer canal em
gualquer etapa da ciclagem. Para definir um canal para
adquirir dados, clique no botao "Not Acquiring" (Nao
adquirir) (se |4 tiver sido definido um canal para adquirir
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dados nesta etapa, os canais de aquisi¢éo séo listados

aqui).
lTimeu:I Step v|
95 deg.

10 seconds

Mot Azguining

[~ Long Range
[~ Touchdown

Depois de clicar no botdo "Not Acquiring" (Ndo adquirir), é
apresentada a janela "Acquisition" (Aquisicéo).

Same as Previous I[New Acguisition) j
—Acauisition Configuration :
Available Channels : Acquiring Channels :

Mame I LI MName I
Crimgan Green
HFiM LI
Orange
Fred «
“ellaw

To acquire from & chankel, select it fram the list in the left and click > Ta stop acquiting from &
channel, select it in the ight-hand list and click <. To remove all acquizitions, click <<

Dion't Acquire Help

Dipe Chart »» |

Dye Channel Selection Chart

470nm | 510mm Fahdi' S¥BR Green 14, Fluorescein, EvaGreen-, Alexa Fluor 4885

velow |530nm [558nm  [JOES WICY, HEX, TETY, CAL Fluor Gold 5404, akima Yellow®
Orange  |585nm E10nm  [ROXY, CAL Fluor Red 6104, Cy3 59 Texas Red™, Alexa Fluor SR8
B25nm | BEOnm | Cy5, Quasar 670, Alexa Fluor 6337
EBOnm [710hp | Quasar?05Y, Alexa Fluor 680
460nm | 510nm | SYTO 99, EvaGreen!
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Para definir um canal de aquisi¢éo, selecione o canal e
mova-o da lista "Available Channels" (Canais disponiveis)
para a lista "Acquiring Channels" (Canais de aquisi¢éo)
utilizando o botdo _“1. Para remover um canal selecionado
da lista "Acquiring Channels" (Canais de aquisigdo), utilize o
botdo ). O botéo 4l remove todos os canais da lista
"Acquiring Channels" (Canais de aquisi¢do). Clicar no botéo
"Don't Acquire" (Nao adquirir) também remove todas as
aquisicées da etapa.

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

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

As opcdes de aquisicdo descritas acima também sdo aplicveis
as etapas de "Melt" (FusGo), & excecdo de que ndo é possivel
anexar dados de aquisi¢éo utilizando o menu "Same as
Previous" (Igual ao anterior).

Fusdo e hibridagéo

Uma fus@o corresponde a uma rampa entre 2 temperaturas,
desde uma temperatura mais baixa até uma mais elevada.
O intervalo de temperaturas permitido é 35-99 °C.

Para configurar uma fuséo, especifique a temperatura
inicial, a temperatura final, os incrementos de temperatura,
a duragdo do tempo de espera na primeira temperatura de
aquisicdo antes de a rampa ser iniciada, o tempo pelo qual
deve ser mantido cada incremento e os canais de aquisi¢éo.

Serd gerada uma rampa entre as 2 temperaturas. Se a
temperatura inicial for superior & temperatura final, o nome
da etapa ird mudar para "Hybridisation" (Hibridagéo). A
opcao "Acquiring To" (Adquirir para), definida para Melt A

6-16

Manual do utilizador do Rotor-Gene Q MDx 10/2018



Procedimentos de funcionamento — Software

(Fusd@o A) na captura de ecré abaixo, pode ser alterada
clicando no botéo. A janela "Acquisition" (Aquisi¢éo) serd
apresentada e os canais podem ser selecionados.

R armnp fram |5|:| :II degrees to IE”] j degrees,
Riging by |'| :II deqree(z] each ztep,
W aik for IE'U zecondz of pre-melt conditioning on first step,

W' ait For ] ﬂ zeconds for each step aftenwards.
Acquire to el & | on Green

Na execucéo de uma fusdo padréo, a temperatura aumenta
em incrementos de 1 °C, com uma espera de 5 segundos
antes de cada aquisi¢éo. O Rotor-Gene Q MDx pode ser
configurado para efetuar fusées em incrementos de 0,02 °C.
O tempo de espera minimo entre as etapas de temperatura
varia dependendo do nimero de graus entre cada etapa.

Fusao de alta resolucgéo

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

A andlise de HRM apenas pode ser efetuada em
instrumentos que possuem hardware ou software de HRM
instalado. Os dados sdo adquiridos utilizando fontes e
detetores de HRM especializados. A andlise de HRM também
inclui a opgéo de efetuar otimizacdo do ganho mesmo antes
de a fusGo comecar. Apés efetuar HRM, os dados podem ser
analisados com software de andlise de HRM (secgdo 11).
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Ciclagem de desnaturagdo ética

A ciclagem de desnaturacéo ética é uma técnica
interessante, disponivel no Rotor-Gene Q MDx, que efetua
andlises de fusdo em tempo real para determinar o pico de
fusdo de uma amostra de referéncia. Isto sinaliza a
desnaturagéo de um produto de PCR com maior preciséo do
que determinar uma temperatura de desnaturacdo
especifica para um tempo de espera. Para efetuar esta
técnica, basta que coloque um tubo de referéncia do
produto de PCR na posicéo do tubo 1 do rotor. O tubo de
referéncia também deve conter um quimico de detecdo que
permita a detegdo da dissociagdo da cadeia.

Ao aquecer até & temperatura de desnaturagéo inicial, uma
fusdo é efetuada no canal verde dos 80 °C aos 95 °C, por
predefinicdo. Os parémetros desta fusdo inicial podem ser
ajustados pelo utilizador. A partir destes dados, uma curva
de fus@o é gerada e automaticamente analisada.

ﬂ ?IS 8‘0 8‘5 o 9‘0 9‘5 100
O pico de fusdo é referenciado de volta para os dados ndo
processados para obter um limiar de desnaturacéo. Em
seguida, em todas as etapas da ciclagem de desnaturacéo
ética, o instrumento é aquecido o mais rapidamente possivel
e os dados s@o adquiridos continuamente. Quando o tubo
de referéncia tiver atingido o nivel de fluorescéncia do limiar
de desnaturacéo, o instrumento é imediatamente arrefecido
e avanga para a etapa programada seguinte no ciclo. Nédo é
calculado um pico durante a ciclagem. Em vez disso, o nivel
de fluorescéncia é referenciado para o pico de fuséo e isto
designa o limiar de desnaturagdo.
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No gréfico seguinte, as leituras de fluorescéncia ndo
processadas e o primeiro derivado foram sobrepostos. Isto
mostra a correspondéncia entre o limiar de desnaturacéo e
o pico de fus@o obtido durante a calibraco.

13

\\\ Pico de fusdo —wm— .
1.25-

-
E075- Limiar d 5
i imiar de
desnatura -'
0.5 !
L
/
025 — S
o Y Y
ﬂ 75 a0 85 a0
“c

Para efetuar a ciclagem de desnaturagéo ética, ird precisar

de:

B Um produto de PCR pré-amplificado para colocar na
posicdo 1 do rotor. Esta amostra deve conter o mesmo
produto de PCR que as amostras de interesse e um
guimico de detegcdo para monitorizar a dissocia¢do do
produto de PCR.

B Um perfil de desnaturagdo ética. Pode ser criado um
novo perfil ou pode ser editado um perfil que |4 existe
(consulte as informagdes abaixo).

Um ciclo de desnaturagéo ética parece quase idéntico a
outros ciclos. As principais diferencas consistem na etapa de
fus@o automaticamente inserida no inicio do perfil e o perfil
acentuado da etapa de desnaturacéo durante a ciclagem. O
ciclo de desnaturagdo ética ndo requer tempos de espera
estabelecidos dado que a dissociagdo do produto é
monitorizada a cada ciclo.
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Para efetuar esta técnica, sGo necessdrias as seguintes
informacdes sobre a execucdo:

A temperatura de desnaturacdo inicial. Esta é a mesma
temperatura da etapa de desnaturagdo num perfil de
ciclagem padréo.

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

Deve ser definido um perfil de ciclagem de
desnaturagéo ébtica.

Crie um novo ciclo de desnaturacéo 6tica da seguinte
forma.

1.

Abra a janela "Edit Profile" (Editar perfil). Em seguida,
cligue em "New" (Novo). Na janela apresentada, clique
no botdo "Insert after" (Inserir apds) e selecione "New
Cycling" (Nova ciclagem) a partir do menu. Selecione
uma das etapas de temperatura clicando no gréfico. No
menu pendente, altere "Timed Step" (Etapa programada)
para "Optical Denature" (Desnaturagdo ética). Serd
apresentado um perfil predefinido que contém uma
etapa de desnaturacéo e uma etapa de ciclo de
desnaturagéo ébtica.

A regi@o de rampa no inicio da execugdo representa o
processo de calibragdo. Os pontos verdes representam
as aquisicdes executadas em cada ciclo durante o
aquecimento. Os pontos azuis representam a aquisi¢éio
no final da etapa de hibridizagao a 60 °C. Tenha em
atengdo que embora o perfil mostre cada etapa com a
mesma temperatura de desnaturacdo, este pode ndo ser
o caso. Se a amostra necessitar de um pouco mais de
tempo para a fusGo na parte final da execugdo, o
processo de desnaturagdo 6tica aguarda pela fusdo, em
fungdo dos dados de fluorescéncia e ndo em funcdo do
tempo. Por este motivo, o gréfico da temperatura pode
variar em cada ciclo.
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2. Cligue na primeira metade do gréfico com o simbolo de
desnaturagéo otica [ As informagdes "Calibration
Settings" (Defini¢des de calibracdo) sdo apresentadas no
lado esquerdo do ecra.

This cycle repeats . 45 Illme[s]

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

Optical Denature j B j
Calibration Settings i E
thequiing to RealTime on
tube 1. Ramp from 80 to 95
and hold for 3 mins 0 secs.
lfs<ti Qieo: s 60 deq. for 40 secs
Edit

oK

3. As informagdes "Calibration Settings" (Definicoes de
calibragdo) estdo normalmente corretas. Para modificé-
las, se necessdrio, clique em "Edit" (Editar). A janela
"Calibration Settings" (Definicdes de calibragao) é
apresentada.

x

— Settings ;

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

Tube Position ; >

Famp from IBU :II ko |95 ﬂdeg. C.
Hald for 3 |mins ] |seu:s

Denature Offset IEI ﬂ deg. c.

k. LCancel
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4. Certifique-se de que:

m O tubo indicado em "Tube position" (Posicdo do
tubo) contém um produto de PCR que ird mostrar
um pico de fus@o no canal verde.

®  Atemperatura da rampa final nédo queima a
amostra, mas que suficientemente elevada para que
a fuséo ocorra.

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

m O desvio da desnaturagao é definido de forma
adequada. A predefinicdo de 0 °C é adequada para
a maioria das fusées. As fusdes com transigdes
muito acentuadas podem necessitar de um desvio de
desnaturagéo de 0,5 °C a -2 °C, conforme
determinado pelo utilizador, para garantir que a
transicdo da fuséo é detetada.

Também pode definir uma etapa de desnaturacdo
introduzindo uma nova etapa de espera. Clique em "Insert
before" (Inserir antes) e selecione "New Hold at Temperature"
(Nova espera na temperatura) a partir do menu. Seréo
apresentadas as defini¢des de calibracéo.

Hold Temperature : g5 ||:Ieg|.
Hold Tirne : 3 |mins 1] |seu:s

Calibration Step: W

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

Offzet: 0 deq.

E dit I

As defini¢des de calibragéo séo sincronizadas com as
defini¢des de desnaturacéo, logo uma alteracéo no tempo
de espera na etapa de desnaturacéo ird automaticamente
atualizar o tempo de espera da calibracéo. Isto ocorre
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porque o processo de calibraco e a desnaturacdo séo
equivalentes na ciclagem de desnaturagdo ética.

Alterar uma etapa existente para utilizar a ciclagem de
desnaturacdo ética

Para alterar uma etapa de desnaturagéo existente numa
sequéncia de ciclagem, selecione o ciclo na lista na janela
"Edit profile" (Editar perfil). Em seguida, selecione a etapa de
desnaturacdo, clicando na mesma no ecra.

Timed Slep =l BEE
| |
Optical Denature
Tseconds |

Mot Acquinng |
[ Long Range Bl deq for 40 secs
[~ Touchdown

oK

Clique no menu pendente e selecione "Optical Denature"
(Desnaturagéo ética). A temperatura e o tempo de espera
s@o removidos e o icone de "Optical Denature"
(Desnaturacéo ética) Ll é apresentado.

Otimizagdo do ganho

Ao configurar uma nova execugéo, é Util utilizar a fungéo de
"Gain Optimisation" (Otimizacdo do ganho). Isto permite-lhe
ofimizar o ganho para uma definicdo que ird fornecer o
intervalo pretendido de fluorescéncia inicial a uma
temperatura definida (normalmente a temperatura a que a
aquisicdo de dados ocorre) em cada um dos canais a ser
adquirido. O objetivo da otimizacdo do ganho é assegurar
que todos os dados séo recolhidos dentro do intervalo
dindmico do detetor. Se o ganho for demasiado baixo, o
sinal serd perdido no ruido de fundo. Se o ganho for
demasiado alto, o sinal serd perdido fora da escala
(saturagdo).

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

Manual do utilizador do Rotor-Gene Q MDx 10/2018 6-23



Procedimentos de funcionamento — Software

Ao executar reagdes pela primeira vez, recomendamos que
prepare uma amostra de feste que contenha todos os
componentes da reacdo. Coloque a amostra de teste no
Rotor-Gene Q MDx e utilize a otimizagdo do ganho para
determinar a melhor definigdo de ganho. Se o ganho
escolhido pela otimizacdo do ganho resultar num sinal
fraco, o "Target Sample Range" (Intervalo de amostras alvo)
deve ser aumentado. Se tal resultar num sinal que estd
saturado, entdo o "Target Sample Range" (Intervalo de
amostras alvo) deve ser diminuido.

Para efetuar a otimizagéo do ganho, clique no botéo "Gain
Optimisation..." (Otimizagdo do ganho...) na janela New
Run Wizard (Assistente de nova execucdo) 3 (consulte a
secgdo 6.2.3).

New Run Wizard Fg|

Temperature Profile : This bow displays
help on elements in
the wizard. Far help

o an item, hover
your mause aver the
itern for help. You

can also click on a
cambo bow ta display
help abaut its

available settings.
Edit Prafile ...

Charnel Setup :

Mame | Source | Detector | Gain Create New... |
470nm  510nm 7 E dit

ellow 520nm  555hm 7 =
Orange  585nm  E10nm 7 Edit Gain...
Red E25nm  BEOnm 7
Crimzon  B80nm  F10hp 7 Remaove
HRiM 470nm  510nm 7 Reset Detauls
Gain Optimization...

SkipWizard | <<Back | MNes»» |

E apresentada a janela "Auto-Gain Optimisation Setup”
(Configuragdo da otimizacdo do ganho automdtico). Esta
janela permite a otimizag@o ajustando automaticamente as
definicées de ganho até que as leituras para todos os canais
selecionados estejam dentro ou abaixo de um certo limiar.
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Auto-Gain Dptimization Setup

— Dptimization ;
5 Auto-Gain Optimization will read the Aucresence on the inzerted sample at
g™ 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
chemistry you are performing.

Set temperature to |50 jdegrees.

Optimise Al I Optimize Acquining |

¥ Perform Optimisation Before 1st Acquisition
™ Perform Optimisation At B0 Degrees At Beginning OF Fun

— Channel Settings :

| =l Add.. |

Hame I Tube Position I tdin R eading I Max Reading I tdin G ain I b ax Gain Edi... |

Green 1 5FI 10F! -0 10 [ |
Remowve 4]l |

Sitart I GRS I Cloze I Help |

Set temperature Antes da leitura, o Rotor-Gene Q MDx seré

to (Definir a aquecido ou arrefecido para corresponder
temperatura d temperatura especificada. Por
para): predefinicdo, isto é definido como a

temperatura de aquisicdo.

"Optimise "Optimise All" (Otimizar todos) ird tentar
All/Optimise otimizar todos os canais conhecidos pelo
Acquiring" software. "Optimise Acquiring" (Otimizar
(Otimizar aquisicdo) ird apenas ofimizar os canais
todos/Otimizar que sdo utilizados no perfil térmico

aquisicdo): definido na execucéo (ciclagem e fusdo).
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Perform Selecione esta caixa para efetuar a Gain
Optimisation Optimisation (Otimizacéo do ganho) no
Before 1st primeiro ciclo no qual ocorre a aquisi¢éo
Acquisition de dados. Isto é recomendado para a
(Efetuar otimiza¢do do ganho automdtico.

otimizagdo antes
da 1.9 aquisigdo):

Perform Marque esta caixa para efetuar a

Optimisation At ofimizag@o do ganho antes de iniciar a

[x] Degrees At execugdo. O Rotor-Gene Q MDx aquece

Beginning of até & temperatura especificada, a

Run (Efetuar otimizagéo do ganho é efetuada e, em

otimizacéo a [x] seguida, comeca a ciclagem na primeira

graus no inicio  etapa, normalmente uma etapa de

de cada desnaturagéo. Esta opgéo poderd ser

execucdo): escolhida caso uma otimizacdo do ganho
durante a execucdo resulte em demasiado
tempo despendido na etapa inicial.
Normalmente é preferivel "Perform
Optimisation Before 1st Acquisition"
(Efetuar otimizagdo antes da 1.¢ aquisigdo)
porque a ofimizagéo do ganho é efetuada
o mais préximo possivel das condi¢des de
execucdo.

Channel Settings Este menu pendente permite que sejam
(Definicées dos  adicionados canais. Escolha o canal
canais): pretendido e clique em "Add" (Adicionar).
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Edit... (Editar...): Isto abre uma janela na qual pode ser
definido o "Target Sample Range" (Intervalo
de amostras alvo). O "Target Sample
Range" (Intervalo de amostras alvo)
consiste no intervalo de fluorescéncia
inicial que pode ser definido para a
amostra no tubo especificado. A
ofimizagéo do ganho automdtico 1é todos
os canais utilizando defini¢des de ganho
no infervalo especificado pelo "Acceptable
Gain Range" (Intervalo de ganho aceitdvel).
Escolhe a primeira definicdo de ganho que
resulta numa leitura de fluorescéncia
dentro do "Target Sample Range" (Intervalo
de amostras alvo). No exemplo mostrado,
a otimizacdo do ganho automdético procura
uma definicéo de ganho entre -10 e 10
que forneca uma leitura entre 5 e 10 Fl no
tubo 1. De forma geral, para corantes
intercalados, um "Target Sample Range"
(Intervalo de amostras alvo) de 1-3 Fl é
adequado, enquanto um intervalo de 5-10
é mais adequado para quimicos de sonda.

Auto-Gain Optimisation Channel Settings x|

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

Target Sample Range: |5 ::II Flupto 10 ﬂ FI.

Acceptable Gain Range: |-10 ::II to |1|:| ﬁ

QK I Cancel I Help I

Remove / "Remove" (Remover) remove o canal
Remove All destacado. "Remove All"' (Remover todos)
(Remover/ remove todos os canais.

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

Manual: Abre a janela "Manual Gain Adjustment"
(Ajuste manual do ganho) (consulte a
pdgina 6-28).

Changing Gain  Se o ganho no inicio de uma execucdo for

During a Run demasiado alto ou demasiado baixo, pode
(Alterar o ganho ser alterado nos primeiros dez ciclos. E
durante uma apresentada uma linha vertical onde o
execucdo): ganho foi alterado. Os ciclos anteriores &

alteracéo s@o excluidos da andlise.

Nota: A otimizagéo do ganho pode escolher uma definicéo
que ndo se insere no intervalo especificado. Isto pode
acontecer devido a alteragdes na fluorescéncia apés a
primeira etapa de espera. Contudo, o resultado da
otimizagdo do ganho fornece uma boa indicagdo do nivel
de fluorescéncia em que a execugdo serd iniciada.

Ajuste manual do ganho

Para efetuar um "Manual Gain Adjustment" (Ajuste manual
do ganho), clique em "Manual..." na janela "Auto-Gain
Optimisation Setup" (Configuragéo da ofimizagéo do ganho
automdtico). E apresentada a janela "Manual Gain
Adjustment" (Ajuste manual do ganho). Esta janela apresenta
as leituras de fluorescéncia a qualquer temperatura em
tempo real. E utilizada quando o fundo de uma amostra é
desconhecido e, portanto, o ganho deve ser determinado
para assegurar que o sinal da amostra é suficiente para ser
detetado.
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B Manual Gain Adjustment x|

File  Help

2 Cycling &.Green

Page: Page 1

Fluorescence
@
2

8 Sample &
Bark On Bank Off
o T 3 u T 3 s 3 T r y T T T T Mamed On | AllOn | AllOF
ﬂ 1 2 3 4 5 6 7 g 9 10 11 12 13 14 15 Edit Samples
Time
— Temperatua: [60 =
100 Edit Gains..
Start
&0
Stop
§= ﬁ
an %
20
o T T T i T T i T T T T T y T
ﬂ 1 2 3 4 5 6 7 3 9 10 11 12 13 14 15
Time

Por predefinicéo, todas as amostras sdo apresentadas no
ecrd. As amostras podem ser removidas ou adicionadas ao
ecrd utilizando o botéo de alterndncia & direita. O botéo de
alternéncia consiste em células coloridas, sendo que cada
uma corresponde a uma amostra no ecrd. As amostras com
uma célula com cores vivas s@o apresentadas, enquanto as
amostras com uma célula com cores esbatidas néo séo
apresentadas. As amostras podem ser ligadas e desligadas
clicando na célula ou arrastando o ponteiro do rato sobre
vdrias células ao mesmo tempo.

Recomendamos que efetue o ajuste manual do ganho da
seguinte forma.

1. Ajuste a temperatura na janela "Manual Gain Adjustment"
(Ajuste manual do ganho) para a temperatura de aquisicdo
necessdria para a execugdo.

Nota: A temperatura ndo serd ajustada enquanto o
Rotor-Gene Q MDx estiver em funcionamento. Reinicie o
Rotor-Gene Q MDx para aplicar as alteracées feitas &
temperatura.
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Clique em "Start" (Iniciar). A execucdo € iniciada. A
temperatura do Rotor-Gene Q MDx é ajustada para a
temperatura especificada na janela. Os gréficos na
janela comegam a apresentar dados.

Espere que a temperatura estabilize.

Tenha em atencdo a leitura de fluorescéncia (Fl) de
ponto final.

Se a leitura de Fl né@o estiver no nivel exigido, clique em
"Edit Gains..." (Editar ganhos...) e edite conforme
necessdrio. Este processo pode néo ser imediato, dado
gue o Rotor-Gene Q MDx demora cerca de 4 segundos
para adquirir cada ponto em cada canal e durante este
tempo a interface do utilizador estd desativada.

Repita o processo até que a Fl esteja no nivel desejado.

Clique em "Stop" (Parar). Se a execugéo ainda estiver a
adquirir dados quando clica no botéo "Stop" (Parar), o

Rotor-Gene Q MDx termina primeiro a aquisi¢do e, em
seguida, para. Este processo pode demorar até

5 segundos para cada canal de aquisigdo.
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6.2.5 Janela do assistente de nova execucao 4

Esta janela resume a execugdo. Verifique os pardmetros e,
se estiverem corretos, clique em "Start Run" (Iniciar
execucdo). Serd solicitado um nome de ficheiro. Também
pode guardar as definicdes da execucdo como um modelo
para execugdes futuras, utilizando o botéo "Save Template"
(Guardar modelo).

New Run Wizard E|
Summary :
Setting | alue |
Green Gain 5
Raotor 36-wiell Raotor
Sample Layout 1.2, 3, ..
Reaction Yolurme [in microliters] 25

Start Run

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

Skip Wizard ¢ Back
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6.2.6

Janela do assistente de nova execucdo 5

Introduza tipos de amostra e descri¢des nesta janela
enquanto a execugdo estd a decorrer. A funcionalidade
desta janela é semelhante & da janela "Edit Samples" (Editar
amostras) (pdgina 7-78). As informagdes da amostra
também podem ser introduzidas apds a conclusdo de cada
execucdo.

O botéo "Finish and Lock Samples" (Concluir e bloquear
amostras) fecha o ecra e evita que os nomes das amostras
sejam modificados. Para mais informacgdes acerca desta e
de outras funcionalidades de seguranga, consulte "Protecéo
de acesso para o software Rotor-Gene Q" (pagina 7-90).

New Run Wizard f'5_<|

Settings :

Given Conc. Format : | ﬂ Llrit - |Copies ﬂ Mare Options

Samples :

.j E it | HesetDefauIt| Gradientl |D FIEIEIEIC] ]}|

C [ID |Name |T_l,l|:-e |Groups |Given Conc. |SeA
1 JOEE-34 Unknown Ve

2 JOEE-3B Unknown Ve
JJOEE-ZC Unknown Ve
4/ JOE E-3NTC Unknown Ve
5 Unknown Ve
Unknown e
Unknown Ve
Unknown Ve

Unknawn Ve T
»
Page :

Mame; |Page J J Mew [ Synchronize pages

SkipWizard | <<Back | Finish | Finish and Lock Samples

Ii. HE BN
w00 -
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7.1

7.2

Interface grdéfica do utilizador

Este capitulo descreve a interface do utilizador do software
Rotor-Gene Q.

Espaco de trabalho

O espaco de trabalho é o fundo da janela principal. Nesta
drea, podem ser abertos gréficos de dados ndo processados
e resultados de andlises. Se estiverem abertas vérias janelas
simultaneamente, podem ser organizadas clicando no botdo
"Arrange" (Dispor) na barra de ferramentas. Existem vérias
opcdes de disposicdo da janela disponiveis que podem ser
selecionadas, clicando na seta para baixo ao lado do botdo
"Arrange" (Dispor).

o)

Reports  Arrange

amart Tiling

Tile Horizontally
Tile Wertically
Cascade

Barra de ferramentas

Estes botdes sdo atalhos para operagdes utilizadas
frequentemente. Estas operacdes também podem ser
acedidas a partir dos menus pendentes.

--‘/"" f:‘ H ’ ll . @ JVlew i&? \'_:j Ji‘f -_ﬂ % EE ;:E E -

MNew Open Save | Starf Pause Stop Help Settings Progress Profile  Temp., Samples Analysis Reports Arrange

JChannEIS 4 Cyding AGreen . Cycling Avellow 7 Cycling A.Orange . Cycling A.Red ‘
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7.3 Visualizar canais ndo processados
Cligue nestes botbes para visualizar os dados néo
processados (n&o analisados) de canais especificos na
execucgdo.
HChannels . Cycling AGreen . Cycling AYellow 0 Cycling A.Orange . Cycling &.Red
Ao visualizar estes dados, existem vérias opcdes disponiveis
para alterar a apresentacdo dos dados. Os dados ndo
processados também podem ser transformados para facilitar
diferentes tipos de andlises.
Adjust Scale Para selecionar "Adjust Scale" (Ajustar
(Ajustar escala): escala) clique com o botdo direito do rato
na janela adequada. "Adjust Scale" (Ajustar
escala) abre uma janela na qual pode ser
especificada a escala.
Adjust Scale
[ ERT T Irﬁ
Minirnum ; ID jl
2| o |
Autoscale (Escala "Autoscale" (Escala automdtica) procura
automdtica): ajustar a escala as leituras mdxima e
minima dos dados.
Default Scale "Default Scale" (Escala predefinida) repde a
(Escala escala para apresentar de 0 até 100
predefinida): unidades de fluorescéncia.
icone da chave  Consulte a seccdo 8.5 para obter mais
inglesa: informagdes.
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ﬂ i s 10 15 » = w0 3 40 s
Cycle:

Adust Seale.. | Auto-Scalel Defaul Scale Dplml Page 1 = 4
Narmalisa bo Cyclng A Yellow

Narmalise bo Cyclng A.Crangs
Maormalise bo Cyclng ARed

Crop start cycles

Crap end cydes
Options Apresenta o menu pendente mostrado
(Opcoes): acima, que fornece opgdes para a

transformacdo de dados ndo processados.

Normalise to...  Permite a normalizacdo de dados de
(Normalizar amplificacdo para dados de um corante de
para...): referéncia passiva, como ROX, adquiridos

noutro canal.

Crop start cycles Cria um novo conjunto de dados do canal

(Eliminar ciclos  no qual alguns ciclos de inicio foram

de inicio): removidos. Isto é Util se forem observados
grandes saltos nos ciclos iniciais, que
podem ocorrer quando sdo utilizados
certos quimicos.

Crop end cycles Cria um novo conjunto de dados do canal
(Eliminar ciclos  no qual alguns ciclos de fim foram
de fim): removidos.

Page 1 (P4gina 1):Indica a pdgina atualmente selecionada
para apresentar os gréficos dos dados ndo
processados. A janela "Edit Sample" (Editar
amostras) permite a criagdo de vdrias
defini¢des de amostras. Por exemplo, os
dados podem ser visualizados com
espessura de linha, definicdes de amostra
e outras opgdes de apresentagdo varidveis.
Isto é particularmente til se for realizada a
quantificagdo relativa num Unico canal,
dado que o utilizador pode facilmente
alternar a visualizacdo entre o gene de
interesse e as amostras constitutivas
definindo 2 péginas de amostras.
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7.4

Alternar entre amostras

No lado direito da janela principal existe um botédo de
alternancia que inclui uma legenda das amostras. Esta
consiste em células coloridas, sendo que cada uma
corresponde a uma amostra na exibicdo. O botdo de
alternéncia é utilizado para controlar que amostras séo
apresentadas no ecrd. As amostras com uma célula com
cores vivas sdo apresentadas, enquanto as amostras com
uma célula com cores esbhatidas néo s@o apresentadas. As
amostras podem ser ligadas e desligadas clicando na célula
ou arrastando o ponteiro do rato sobre vdrias células ao
mesmo tempo. Os botdes "Bank On" (Banco ligado) e "Bank
Off" (Banco desligado) apresentam ou ocultam,
respetivamente, todas as amostras atualmente visiveis na
lista. A barra de deslocamento pode ser utilizada para
apresentar o grupo seguinte de amostras.

Nota: O nimero de amostras apresentadas é dinédmico e
depende do espaco disponivel na janela.

Clicar em "Named On" (Denominado em) mostra-lhe
apenas as amostras as quais foi atribuido um nome. Isto é
uma forma rdpida de mostrar apenas amostras relevantes.
Clicar em "All On" (Todas ligadas) ou "All Off" (Todas
desligadas) apresenta todas ou nenhuma das amostras do
rotor, respetivamente. Premir o botdo "Edit Samples..."
(Editar amostras...) abre a janela "Edit Samples" (Editar
amostras), na qual podem ser editados os nomes,

tipos e concentragdes padrdo das amostras (consulte a
secgbo 7.8.4).

O botao de alterndncia é mostrado abaixo. As opgdes
adicionais apresentadas aparecem ao clicar com o botéo
direito do rato sobre o bot&o de alternancia.
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Page: Fage 1
&1
e
B3
A
AR
&5
&y
&R

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

Seleck Groups

BS
BE
BY
B3 _

« | Y
Bark On | Bank OF
Marmed On | All On | )i
Edit Samples...

Page (P4gina):  Esta etiqueta no topo do botdo de
alternéncia indica a pdgina de amostras
em apresentacdo. As pdginas possibilitam
andlises independentes variadas de um
conjunto de dados de um canal. Por
exemplo, pode executar duas curvas-
padréo no canal verde e gerar relatérios
independentes. Estdo disponiveis mais
informagdes acerca da configuracéo das
péginas de amostras na secgdo 7.8.4.
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Toggle Sample
ID Display
(Alternar a
apresentacdo da
ID da amostra):

Select
Non-Empty
Samples
(Selecionar
amostras ndo
vazias):

Select Groups
(Selecionar

grupos):

Se for utilizado um 72-Well Rotor, as
amostras séo apresentadas no formato Al
a A8, B1 a B8 efc. A opcdo "Toggle Sample
ID Display" (Alternar a apresentacéo da ID
da amostra) permite que o utilizador altere
a apresentagdo para uma ordenacdo
numérica das amostras (1 a 72).

Esta opgéo desmarca qualquer amostra
que tenha o "Type" (Tipo) especificado
como "None" (Nenhum) na janela "Edit
Samples" (Editar amostras). Isto assegura
que apenas sdo apresentadas amostras
relevantes para a andlise.

Se tiver grupos definidos, esta funcionalidade
ird alternar (ativar/desativar) a apresentagéo
de amostras nos grupos. Os grupos
consistem em colheitas de amostras
arbitrdrias que permitem a comunicagéo
avangada de resultados estatisticos. Por
exemplo, podem ser definidos grupos de
amostras de doentes tratados e néo tratados.
Os grupos podem ser definidos na janela
"Edit Samples" (Editar amostras).

7.5 Menu de ficheiros

7.5.1 Novo

Depois de selecionar "File" (Ficheiro) e, em seguida, "New"
(Novo), é apresentada a janela "New Run" (Nova execucéo).
Esta janela fornece modelos comummente utilizados,
organizados nos separadores "Quick Start" (Instalagdo
répida) e "Advanced" (Avancado). Quando o modelo estiver
selecionado, o assistente guia-o pela configuracéo da
execucdo e permite a modificagdo de definicdes e perfis.
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[ x

Buick Start | Advanced I

Impaorts the cyding
and acquisition and
sample definitions
fram the last run open
in the software.

form Last Run

L ]
£ Three Step with Melt
.9
e
& Two Step
fl.-
% Quenched FRET
f!'.
'% Mudleic Add Concentration Measurement
g
l_ (_I HRM™
'l_ |0ﬂ1er Runs
||

?_J Open A Template In Another Folder. ..

Cancel

Help

I

¥ Show Thiz Screen When Software Dpens

Para mais informagdes acerca dos modelos fornecidos,
consulte as seccdes 6.1 e 6.2.

Nova execugéio

New... (Novo...): Inicia a configuracdo da execucdo
no modelo selecionado.

Cancel (Cancelar): Fecha a janela.
Help (Ajuda): Abre a ajuda online.

Show This Screen When  Se esta caixa de verificagéo estiver
Software Opens (Mostrar selecionada, a janela "New Run"
esta janela quando o (Nova execugdo) é apresentada
software abre): qguando o software é iniciado.
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7.5.2 Abrir e guardar
Open... Abre um ficheiro de execucdo do Rotor-
(Abrir...): Gene Q previamente guardado (*.rex) ou
um arquivo de execucdo Rotor-Gene Q
(ficheiro *.rea).
Open Recent...  Apresenta os Gltimos 4 ficheiros que foram
(Abrir recente...): abertos ou guardados.
Save Guarda as alteracées que foram feitas a
(Guardar): um ficheiro de execucéo.
Fle Analysis Run Gain View Security Window Help
New... o
Open... . View Lf
Open Recent... o E] Settinc
Save I
Run File...
Impork DataFrom Previous Bur,.., Template. ..
Reports, .. Run Archive...
Preferences... Excel Analysis Sheet...
5 Excel Data Sheet...
s LIMS Export...
Exit LinReg Expart Format...
Matlab Export. ..
RDML Expart...
Save As... Utilize esta funcionalidade para guardar um
(Guardar ficheiro ou dados de execuc@o em vdrios
como...): formatos. As opgdes estdo listadas abaixo.
Run File... Guarda uma cépia do ficheiro. O utilizador
(Ficheiro de pode alterar o nome e a localizagéo de
execuc@o...): gravacgdo. Este é o formato predefinido.
Template... Isto guarda a configuragdo do perfil e
(Modelo...): defini¢des associadas mas ndo os dados de
execuc@o. O modelo pode ser utilizado para
iniciar execugdes futuras.
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Run Archive... Guarda num formato de ficheiro mais
(Arquivo de compacto. Guarde os ficheiros neste formato
execugdo...): antes de os enviar por e-mail. Isto diminui o

tempo necessdrio para enviar o ficheiro e
assegura que os ficheiros ndo sdo
corrompidos por clientes do e-mail.

LIMS Export Isto guarda a andlise em formatos

(Exportagdo para compativeis com o LIMS, de acordo com os

LIMS): requisitos do utilizador. Contacte os Servigos
de Assisténcia da QIAGEN para obter mais
informacoes.

Excel Data Sheet... Isto exporta todos os canais ndo processados
(Fichas de dados para uma folha de Excel®. Apenas séo
do Excel...): exportadas as amostras selecionadas.

Excel Analysis Exporta todas as andlises na execugéo atual
Sheet... (Folhas de para uma folha de Excel.
andlise Excel...):

LinReg Export Exporta todos os dados ndo processados do
Format... canal para um formato que pode ser lido
(Formato de pela LinReg (uma ferramenta de andlise de
exportagéo do eficiéncia). Consulte "Exportar para LinReg"
LinReg...): abaixo, para obter mais informagdes.
Matlab Export...  Exporta os dados para um formato que pode
(Exportagdo ser lido pelo pacote cientifico Matlab (ou o
Matlab...): seu equivalente de cédigo aberto, Octave).

Isto pode ser Util para pesquisa de métodos.

RDML Export Fornece uma exportacdo de um ficheiro
(Exportacdo para compativel com o RDML v1.1. O ficheiro de
RDML): exportacdo RDML criado consiste num ficheiro

de formato XML comprimido em ZIP, com uma
extensdo de ficheiro *.rdml e compativel com
o esquema do documento RDML
(http://www.rdml.org/RDML v1_1_PR.xsd)
fornecido no website
http://www.rdml.org/files.php.
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Exportar para LinReg

O LinReg é uma ferramenta desenvolvida por C. Ramakers e
os seus colegas.*
A ferramenta LinReg esté disponivel em: http://LinRegPCR.nl.

O software Rotor-Gene Q permite que o utilizador exporte
dados néo processados para um formato que,
posteriormente, pode ser importado pela ferramenta LinReg
para andlise.

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

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

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

4. Inicie a ferramenta LinReg.
A ferramenta solicita-lhe que selecione o intervalo de
células que contém os dados ndo processados. A
ferramenta apenas consegue analisar um canal ndo
processado de cada vez, por isso deve ser selecionada a
regido adequada da folha de Excel.

7.5.3 Relatérios

Apds selecionar "Reports" (Relatérios), é apresentada a
janela "Report Browser" (Browser de relatérios). Se os dados
i tiverem sido analisados, o relatério da andlise pode ser
apresentado a partir da janela "Report Browser" (Browser de
relatérios). Sdo disponibilizados vdrios tipos de relatérios
com graus de detalhe varidveis.

* Ruijter, J.M., Ramakers, C., Hoogaars, W.M., Karlen, Y., Bakker, O., van den
Hoff, M.J., and Moorman, A.F. (2009) Amplification efficiency: linking baseline
and bias in the analysis of quantitative PCR data. Nucleic Acids Res. 37, e45.
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il
— Report Categories : i Templates
- Melt A Green [page 1) |

5 Quantitation

i o Cycling & Green (page 1)

elta Deta CT Relative Quantitation

- delta delta

- Relative Quant. Analysis

F;I omparative Quartitation

- Cycling &, Green [page 1]

£-2 Standard Curves Relative Quantitation

- 2 standrard curve

- Relative Quant. Analysiz =

2 Quantitation (Full Report)

]
*3 Quantitation (Standard Report)

Show I Cancel

7.5.4 Configuracdo

A configuracdo inicial do Rotor-Gene Q MDx deve ser
concluida durante a instalagdo. Contudo, esta opgdo
permite-lhe alterar a configuracdo de ligacéo do
Rotor-Gene Q MDx, se desejar fazé-lo depois da instalacéo.

setup x|

General |

— Mizzellaneous Optionz

The zoftware can simulate basic operation of the
machine for testing and training purpozes. Ticking
thiz bo will enable a *irtual Machine simulation.

[ Wirual Mode

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

IV Allow access to this 2etup screen

Part I COr1 - I Auto-Detect |

Cancel | Help
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7.6

7.6.1

Virtual Mode Selecione esta opcdo se o software for

(Modo virtual):  utilizado sem um Rotor-Gene Q MDx
ligado. O software possui todas as
funcionalidades. Este modo é Util para
efeitos de demonstracéo, andlise de dados
e configurac@o de modelos.

Allow access to  Se esta opgdo ndo estiver selecionada

this setup screen durante a configuracéo, esta janela néo

(Permita o acesso pode voltar a ser acedida. Esta medida de

a este ecrd de  seguranca evita que os utilizadores alterem

configurag@o):  as definicdes. Para restabelecer o acesso,
entre em contacto com o seu distribuidor.

Port (Porta): Selecione a porta de comunicagéo correta
para permitir a comunicagdo entre o
computador e o Rotor-Gene Q MDx.

Auto-Detect Se néo tem a certeza de que porta deve

(Autodetecdo)  selecionar, clique em "Auto-Detect"
(Autodetecdo) para pesquisar todas as
portas disponiveis.

Menu de andlise

Andlise

Depois de clicar em "Analysis" (Andlise), é apresentada a
janela "Analysis" (Andlise). Esta janela permite a criacdo de
novas andlises e a exibigdo de andlises existentes. O método
de andlise é selecionado utilizando os separadores. E
apresentada uma lista de canais que pode ser analisada
utilizando o método selecionado. Execugdes de vdrios
ensaios no mesmo canal podem ser analisadas de forma
independente, desde que tenham sido configuradas como
pdginas separadas na janela "Edit Samples" (Editar
amostras). As pdginas que |4 foram analisadas tém uma
marca de verificagdo verde junto das mesmas. Isto significa
que o limiar e as definicdes de normalizacdo foram
guardados para esta andlise.
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Para visualizar e analisar um canal, clique duas vezes sobre
o mesmo. E apresentada a janela de andlise especifica.

|
2Std Curves [Rel) | Other . |
Melt Delka Delka CT Relative Quantitation
- Allelic Discrimination
E}Icl!ng A.Gireen Compatative Quantitation
EJ"CI!F'Q A.Drange Scatter araph Analysis
EPCI!”Q A.Red EndPoint Analysis
Lycling & ellov Concentration Analysis
High Resalution Melk Analysis
Show All Analysis Options. ..
Show | Hide |
™ Awto-shrink window
Auto-shrink Selecionar "Auto-shrink window" (Janela de
window (Janela  reducdo automdtica) reduz a janela quando
de reducéo ndo estd a ser utilizada. Mover o cursor
automdtica): sobre a janela aumenta novamente a janela.

Organizar o espaco de trabalho

De cada vez que é iniciada uma nova andlise, as suas
janelas sdo dispostas de forma a adaptarem-se ds que 4 se
encontram no ecrd. Se forem apresentadas muitas janelas,
isto pode tornar-se incdmodo. Feche as janelas de que nédo
necessita e, em seguida, clique em "Arrange" (Dispor) na
barra de ferramentas. As janelas sGo automaticamente
dispostas de acordo com o método "Smart Tiling" (Azulejos
inteligentes). De forma alternativa, selecione outro método
de disposicdo clicando na seta ao lado do botdo "Arrange”
(Dispor). Clicar com o botéo direito do rato no nome de
uma andlise também fornece op¢des adicionais.
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13 &, 51 | ]
Cycling &.Orange Showe
Cycling &.Red Hide

Cycling &.7ellaw Remove Analysis...

Show (Mostrar): Apresenta a andlise selecionada.

Hide (Ocultar):  Oculta a andlise selecionada.

Remove Remove completamente a andlise
Analysis... selecionada. Isto significa que quaisquer
(Remover definicdes de normalizagéo ou recipientes de
andlise...): fusdo configurados na andélise serdo perdidos.
7.6.2 Quantificagdo
Selecione o separador "Quantitation" (Quantificagéo) na
janela "Analysis" (Andlise) e, em seguida, clique duas vezes
no nome do canal ou selecione o canal e, em seguida,
prima o botdo "Show" (Mostrar) para abrir o canal de
interesse. S@o apresentadas trés janelas: o ecrd principal, a
curva-padréo e os resultados.
Relatérios
Reports "Reports" (Relatérios) abre a janela "Report
(Relatérios): Browser" (Browser de relatérios) na qual
pode ser gerado um relatério da andlise
atual. Existem 3 opcdes: relatério padréo,
relatério completo e relatério conciso.
Clique duas vezes na opgdo pretendida
para abrir o relatério na janela "Preview"
(Pré-visualizagdo).
Depois de o relatério ter sido gerado, os
botées no topo da janela "Preview"
(Pré-visualizacdo) podem ser utilizados
para imprimir, guardar, enviar o relatério
por e-mail ou exportd-lo para o Word.
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Bepreview
S | H | 2

Frint | Save Az| Email | To'word

Curva-padréao

Std. Curve Este bot@o abre a janela "Standard Curve"

(Curva-padréo): (Curva-padrao). Por predefinicdo, esta
janela abre quando ¢é aberta uma andlise.
Se fechar a janela, esta pode ser aberta de
novo utilizando este comando.

H Standard Curve - Cycling .G - |EI|5|

40

Cycling A Green (Page 171

F=0.99969
T e i =t
E E E M=-3.292
fcTu 0 S L I B=38_-949
H H H Efficiency=1.01
— . . - . .
0 : j j :
254 Expotk Graph.,, 0 FoiTego- e EREEEEl -
Standard Error Mean :
204 Owverlay L
w Show Stats ;
15';_‘ Zoamm out: i ialelaleletelel tebletelelel delaletletel i
T T T

T
10 Return bo Befaulk Position 004 1005 1006 10407
Concertration

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

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

Valor R™2
(coeficiente de
correlacdo):

Valor R (raiz
quadrada do
coeficiente de
correlacdo):

Nota: Se redefinir os padrdes para
recalcular a curva-padréo, desligar a
visibilidade da amostra padréo, utilizando
o botéo de alterndncia do lado direito do
ecrd, ird remové-la do célculo da curva-
padré&o. Remover padrées do gréfico para
aumentar o valor de R”™ 2 néo é
cientificamente vélido. Um padréo falhado
é uma indicacdo de que as amostras
podem também ter falhado e, como tal,
deve ser incluido nos resultados.

Esta é a eficiéncia da reac@o da execugdo.
Este valor é abordado com mais detalhe
na pégina 7-30.

O valor R™ 2 ou valor R? corresponde a
percentagem dos dados que sdo
consistentes com a hipétese de que os
padrdes formam uma curva-padréo. Se o
valor R? for baixo, os padrdes néo se
ajustam facilmente a uma linha de
correlacdo. Isto significa que os resultados
(isto é, as concentragdes calculadas)
podem nao ser fidveis. Um bom valor de
R? ¢ aproximadamente 0,999.

Nota: E possivel atingir um valor de R 2
elevado com uma curva-padréo baixa se
tiverem sido executados um ndmero
insuficiente de padrées. O valor de R™ 2
melhora & medida que o nimero de
padrées diminuiu. Para uma indicagdo
mais exata da fiabilidade dos resultados,
utilize os intervalos de confianga nas
concentragdes calculadas como guia.

O valor R diz respeito & raiz quadrada do
valor R™ 2. De forma geral, o valor R™2 é
mais Util para determinar correlagdes.
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M e B: O declive (M) e a intersecgdo (B) da curva-
padréo sdo automaticamente calculados
utilizando a férmulay = Mx + B e
apresentados na janela "Standard Curve"
(Curva-padréo).
Export Graph... Clicar com o botdo direito do rato sobre a
(Exportar curva-padréo apresenta a opcdo de
grdfico...): exportar o gréfico (consulte a seccéo 8.4).
Overlay Caso tenham sido realizadas vérias
(Sobreposigdo): execugdes de quantificagdo na mesma
execucdo, é possivel sobrepor as curvas-
padrdo na mesma janela. Isto é Util para
visualizar graficamente a diferenga entre
diferentes limiares. Esta funcionalidade é
apresentada na captura de ecrd abaixo.
o

PIE

Export Graph...

Cycling & .Green (Page 1)
R=0.93369

R*2=0.99939

h=-3.292

B=35.949

Efficiency=1.01

22+ Standard Error Mean
20 | IS
» Show Skats
181 Zoonm ut
164 Returm bo Default Position
: : :
1000 1041 10402 10403 1004 1005

Concertration

Célculo da curva-padréo

"conc = ..*Cr + .." e "Cr = ..." sGo 2 versdes da equagdo
utilizada para relacionar os valores Cr e concentragdes. Em
publicagdes, a férmula "Cr = ..." normalmente é a mais
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utilizada. A curva-padréo pode ser "Floating" (Flutuante) ou
"Fixed" (Fixa). Se for "Floating" (Flutuante), é calculada uma
equagdo ideal para a curva-padréo de cada vez que o
limiar é movido na janela principal. Se for "Fixed" (Fixa), a
equagdo ndo se altera, pois foi importada a partir de outra
execucdo.

Standard Curve

cone= 107-0.204°CT +11.832]
CT =-3.292%0g[conc] + 33.949
Tupe : Floating

Impart Curve. .. | A ezet |

Importar a curva

Importar uma curva-padrdo permite estimar concentracoes
guando uma curva-padréo ndo estd disponivel numa
execucdo em especifico e a eficcia da reacdo ndo variou
entre 2 execugdes. As curvas podem ser importadas de outro
canal ou de outra execugdo clicando em "Import Curve"
(Importar curva).

E possivel ajustar a curva-padréo, se necessério. Ajustar a
curva-padréo significa que apenas é importada a eficiéncia
da curva-padréo original para a execugdo atual. Se a curva-
padrdo deve ou ndo ser ajustada depende do quimico
utilizado.

Para ajustar a curva-padréo, utilize uma referéncia na nova
execucdo com uma concentracdo conhecida. Determine a
referéncia definindo o tipo de amostra "Standard" (Padréo) e
infroduzindo um valor de concentrag@o na janela "Edit
Samples" (Editar amostras). Podem ser introduzidas vdrias
cépias da mesma referéncia para melhorar a exatiddo.
Tenha em atengdo que néo é possivel definir mais do que
uma concentracdo de referéncia ou padréo. Por exemplo, é
possivel ter 3 referéncias replicadas de 1000 cépias, mas
ndo é possivel ter uma referéncia de 1000 cépias e outra
com 100 cédpias na mesma execugdo.

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

Uma captura de ecrda da janela "Import Standard Curve"
(Importar curva-padrdo) é apresentada abaixo.

Import Standard Curve X
— Import Standard Curve :
&' Current Fun
€ From Qther Fun...

LChannels :

Cycling AYellow conc=10"0.301°CT + 12.525) CT =-3.322*oglconc] + 41,608
Cypeling & Orange conc= 107(-0.309°CT +11.185) CT = -3.235%0g(conc) + 36.187
Cycling 4. Fed conc=10"-0.316°CT + 11.817) CT =-3.1650glconc) + 37.404

€ From E gtemnal Source [Post-.0 Standard Curve Format) :

CT =|— * lng[Canc] +|—

Efficiency = M/A
" Fram External Source [Pre-6.0 Standard Curve Format) :
Cone =107 T+ | ] .
Cancel |

Efficiency = N/&

Help |

Ao utilizar esta janela, pode ser importada uma curva-

I
padréo de outro canal analisada na execucéo atual ou de
outra execucdo.

Current Run Ao selecionar esta opgéo, as andlises de

(Execucdo atual): quantificacdo noutros canais desta
execugdo sdo listados com as curvas-
padréo correspondentes.

From Other Selecionar esta opcdo abre uma caixa de
Run... (De outra didlogo a partir da qual pode ser
execucdo...): selecionado um ficheiro de execucdo para

abrir. Se tiver sido efetuada alguma
andlise de quantificacdo para a execucéo,
as curvas-padrdo sdo listadas para cada
canal analisado.

Nota: As definicdes da andlise de
quantificagdo devem ser guardadas no
ficheiro de execucdo.
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Channels
(Canais):

From External
Source (De fonte
externa):

Cdlculo de C;

Invert raw data
(Inverter
dados néo
processados):

Ct Calculation
(Cdleulo Cy):

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

Nesta drea, os valores de M e B podem ser
introduzidos diretamente. Isto é Util nos
casos em que os valores s@o provenientes
de uma fonte externa, como uma folha de
cdlculo do Excel.

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

[T lrwert Raw Data

O valor de Cr é o nimero de ciclo no
ponto em que a curva de amplificacdo
passa um limiar de detegdo. Ao definir
uma linha de limiar e calcular a
intersecc@o com cada uma das curvas, é
estabelecido o valor de Cr para cada
amostra.
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Threshold Para definir o limiar, clique no icone (uma

(Limiar): grelha com uma seta vermelha) e, em
seguida, clique continuamente no grdfico e
arraste a linha para o nivel pretendido. Em
alternativa, introduza um valor logaritmico.
Em alternativa, "Auto-Find Threshold"
(Localizag@o automdética do limiar) pode ser
utilizado para determinar automaticamente o
limiar. Ao definir manualmente um limiar,
este deve ser definido na fase exponencial da
execucdo, significativamente acima do nivel
de fundo para evitar ruido e abaixo do inicio
do planalto do sinal em ciclos posteriores.

CT Calculation

[ Flip sign of nomalized dats

Threshold : IIII.III353 1|
Elimiriate Cycles |-|—1|

before

Eliminate Cycles Para definir, clique no icone (uma grelha

before (Eliminar com uma seta vermelha) e, em seguida,

ciclos antes de): clique continuamente no gréfico e arraste a
linha para a direita. Isto elimina o limiar
para nimeros de ciclos baixos.

Nota: Isto é Util quando existe ruido
durante os ciclos iniciais, por exemplo,
devido a efeitos de mistura da amostra.
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Auto-Find Esta funcionalidade analisa a regi@o

Threshold (Limiar selecionada do gréfico para encontrar

de localizacgo  uma definicgo do limiar que proporcione

automdtica): uma estimativa 6tima das concentragdes
indicadas. A regido selecionada pode ser
alterada ao introduzir novos limites
superior e inferior nas caixas de texto
apresentadas.

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

Auto-Find Theeshold

Resultados

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

i Quant. Results - Cycling AGreen (Pape 1)

e (1 [Hep (1 54| Rep O
i, ] E E W U 73, 78]

e Cao Cone | Rep Cae
AT SO7 [1.17E 00

3 006 [5:51.6.31] LASE 07 [125 406 5.7 +07]

Cpcing A G

Cycing AGreen Page 1)

Cpcing A firesn Page 1) 7 5] 008 1%, 1080 B0 ol [252E 05 244 o |
: (6T 013 0331338 76 w04 [2 96 104, 2508 o065

ety s G Page 1) 7

Cypelng A Giean Page 1) 17

Cycing Aliesn Page 1) 1237 1506 025 [14.04 . 16.00 2G04 [T 020400 . BIGT-04)

Cycing A Gireen Page 1) 0k

Cyecing 2 Green Page 1] 3

el & e Fage 1) 52 am 024 (2048, 2169 SR -2 (910, 25E 03

;ix

HET: [Mu 1)

ZL7)

Standard NEG Muki O}
NIt NEG [HIC]
WIC MEG [NTC)
HIE NEG [NIC)

it & G P 1)

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

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

Analysis (Andlise) O conjunto de dados atual (canal de
aquisi¢é@o e pdgina da amostra).

No. (N.°) Ndmero da amostra.

Color (Cor) A cor do gréfico da amostra individual
definida.

Type (Tipo) O tipo de amostra definido.

Cr O valor de Cr determinado.
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Cr Comment
(Comentdério

de Cy)

%Var:

Rep. Cr:

Uma anotacdo automdtica da
determinacdo do Cy, caso os valores de Cr
sejam excluidos. Podem ser obtidos os
seguintes sinalizadores:

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

NEG (NTC): O aumento da fluorescéncia
geral ndo satisfaz as condi¢des definidas
na funcionalidade "NTC threshold" (Limiar
do NTC) do menu "Outlier Removal"
(Remover valor atipico) (ver abaixo). Por
exemplo, uma curva de fluorescéncia
interseta o limiar indicado, mas o minimo
aumento do declive geral sugere que ndo
hé& um controlo de modelo e ndo é dado
um valor de Cr.

NEG (R.Eff): O aumento da fluorescéncia
geral ndo satisfaz as condi¢des definidas
na funcionalidade "Reaction efficiency
threshold" (Limiar da eficiéncia da reacéo)
do menu "Outlier Removal" (Remover valor
atipico) (ver abaixo). As amostras que ndo
possuem uma certa eficiéncia de reagéo
sdo excluidas e néo é dado um valor de
C;. Este sinalizador é apresentado apenas
se a funcionalidade correspondente estiver
ativa.

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

A média de Cr de todas as amostras com o
mesmo nome desta amostra.
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Rep. Cr Std. Dev. O desvio padrao do valor de Cr de todas
(Rep. DP Cy): as amostras com o mesmo nome desta
amostra.

Rep. Cr 95% C.I. Um intervalo de Cr que, estatisticamente,

(Rep. IC 95% C): representa cerca de 95% da variagdo no
valor de Cy. Trata-se de uma medida
estatistica conservadora que pode ser
utilizada como uma medida de qualidade.
Este intervalo pode ser reduzido
executando mais réplicas ou tendo menos
variagd@o nas réplicas.

Rep. Calc. Conc A concentragéo calculada para todas as
(Rep. conc. calc.):amostras com o mesmo nome.

Nota: Néo se trata da média simples das
concentragdes calculadas. Trata-se da
média geométrica, que é uma média mais
adequada matematicamente devido &
natureza exponencial da amplificagéo em
tempo real.

Rep. Calc. Conc. Um intervalo de concentragdes que

95% C.I. representa cerca de 95% da variagdo na
(Rep. IC 95% amostra individual, assim como o modelo
conc. calc.): de regressao linear no qual se baseia.

Uma interpretacéo desta medida é que se
trata do intervalo de concentragées que
pode ser esperado 95% do tempo, caso
esta execugdo seja efetuada repetidamente
com a mesma quantidade de variacdo.
Trata-se de uma estimativa conservadora e
o intervalo pode ser bastante grande
devido & variagdo inerente a qualquer
andlise em tempo real. Este intervalo pode
ser grande se os padrées forem executados
com concentracdes diferentes das amostras
desconhecidas, se for utilizado um ndmero
pequeno de réplicas ou se existir variagéo
significativa.
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IMPORTANTE: As variagdes comunicadas
por esta medida sdo inerentes ao processo
exponencial da amplificagéo em tempo real
e ndo sdo devidas ao Rotor-Gene Q MDx.
Testes semelhantes efetuados em cicladores
com base em blocos teriam uma maior
variacdo devido & menor uniformidade da
temperatura dos sistemas com base em
blocos. Se desejar comparar cicladores,
recomendamos que compare o desvio

padréo do valor de Cr.

Nota: Estdo disponiveis mais informacdes detalhadas sobre
intervalos de confianga no Apéndice B.

Nota: A excegdo da cor, nome, Cr e comentério de Cy,
todas as colunas podem ser apresentadas ou ocultadas ao
clicar com o botéo direito do rato na janela e, em seguida,

selecionar ou anular a selecdo do nome da coluna.

oI
No. | C| Hame Ct Ct Comment | Given Conc [Copl Calc Conc [Copie| #Mar |:|
1 08 Analysis 300.000.000,  324.345.068, 5% |
: B30 v 300.000.000,  307.264.230, 0.4%

3 W0 o Coler 300000000, 308453920, 28%
4 W08 L Name 300000000, 296576301, 0.5%
5 W07 Type 30000000, 27524578, B.3%
B ESlA 0000000, 26405444,  12,0%
7 W07 crcumment 30000000, 2870129, 43%
8 W07 g cone (Coies) 0000000,  23847.613  205%
5 Wi i 3.000.000, 392142 130x
Tl ES & 3.000.000, 3.170.880, 5.7%
Il B 2.000.000, 3130752, 4.4%
12 Wzars  vReCE 3000000, 3166396, 5 5%
El Bl i 300,000, 321.913, 7.3%
14 B 3KI0°5 ¥ Rep. Ct(35% CI) 300,000, 305.744, 1.9%

15 1075 Rep. Cale. Conc, 300,000, 212.048, 4.0
16 31075 Rep. Calc. Conc. (35% CI) 300,000, 324 696, 8,2%

17 W30t 1947 30,000, 32,420, B.1%

15 a0 1959 30,000, 29872, 0.4%

19 30t 1953 30,000, 31102, 3.7%

0 30t 1952 30,000, 31.301, 43%

7 W03 293 2.000, 2,850, 5.0%

2 03 2% 3000, 2793, 6.9%

23 ") 22 3.000, 2,825, 5.8%

4 03 2 3.000, 2,898, 3.7%
= Pz 26,03 300, 322, 75%

x W30z 2611 300, 305, 16%

7 W3z 626 300, 275, 8.5%

2 a2 26,18 300, 291, 31_/|;|

KIS Ay
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Para uma maior conveniéncia, a funcionalidade "AutoStat"
(Estatistica automdtica) calcula automaticamente a média, o
desvio padrdo e os valores minimo e mdximo das amostras
de interesse. Selecione os resultados de interesse
arrastando-os com o botdo esquerdo do rato e os valores
s@o apresentados numa tabela no lado direito do ecré.

Nesta captura de ecrd, sdo analisadas as concentracdes de
vdrias amostras.

8 Quant. Results - Cycling A.Green (Page 1) [_ (O] x<]| Statistics

Ct | Given Conc (Cop| Calc Conc [Copie| 2% War [Fa mfa:-lumum.. 28730050
14.42 30000000} 5 nimum 25142320
1459 30000000 i T s 3
14.40 30000000 42% bean: 27328521
17.44 3000000 14.1% Std. Dev : 1.07537
17.58 3000000 1033 14% [Drders of Mag )
17.42 3000000 HETIT 15.6%
20.99 300000 265353 49%
20.92 300000 290095 0.4%

21.04 300000 27ha02 81% Copy |
24 70 Qﬂi‘i‘l ANILE 1 ﬂ"/_lﬂ
Kl 2y

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

Por exemplo:

B Naéo é possivel obter um intervalo de confianga de 95%
a partir de um conjunto de concentracdes calculadas
selecionadas, uma vez que o modelo de regresséo
também deve ser tido em conta.

B O desvio padrao "Orders of Magnitude" (Ordens de
magnitude) é comunicado para concentracdes calculadas
em vez de para um valor absoluto. Isto é uma variagdo
de percentagem. Por exemplo, um valor de 1,07537
representa uma variagéo de 7,54%

(278 974 - 322 611)=(300 000/1,07537 -

300 000*1,07537). Comunica um valor absoluto néo faz
sentido para uma curva-padréo. O valor pode ser
comunicado na concentragdo mais baixa para criar um
erro baixo percebido (+ 3 cépias) ou na concentracdo
mais elevada (= 3 000 000 cépias). Por este motivo, o
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desvio padréo "Orders of Magnitude" (Ordens de
magnitude) é relatado.

B Para concentragdes calculadas, é utilizada a média
geométrica em vez da média aritmética. Isto representa
a natureza exponencial de real-time PCR. Por exemplo,
no caso de diluigdes duplas com 1, 2, 8 e 16 cdpias, a
média deve ser 4 copias, visto que é o meio da série de
diluicdes. Contudo, a média aritmética é 6,75. A média
geométrica é (1*2*8*16) ™~ (1/4) = 4 cédpios.

Normalizag¢éo do tubo dindmico

A opgdo "Dynamic Tube" (Tubo dindmico) é selecionada por
predefinicdo e é utilizada para determinar a média de fundo
de cada amostra imediatamente antes de a amplificagéo
comecar.

A normalizagé@o padrdo tem em conta os primeiros 5 ciclos e
utiliza-os como um indicador do nivel de fundo de cada
amostra. Todos os pontos de dados para a amostra séo,
posteriormente, divididos por este valor para normalizar os
dados. Isto pode ser impreciso, pois, para algumas
amostras, o nivel de fundo sobre os primeiros 5 ciclos pode
néo ser indicador do nivel de fundo imediatamente antes da
amplificacéo. Por outro lado, a normalizacéo do tubo
dindmico utiliza a segunda derivada de cada gréfico das
amostras para determinar o ponto de remogdo de cada
amostra. Posteriormente, é calculada a média do nivel de
fundo desde o ciclo 1 até este nGmero de ciclo de remogéo
para cada amostra. Isto fornece os resultados de
quantificagdo mais precisos.

Tenha em atenc@o que para alguns conjuntos de dados, a
fluorescéncia de fundo néo é consistente durante os ciclos
antes de a amplificacdo comecar. Nestes casos, pode ser
necessdrio anular a selecdo da normalizacdo do tubo
dindmico clicando em "Dynamic Tube" (Tubo dinémico), pois
isto pode resultar numa quantificacdo menos precisa.
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Correcdao do declive do ruido

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

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

Ajuste do ponto de remocgéo

O algoritmo de ajuste do ponto de remogdo pode ser
utilizado para definir um comprimento minimo da linha de
base utilizada para a normalizagdo. Devem ser definidos
dois pardmetros para aplicar o ajuste do ponto de remocéo.
Se for calculado um ponto de remocao pelo "Dynamic Tube"
(Tubo dinémico) inferior ao primeiro parédmetro, o segundo
parédmetro é utilizado como o ponto de remogdo. O ajuste
do ponto de remogéo apenas pode ser utilizado em
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conjunto com a normaliza¢é@o do "Dynamic Tube" (Tubo
dinémico).

Ignorar primeiro

O sinal de fluorescéncia proveniente dos primeiros ciclos
numa execucdo pode ndo ser representativo do resto da
execucdo. Por este motivo, podem ser alcancados melhores
resultados se os primeiros ciclos forem ignorados. Pode
ignorar até 10 ciclos. Contudo, se os primeiros ciclos
parecerem semelhantes a ciclos posteriores, serdo
alcangados melhores resultados se desmarcar "Ignore First"
(Ignorar primeiro), dado que o algoritmo de normalizagéo
terd mais dados com que trabalhar.

Remocao de valor atipico

Para distinguir alteragées minimas na fluorescéncia e nas
reagdes reais nos controlos sem modelo (No Template
Control, NTC), séo fornecidas 2 medidas: "NTC Threshold"
(Limiar de NTC) e "Reaction Efficiency Threshold" (Limiar de
eficiéncia da reagéo). O "NTC Threshold" (Limiar de NTC) é
recomendado para a maioria das aplicacdes. A abordagem
utilizada deve ser validada.

x
—MTLC Threshold ;
Percentage of largest Fl change :

0% 15% a0
Arm zample with a total change in fluorezcence

I 2 % |eas than thiz percent [relative to the largest
change in any tube] will not be dizplayed.

— Feaction Efficiency Threshold :

[" Enabled Only zamples which have an individual
reaction effiency at least equal ko this
Thieshald . [100 = % wvalue wil be displayed after
; == normalization,

] I Cancel Help |
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NTC Threshold
(Limiar de NTC):

Reaction
Efficiency
Threshold
(Limiar de
eficiéncia da
reacdo):

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

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

O "Reaction Efficiency Threshold" (Limiar de
eficiéncia da reacé@o) representa um
método alternativo de excluir ruido da
andlise. Este algoritmo de normalizagéo
utiliza técnicas de estimativa da eficiéncia
da reacéo utilizadas na quantificacéo
comparativa (consulte a seccdo 7.6.6).
Todas as amostras que ndo tm uma
eficiéncia de reacdo de, pelo menos, este
nivel sdo excluidas e serd apresentado um
sinalizador "NEG (R.Eff)" na coluna "Cy
Comment" (Comentdrio de Cy).

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

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

Nota: Se um valor for excluido devido & ativacéo de
qgualquer uma destas técnicas, ndo serd apresentado um
valor correspondente de Cr na janela "Quantitation Results"
(Resultados de quantificacdo). Simultaneamente, seré
apresentado um sinalizador a indicar a exclusdo na coluna
"Ct Comment" (Comentdrio de Cy). Assim, é importante
assegurar que a coluna "Cy Comment" (Comentdrio de Cy) é
sempre apresentada.

Na imagem abaixo, as amostras 7, 8 e 9 foram excluidas
devido ao "Reaction Efficiency Threshold" (Limiar de
eficiéncia da reagdo).

=1olx|
Mo, |Name |T_I,I|:ue |Et |I:t Camrment |Given Conrz [cupiesx’reaction”
7 10ek Standard MEG [R.Eff] 1.00E+06
8 10ek Standard MEG [R.Ef] 1.00E +08
3 10e6 Standard MEG [R.Eff] 1.00E +06
10 10e5 Standard | 15.04 1.00E+05
11 10s5 Standard | 15,03 1,00E+05
12I I'IEIEE Standard | 15,05 1,UDE+DEI
4 13

7-32 Manual do utilizador do Rotor-Gene Q MDx 10/2018



Interface grdéfica do utilizador

Declive, amplificagéo, eficiéncia da reacdo

O declive (M) de uma reagdo (apresentado na janela
"Standard Curve" [Curva-padréo]) pode ser utilizado para
determinar a amplificacdo exponencial e a eficiéncia de uma
reagdo utilizando os cdlculos seguintes:

Amplificagéo exponencial = 106VM
Eficiéncia da reagdo = [1007M] - 1

Os valores ideais para M, amplificacéo exponencial e
eficiéncia da reagéo sdo, respetivamente, -3,322,2e 1. A
eficiéncia da reagéo é apresentada no relatério (em
relatérios padréo e completos; consulte a pégina 7-13) e na
janela "Standard Curve" (Curva-padréo).

O declive é calculado como a alteragéo em Cr dividido pela
alteragdo na entrada do registo (por ex., nmero de cépia).
Uma amplificacdo 100% eficiente representa a duplicacdo
do produto da amplificagdo em cada ciclo, resultando num
valor de M de -3,322, um fator de amplificagdo de 2 e uma
eficiéncia de reagéo de 1.

Dado um valor de M de -3,322, os cdlculos s@o os
seguintes:

Amplificacdo exponencial: 10613322 = 2

Eficiéncia da reacdo: [1001/3322] . 1 = ]

Como exemplo alternativo: um valor de M de 3,8 significa
que a reacdo tem uma amplificacdo exponencial de
aproximadamente 1,83 e uma eficiéncia de reacéo de 0,83
(ou 83%).

Desvio

Numa férmula que descreve a relacdo entre 2 varidveis, o
desvio é expresso com a letra B [y = Mx + B). O desvio por
vezes fambém é designado de inferseccdo. B representa o Cr
para uma dada concentragéo de 1 unidade. Ao substituir 1
pela férmula de concentracdo conforme é apresentado abaixo:

Cr=log(l)*M +B
CGr=0*M+8B
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O resultado é Cr = B

A intersecgéo pode diferir conforme a execucdo e é uma
medida menos estdvel do que o gradiente. Por este motivo,
o gradiente é analisado mais frequentemente do que a
intersecgdo.

Janela principal

A janela principal apresenta os gréficos de amplificacéo
numa escala logaritmica.

Clicar em "Linear Scale" (Escala linear) no fundo da janela
altera a escala, da logaritmica para a linear e vice-versa.
Alternar entre estas duas escalas apenas altera a
apresentacdo dos gréficos, ndo os cdlculos. Isto pode ser
verificado pelo utilizador recorrendo & ferramenta de
localizagé@o do ponteiro ao clicar com o botéo direito do rato
no gréfico e selecionar "Show pinpointer" (Mostrar localizador
do ponteiro). Utilizando uma escala logaritmica, os valores
menores sdo mais visiveis no gréfico, enquanto uma escala
linear facilita a visualizagéo da reagéo completa.

Nota: Os gréficos de amplificacdo atualizam em tempo real &
medida que o Rotor-Gene Q MDx adquire ativamente dados
durante uma execucdo. Esta monitorizagdo de dados em
tempo real permite que o utilizador visualize os resultados &
medida que as curvas mostram um crescimento exponencial.
Podem ser retiradas conclusdes preliminares e tomadas
decisbes para a execugdo seguinte.

Modelos de andlise de quantificacao

Os modelos de andlise de quantificagGo permitem ao
utilizador exportar definigées de normalizagéo e de limiar
para um ficheiro *.qut Unico. Este ficheiro pode ser
importado e aplicado novamente noutras experiéncias.
Consulte a secgéo 8.1 para obter mais informagdes.

Imported Settings
<hones

Irnpart... Export... |
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7.6.3

Duas curvas-padréo

A andlise da expressao de genes relativa, utilizando um
gene de normalizagéo, pode ser efetuada através do
método de 2 curvas-padrdo.

O método necessita de uma curva-padrdo para cada gene.
A concentracéo de cada gene é quantificada de acordo com
a sua curva-padrdo. A expressdo do gene de interesse é, em
seguida, normalizada com o gene de normalizagéo
(normalmente um gene constitutivo).

E importante que os padrées e as amostras replicadas sejam
determinados corretamente durante a configuragéo da
amostra (consulte a secgdo 6.1.4). Em particular, as
amostras correspondentes devem ter o mesmo nome em
cada andlise. Numa reagdo multiplex, na qual as posigdes
dos tubos do gene de interesse e do gene de normalizacéo
sdo as mesmas, um conjunto de definicdes de amostra é
suficiente. Se estiver a efetuar uma andlise relativa com um
gene de normalizagéo utilizando um canal Unico (isto é, as
reacdes sdo executadas em tubos separados utilizando o
mesmo fluoréforo), devem ser criadas 2 pdginas de
amostras. A primeira deve etiquetar as posicdes dos tubos
com os nomes das amostras para o gene de interesse. As
restantes posicdes devem permanecer sem nome. A segunda
deve etiquetar as posigdes utilizadas para o gene de
normalizagéo. O software iré fazer corresponder as
amostras nas 2 andlises com base nos seus nomes.

Andlise de expressao utilizando o método de duas
curvas-padréo

Os dados podem primeiro ser analisados para cada gene

utilizando a andélise de quantificacdo. Caso contrério, os

resultados para cada gene serGo automaticamente

determinados utilizando a ferramenta "Autofind Threshold"

(Limiar de localizag@o automdtica).

1. A partir da janela "Analysis" (Andlise), selecione o
separador "2 Std Curves (Rel.)" (2 curvas-padrdo [Rel.]).
Clique em "New Analysis..." (Nova andlise...).
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[uantitation | kel elk I
2 Std Curves [Fel) | Other..

Show | Hide |
¥ Avta-shiink window

2. Introduza um nome para a andlise.

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

Cancel

Relative Guant. Analysi:

3. Determine as pdginas utilizadas para a andlise do gene
de normalizagdo e a andlise do gene de interesse. Por
exemplo, clicar em "Gene of Interest Standard Curve"
(Curva-padrdo do gene de interesse) abre a janela
"Selection of Gene of Interest Standard..." (Selecéo do
padrdo do gene de interesse...). Selecione a pdgina na
qual foi quantificado o gene de interesse. Repita o
procedimento para o gene de normalizagdo.
Opcionalmente, pode ser definido um calibrador. Se for
selecionada esta opcdo, é atribuido um valor de 1 ao
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calibrador e todas as outras concentragdes das amostras

sGo calculadas em relagd@o a esta amostra.

Relative Quantitation E |
= Henorts Epmart

2 Standard Curves Relative Quantitation |

[ Gene of Interest Standard Curve
[ Momalizer Standard Curve
[ Calibratar Defined

{¢i Selection of Gene of Interest Standar._. |

Currently Selected : [Mone]

To zelect an exizting analysiz to uze, or to create a
new analyziz, zelect a channel fram the list, then click
Select. This window will cloze and you will be taken to
the main window of thiz analyzis.

: - Fatd-Hormalizing Gene
= Cyeling & ellow
‘ng JOE-Gene OF Interest

Select Other Bun... Cancel

Apéds concluir as selecdes, as opcdes serdo marcadas
com uma marca de verificagdo conforme apresentado

abaixo.
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Relative Quantitation |
;__i] R eports @ Ewpart |
2 Standard Curves Relative Quantitation |

Gene of Interest Standard Curve

Mormalizer Standard Curve
[ Calibrator Defined

W Auto-shiink window

4. Clique no botdo "Reports" (Relatérios) para a presentar o
"Report Browser" (Browser de relatérios). Selecione a
andlise com o nome correto a partir da lista. Clique no
botdo "Show" (Mostrar) para apresentar o relatério de
quantificacdo relativa. A opgdo "Export" (Exportar)
exporta os resultados para uma nova folha de cdlculo de
Excel. Se estiver incluido um calibrador, os resultados
s@o calculados em relag@o & amostra do calibrador, &
qual é atribuido um valor de 1.

EB Report Browser (=1
— Report Categories : — Templates :
o [General)

- Melt Curvs Analysis
E! Comparative Quantitation

&-Delta Delta CT Relative Duantitation S MIQE Report (2 Standard Curves Full Report)
Fielative Duant. Analysis 1]
o el
&- 2 Standard Curves Relative Quantitation = Relative Quant{Standard Curve)

i Relative Quant. Analysis

Shaow I Cancel |

5. Sao apresentadas as concentragdes lidas nas curvas-
padrdo para o gene de interesse (GOI Conc. [Conc.
GOl]) e o gene de normalizagéo (Norm. Conc. [Conc.
Norm.]), assim como as concentracdes relativas (Relative
Conc. [Conc. relativa]). Os resultados podem ser
guardados num ficheiro Word.
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BEEEzR

EERETEERE:
I
|

1

Relative Quant. Analysis

T Steodard Curves

Experiment Information

Gene Expression Graph (Raw Values)

o

——

s

Gons Exprassion Graph (Lagarmmic)
;;I S RSN SUURR T N PN L 30
g s eo ¥ H 4 L - +
: i i i El

6. Os valores Rel Min (Min. rel.) e Rel Max (Méx. rel.) séo
gerados calculando o desvio padréo do quociente a
partir dos desvios padrdo do GOl e do gene de
normalizagdo utilizando a seguinte férmula:

— 2 _ 2
CVconc. rel. = \/CVGOI CUNorm

sendo que:

s desv. padr.
V===
X valor médio
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7.6.4 Quantificacao relativa de delta delta C;

O método delta delta Cr possibilita a andlise da expresséo
de genes relativa. E descrita por Livak e Schmittgen (2001)*.

Este método ndo necessita que as curvas-padrdo sejam
incluidas em cada execugéo. Primeiro, cada amostra é
normalizada para a quantidade de modelo adicionada por
comparacdo com o gene de normalizagéo. Estes valores
normalizados sdo posteriormente normalizados em relagdo
a um tratamento de calibrador. O calibrador poderia ser,
por exemplo, amostras do tipo selvagem, de controlo néo
tratado ou de tempo zero.

E fundamental que as eficiéncias da amplificacdo do gene
de interesse e do gene de normalizagdo sejam idénticas e
gue isto seja validado de acordo com as diretrizes de Livak e
Schmittgen.

E fundamental que os nomes das amostras sejam definidos
corretamente na janela "Edit Samples" (Editar amostras) com
as mesmas amostras etiquetadas de forma idéntica em cada
compésito da andlise de quantificagdo.

1. Analise os dados utilizando "Quantitation" (Quantificacdo).
Néo é necessdrio executar uma curva-padréo quando jé
tiver sido efetuada a validagéo.

2. A partir do separador "Other" (Outro) na janela
"Analysis" (Andlise), selecione "Delta Delta Cr Relative
Quantitation" (Quantificacdo relativa de delta delta Cy).
Selecione "New Analysis" (Nova andlise).

* Livak, K.J. and Schmittgen, T.D. (2001) Analysis of relative gene expression
data using real-time quantitative PCR and the 2 ™ [-delta delta C(T)] method.
Methods 25, 402.
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26td Cuves Rel] | Of-— '
E Me Allelic Dizcrimination

- : Clearing Point &nalyziz
v ':PCI!”Q AGreen Page  Comparative Quantitation
% Cycling 4. Orange (Pag Concentration Analysiz

Delta Delta CT Relative Quantitation

EndPoint &nalyziz

High Resolution Melt Analysis
Scatter Graph Analyziz

Show All Analyziz Options. .

Show | Hide |
[T Auto-shrink window

3. Introduza um nome para a andlise.

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

Cancel

Relative Guant. Analysis

4. '"Validation Run Performed" (Execucéo de validacéo
efetuada) deve ser verificada para continuar a andlise.
Defina as pdginas nas quais foram analisados o gene
de interesse e o gene de normalizacéo.
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Relative Quantitation |
;__i] EEmarts Erport |

Delta Delta CT Relative Guantitation I

[ v alidation Fun Performed
[ Gere of Interest Quantitation
[ Maormalizer Quantitation

[ Calibrator Defined

{0 Selection of Normalizer Standard Curve |

Currently Selected : [Hone]

To zelect an existing analyzis to uze, or to create a
new analyziz, select a channel from the list, then chck.
Select. This window will cloze and pou will be taken to
the main window of this analysis.

; ind Mamalizer
= _ Cycling & Qrange
ngd® Gene of Interest

Select I Other Run.... | Cancel |

5. Clique no botéo "Reports" (Relatérios) para a presentar o
"Report Browser" (Browser de relatérios). Selecione a
andlise com o nome correto a partir da lista. Clique no
botdo "Show" (Mostrar) para apresentar o relatério de
quantificagcdo relativa. A opgdo "Export" (Exportar)
exporta os resultados para uma nova folha de cdlculo de
Excel. Se estiver incluido um calibrador, os resultados
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s@o relativos & amostra do calibrador, que tem um valor

de 1.
_lolx]
— Report Categories : — Templates
[General]

- blelt Curve Analysis
- Comparative Quantitation : .
& Diela Dielta CT Relative Quartitation % MIQE Report (Delta Delta Ct Full Report)

i Relative Quant. Analysis e
-2 Standard Curves Relative Quantitation # Relative Quant(Delt Delta)
- Rielative Quant. Analysis

Show I Cancel |

E apresentado um exemplo de resultados desta andlise
abaixo. Sdo apresentados os valores de Crpara o gene
de interesse (GOI Cr [Cr GOlJ), os valores de Crpara o
gene de normaliza¢éo (Norm. Cr [Cy Norm.]), Delta Gy,
Delta Delta Cr e a concentragdo relativa (Relative Conc.
[Conc. relativa]). A expressdo é relativa & amostra do
calibrador, & qual é atribuida a expressao relativa de 1.
Para mais informagdes acerca da derivagéo dos cdlculos
do Rel Min (Min. rel.) e Rel Max (Mdx. rel.), consulte
Litvak e Schmittgen (2001).*

C|Replcate Mame  [GOICT  [Mom CT_ [DeltaCT | Dells Delta CT| Relative Conc._ [RelMin [RelMax | Calibrator

Dilution & 28.37

Dilution 7 76 2831 a2 4.40 004728 004128 005414
Dilution § .72 28.28 744 282 016228 014304 017863
Dilution 5 35.04 28.24 630 1.98 026292 011715 054605
Dilution 4 323 2812 4.82 0.00 100000 063432 1.44025 Yes
Dilution 3 3166 28.23 143 41.38 260825 216257 314573
Dilution 2 30.05 2802 203 279 ES2153 48040 733130
Dilution 1 2861 2792 0E3 412 17.41896|  16.47838 1841322
0507 U/l 2811

0,316 1A Ir62 2810 a5t 470 003857 003633 004034
11Ul .34 2815 859 388 006805 004415 010429
316 U 34.45 28105 6.40 1.59 033305 028205 039325

054 3267 28.29 4.38 043 134925 1.0%820  1.65770
053 30.07 279 209 273 661982 618880 7.08076
052 26.88 2764 076 557 47.61474) 4502202 50.35677

051 24.07 2710 303 7.85 23060440, 20845334 26510870

* Livak, K.J. and Schmittgen, T.D. (2001) Analysis of relative gene expression
data using real-time quantitative PCR and the 2 ™ [-delta delta C(T)] method.
Methods 25, 402.
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7.6.5

Andlise da curva de fusdo

A andlise da curva de fusdo analisa a derivada dos dados
ndo processados apds a regularizacdo. Esta andlise é
comummente utilizada para genotipagem e discriminagéo
alélica. Os picos na curva sdo agrupados em recipientes e
todos os picos abaixo do limiar sGo descartados. Os
recipientes podem, posteriormente, ser mapeados para
gendtipos utilizando o comando "Genotypes" (Genétipos).

Apds a conclusdo de uma execucdo, pode ser adicionada
uma etapa de fusdo para alguns quimicos, para visualizar a
cinética da dissociacdo dos produtos amplificados. A
temperatura é aumentada a uma taxa linear e é registada o
fluorescéncia de cada amostra. E apresentada uma andlise
da curva de fusdo comum abaixo.

[

HPHUE 9 [ &
Ll B I

[EE= O ¥ i W WP
ey Progress Profie  Temp.  fanples Avolyss Fports A

ook, [130027 %
T = Y|

203 [ln )

Rota tre ) Sevres Sodbwrn 1.7 [Bud 54)

hsat| |4 @ & [ rotor Gene g Sones 5 WI2Q@BL som
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Peak Calling
v Flip sign of dFAdT

Threshold |n.3c|az1 1|
Temperature
Threshold : I55 il
Peak Binz

Name | Walue | Wwidth | =
Bind 8042 4 —
BinB 8955 4 |

= | E dit I Hemwel
Imported Settings

Ealalglo
|rpart... I Export... |
Flip sign of Antes de definir os picos, certifique-se de que

dF/dT (Inverter o sinal dF/dT esté correto para o conjunto de
sinal de dF/dT): dados para apresentar picos positivos.
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Defining peaks
(Definir picos):

Peak Bins
(recipientes de
picos):

Threshold
(Limiar):

Na andlise da curva de fusdo, os picos
podem ser definidos e comunicados
utilizando métodos diferentes. Um deles
consiste em determinar automaticamente
todos os picos para cada amostra. Outro
consiste em atribuir os picos aos
recipientes, o que ¢ Util para a
genotipagem.

Os recipientes definem a drea na qual é
esperado que ocorram picos. O software
de andlise da curva de fusGo agrupa os
picos em grupos de recipientes, com base
nos valores reais dos picos na curva. Os
recipientes podem ser editados, se
necessario.

Qualquer pico que esteja dentro do
intervalo definido do recipiente pode ser
atribuido a tal recipiente. Se existirem

2 recipientes préximos, o pico serd
atribuido ao recipiente mais préximo.

Nota: Os recipientes ndo devem ser
posicionados visualmente para estimar as
posicdes dos picos. Defina os recipientes
na drea de inferesse aproximada e utilize
os valores reais registados na tabela de
resultados para um resultado mais exato.

Para definir um recipiente, clique no botdo
"New Bin" (Novo recipiente) e, em seguida,
clique continuamente no gréfico para
definir o dentro do recipiente. Para
adicionar outro recipiente, repita o
processo. Utilize o botdo "Remove"
(Remover) para eliminar recipientes.

Para definir o limiar (eixo y), clique no
icone |%| e, em seguida, clique
continuamente no gréfico e arraste a linha
do limiar para o nivel pretendido.
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Temperature Para definir o limiar de temperatura

Threshold (Limiar (eixo x), clique no icone 1| e, em seguida,

de temperatura): clique continuamente no gréfico e arraste a
linha do limiar para a direita. Isto elimina
a linha do limiar para temperaturas
inferiores.

Nota: Isto é Util quando ndo existe ruido
no sinal a temperaturas baixas.

Relatérios

Isto abre o "Report Browser" (Browser de relatérios) no qual
pode ser escolhido um relatério para pré-visualizar. Um
relatério pode ser gerado com base no canal atualmente
selecionado ou pode ser gerado um relatério de
genotipagem multicanal.

Resultados

Isto apresenta a janela "Melt Curve Results" (Resultados da
curva de fus@o) que mostra os picos das amostras.
Genétipos

Clique em "Genotypes..." (Gendtipos...) e selecione os
gendtipos, conforme mostrado abaixo.

% Fdit Genotypes for Melt A Green |

Genobype : Abbrev. : Bind BinB
IHu:umu:uz_I,Igcuus IMM I_ _I
IHeternz_l,lgDus IMW I_ I_

|wnd Tupe |ww

=T
A

ip

Cancel

_| _| Help
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7.6.6

Esta janela permite que os genétipos sejam atribuidos &
incidéncia de picos nos recipientes. A configuracéo de
genétipo predefinida é apresentada na captura de ecré,
sendo que as amostras heterozigotas tém 2 picos, as
amostras homozigotas tm um pico no primeiro recipiente e
as amostras de tipo selvagem tém um pico no segundo
recipiente. Pode ser introduzida uma abreviatura no campo
ao lado do nome de cada gendtipo. Isto é utilizado quando
sdo impressos relatérios de genotipagem multicanal, para
gue todos os resultados de vdrios canais possam ser
facilmente analisados.

Para andlises multiplex, os genétipos devem ser
configurados em cada canal. Se, por exemplo, for executada
uma andlise de FRET de supressdo de canal duplo, na qual
s@o esperados gendtipos heterozigotos e de tipo selvagem
em cada canal, os parémetros do recipiente devem ser
configurados para cada canal. Os resultados seré@o
posteriormente apresentados num relatério multiplex.

Modelos de andlise de fusdo

Os modelos de andlise de fusdo permitem ao utilizador
exportar definicdes de normalizacdo, de limiares, genétipos
e recipientes para um Unico ficheiro *.met. Este ficheiro
pode ser importado e aplicado novamente noutras
experiéncias. Consulte a secgdo 8.1 para obter mais
informagdes.

Imported Settings
£hnheEs

Irnpaort... | Export...

Quantificacdo comparativa

A quantificagéo comparativa compara a expressdo relativa
de amostras a uma amostra de controlo numa execucdo
guando ndo estd disponivel uma curva-padrédo. Isto é
utilizado frequentemente numa andélise de microarray.
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Warton e colegas (2004)* forneceram um exemplo desta
técnica.

1. Para efetuar a andlise, selecione "Other" (Outro) e, em
seguida, "Comparative quantitation" (Quantificagdo
comparativa) na janela "Analysis" (Andlise). Clique duas
vezes no canal para analisar.

2. Escolha uma amostra de controlo utilizando o menu
pendente do lado direito do ecrd, abaixo do botédo de
alternéncia.

3. Os resultados serdo automaticamente calculados e
apresentados na janela "Comparative Quantitation
Results" (Resultados de quantificacdo comparativa)
abaixo do gréfico.

As primeiras colunas da janela "Comparative Quantitation
Results" (Resultados de quantificacdo comparativa) mostram
o numero e o nome da amostra. A coluna "Takeoff"
(Remocdo) apresenta o ponto de remogdo da amostra. A
segunda derivada do gréfico de amplificacdo produz picos
correspondentes & taxa méxima do aumento da
fluorescéncia na reacdo. O ponto de remocgao é definido
como o ciclo no qual a segunda derivada se encontra a 20%
do nivel méximo e indica o final do ruido e a transi¢do para
a fase exponencial.

Este gréfico mostra a segunda derivada de um gréfico de
amplificacdo que mostra as posigdes relativas do pico da
segunda derivada e do ponto de remocgdo.

* Warton, K., Foster, N.C., Gold, W.A., and Stanley, K.K. (2004) A novel gene
family induced by acute inflammation in endothelial cells. Gene 342, 85.
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A coluna "Amplification" (Amplificagéo) fornece a eficiéncia da
amostra. Uma reagéo 100% eficiente iria resultar num valor de
amplificagdo de 2 para todas as amostras, o que significa que
o amplicon duplicou em todos os ciclos. Nos dados ndo
processados, o sinal deve duplicar na fase exponencial. Por
exemplo, se o sinal fosse de 50 unidades de fluorescéncia no
ciclo 12 e 51 unidades de fluorescéncia no ciclo 13, deveria
aumentar para 53 unidades de fluorescéncia no ciclo 14. E
calculoda a média de todos os valores de amplificacéo para
cada amostra para originar o valor de amplificacdo que é
mostrado no lado direito do ecrd abaixo do botdo de
alternéncia. Quanto maior for a variagdo entre os valores de
amplificagdo estimados de cada amostra, maior serd o
intervalo de confianga (indicado pelo valor a seguir ao sinal ).
O intervalo de confianca, para um nimero de amostra (N)
considerdvel, apresenta uma probabilidade de 68,3% de que a
verdadeira amplificagéo das amostras se encontre neste
intervalo (desvio padréo 1). Ao duplicar o intervalo de =, é
atingido um intervalo de confianga de 95,4% para um N
considerdvel.

Réplicas do calibrador

Tal como no método delta delta Cr, é necessdria uma
amostra do calibrador e as medicdes sao relativas a esta
amostra. As réplicas do calibrador podem ser analisadas
dado que, se vérias posi¢des das amostras tiverem o mesmo
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nome, serd utilizada a média dos pontos de remogdo destas
amostras. Para utilizar corretamente esta funcionalidade,
certifique-se de que as réplicas tm nomes idénticos.

Calibrator Heplicate
T
Hezults

Average Amplification 1.78+-0.04

=

A amplificagdo média é utilizada para calcular a expressao.
Por exemplo, uma amostra com um valor de amplificacdo
baixo ird demorar mais a atingir um certo nimero de cépias
absoluto do que uma amostra com um valor de
amplificacdo mais elevado. A coluna "Rep. Conc." (Conc.
rep.) da janela "Comparative Quantitation Results"
(Resultados de quantificagdo comparativa) fornece a
concentragdo relativa. A concentracéo relativa de cada
amostra comparada com a amostra do calibrador é
calculada com base no ponto de remogéo e na eficiéncia da
reagdo. Isto é expresso em notas cientificas.

Nota: O valor apresentado em "Average Amplification”
(Amplificacdo média) & direita do sinal + representa o
desvio padréo da amplificagdo média, apds a remogéo dos
valores atipicos de amplificacdo. Se este valor for elevado,
pode existir um erro maior nos valores de concentragdo
gerais calculados.

As concentragdes relativas sdo calculadas pelo software da

seguinte forma:

1. O ponto de remoc¢éo de cada amostra é calculado a
partir dos picos da segunda derivada.

2. E calculaodo o aumento médio nos dados nao
processados 4 ciclos apds a remogéo. Isto representa o
valor de amplificagé@o para a amostra.

3. As amplificacbes de valores atipicos sGo removidas, pois
representam o ruido na fluorescéncia de fundo.

4. E calculada a média das restantes amplificacées. Esta é
a amplificagdo média.
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7.6.7

5. O ponto de remogdo médio é calculado para cada
réplica do calibrador.

6. A concentragéo relativa para uma amostra é calculada
como Amplificacéo ™ (Remocéo do calibrador - Remocgéo
da amostra).

7. O resultado é apresentado numa nota cientifica na
coluna "Rep. Conc." (Conc. rep.) da janela "Comparative
Quantitation Results" (Resultados de quantificacdo
comparativa).

Discriminagdo alélica

A discriminagéo alélica utiliza dados da cinética em tempo
real de 2 ou mais canais para genotipar amostras. Para
efetuar esta andlise, selecione "Other" (Outro) e, em
seguida, "Allelic Discrimination" (Discriminagéo alélica) na
janela "Analysis" (Andlise). Quando efetuar a discriminagdo
alélica, ndo basta clicar duas vezes num canal para o
analisar, uma vez que esta andlise é efetuada utilizando
vdrios canais simultaneamente. Para efetuar esta andlise,
mantenha premida a tecla CTRL e clique para destacar os
canais que pretende analisar ou arraste o ponteiro do rato
sobre estes canais. Quando os canais desejados estiverem
destacados, clique em "Show" (Mostrar). A lista é atualizada
para mostrar todos os canais numa linha, com uma marca
de verificagdo junto aos referidos canais. Isto indica que
serdo todos utilizados numa andlise. Para remover um ou
mais destes canais, clique com o botéo direito do rato na
andlise e selecione "Remove Analysis..." (Remover andlise...).
Estes canais podem entdo ser incluidos noutra andlise de
discriminagdo alélica. Um canal apenas pode ser utilizado
numa andlise de cada vez.

Reports Abre o relatério "Allelic Discrimination
(Relatérios): Analysis" (Andlise de discriminagdo alélica)
para pré-visualizacdo.
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Results Apresenta a janela "Allelic Discrimination

(Resultados): Results" (Resultados de discriminagdo
alélica). Esta janela é aberta por
predefinicdo quando a andlise é
apresentada pela primeira vez.

Normalization  Esté disponivel uma variedade de opgdes
options (Opg¢des para otimizar a normalizagdo dos dados
de ndo processados:

normalizaggo): B Dynamic Tube (Tubo dinémico)

(normalizacéo do tubo dinémico)

B Slope Correct (Correcd@o do declive)
(correc@o do declive do ruido)

B Ignore First x cycles (Ignorar primeiros x
ciclos) (corregdo do ruido nos ciclos
iniciais)

B Takeoff point adjustment (Ajuste do
ponto de remogéo)

Para obter mais informagdes, consulte a
pdgina 7-28.

Discrimination Introduza valores nestas caixas de texto

Threshold (Limiar para posicionar o limiar de discriminagéo.

de discriminagdo): Todas as curvas que passem este limiar
sdo consideradas amostras de
genotipagem. Clique no icone & direita de
cada caixa de texto e, em seguida, arraste
o limiar no gréfico para definir visualmente
estes valores.

Dizcrimination Threshold

Thieshold: 005302 ﬂ
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Genotypes Abre a janela "Genotyping"

(Gendtipos): (Genotipagem), que é utilizada para
determinar que gendtipo é detetado em
cada canal. Esta janela permite que sejom
atribuidos genétipos a canais para a
andlise de discriminagdo alélica.

No exemplo abaixo, uma amostra é
heterozigota se as leituras nos canais
Cycling A.Green e Cycling A.Yellow
passarem o limiar.
Genotype | R eacting Channels | ﬂ
‘wild Type Cycling &.Green
Heterozypgous Cycling & Green Cycling A ellow
utant Cycling & ellow
=
Cancel | Help |
Modelos de Os modelos de andlise alélica permitem a

andlise alélica:

exportagdo de definicdes de normalizacéo,
de limiar e de genétipo para um Unico
ficheiro *.alt. Este ficheiro pode ser
importado e aplicado novamente noutras
experiéncias. Consulte a secgdo 8.1 para
obter mais informagdes.

Imported Settings
<none:

Imnpaort... Export...
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7.6.8 Andlise do grdfico de dispersao

A andlise do gréfico de dispersdo possibilita a genotipagem
com base na expressdo relativa de gréficos de amplificagao
em 2 canais. Ao contrdrio da discriminagéo alélica, o
gendtipo é decidido com base nas regides definidas a partir
do grdfico de dispersdo e ndo de um Unico limiar. Para
efetuar esta andlise, selecione "Other" (Outro) e, em seguida,
"Scatter Graph Analysis" (Andlise do gréfico de disperséo) na
janela "Analysis" (Andlise).

Quando efetuar a andlise do gréfico de dispersdo, ndo
basta clicar duas vezes num canal para o analisar, uma vez
gue esta andlise é efetuada utilizando 2 canais
simultaneamente. Para efetuar esta andlise, mantenha
premida a tecla SHIFT e clique para destacar os canais a
analisar ou arraste o ponteiro do rato sobre tais canais.
Quando os canais desejados estiverem destacados, clique
em "Show" (Mostrar).

A lista é atualizada para mostrar todos os canais numa
linha, com uma marca de verificacdo junto aos referidos
canais. Isto indica que serdo todos utilizados numa andlise.
Para remover um ou mais destes canais, clique com o botédo
direito do rato na andlise e selecione "Remove Analysis..."
(Remover andlise...). Estes canais podem entéo ser incluidos
noutra andlise do gréfico de dispersdo. Um canal apenas
pode ser utilizado numa andlise de cada vez.

Reports Abre o relatério "Scatter Analysis" (Andlise
(Relatérios): de dispersdo) para pré-visualizacdo.
Results Apresenta a janela "Scatter Analysis Results"
(Resultados): (Resultados da andlise de dispersao). O

gendtipo para cada amostra é
determinado pelas regiées definidas pelo
utilizador no gréfico de dispersao.
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Normalization  Estd disponivel uma variedade de opcdes
options para otimizar a forma através da qual os
(Opcoes de gréficos de dados néo processados séo
normalizagdo):  normalizados:

B Dynamic Tube (Tubo dinémico)
(normalizacéo do tubo dinémico)

B Slope Correct (Correcao do declive)
(correc@o do declive do ruido)

B Ignore First x cycles (Ignorar primeiros x
ciclos) (correcdo do ruido nos ciclos
iniciais)

B Ajuste do ponto de remogéo

Para obter mais informagées, consulte a

pdgina 7-28.

Genotypes... Abre a janela "Genotyping"

(Genétipos...):  (Genotipagem), que é utilizada para
determinar que genétipo é detetado em
cada canal. Nesta janela, os gendtipos
podem ser atribuidos com base nos canais
nos quais uma amostra reage. Os canais
selecionados serdo utilizados para
etiquetar os cantos do gréfico de dispersdo
e irGo guiar o utilizador para a drea geral
do grdfico de dispersdo na qual devem ser
determinadas as regides.

%2 Genotyping
Genatype |F|eac:ting Channels | ﬂ
wild Type Cycling A.Graen
Heterozygous Cycling A.Green Cucling A ellow
Mutant Cucling &' ellow

Y T Cancel Help I
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Gréfico de
dispersdo:

O gréfico de dispersdo apresenta a
expressdo relativa dos 2 canais
selecionados. A exibicdo é normalizada
para ter em conta os diferentes aumentos
em cada canal e a transformacéo
logaritmica para acentuar as diferencas na
expressdo entre amostras.

Para efetuar a genotipagem, o utilizador
determina regides clicando e arrastando
uma selecdo no grdfico. A seleco pode
ser, posteriormente, etiquetada com base
nos gendtipos configurados na janela
"Genotyping" (Genotipagem).

W Scatter Analysis Results - C|

ild Types

____________ No. | Name Genolype

1 5-10ng
2 blng

Mutantf il

Modelos de
andlise do
gréfico de
disperséo:

Os modelos de andlise do gréfico de
dispersdo possibilitam que as definigdes do
gendtipo e da regido sejam exportadas
para um Unico ficheiro *.sct. Este ficheiro
pode ser importado e aplicado novamente
noutras experiéncias. Consulte a secc@o
8.1 para obter mais informacdes.

Imported Settings
<nohes:

Imnpaort... Export...
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7.6.9

Andlise do ponto final

A andlise do ponto final possibilita a discriminagéo entre
amostras amplificadas e ndo amplificadas no final de uma
execucdo. Os resultados sé@o qualitativos (positivo/negativo)
e ndo quantitativos.

A andlise do ponto final é apresentada na captura de ecré
abaixo.

I Rotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - allelic discrimination demo
Fie Analysis Run Gain View Security Window Help

7 c

Zed @v‘mn?\)uﬁfﬂmﬁ
New Open Save Help tings Progress Profle  Temp. Samples Analysis Reports Armange
7 Cyding A.FAM/SYBR " Cyding A.JOE . Cydiing A(from 40).FAM/SYBR 2" Cyding A(from 40).JOE

S 32

Channels

&=
Genotypes...

Cycling A(from 40) FAM/SYBR - Circles.
Cycling Afrom 40).JOE - Diamonds

wid type
wid type

»
Bank On Bank Off
MNamedOn | AllOn | AIOK
Edit Samples:

Contiols | Threshokds |

Pasitive Controls

1) Heterozygous

Megative Controls

Heterozygous
2 Heterozygous | Unknown Het Reaction Reaction
3 wid wpe Unknown wiid Reaction Mo Reaction
4 Heterozygous | Unknown Het Reaction Reaction
5
E

Positive Cantiol Reaction Reaction (8] Mutation
(3] Wild type

Heterozygous  Unknown Het Fieaction Reaction
Wi type Unknown wid Fieaction No Rieaction

To set the defined controls,
click Edit Samples.

Ruotor-Gene  Seiies Software 4.7 [Build 1) WIRTUAL MODE | Current User: CORBET T Ainsongy [&dministrators]

A andlise do ponto final é semelhante & discriminagéo
alélica, no sentido em que os resultados sdo qualitativos e
que os nomes podem ser atribuidos a certas permutacdes de
reacdes em diferentes canais. Contudo, na andlise do ponto
final, apenas estd disponivel uma Unica leitura, ao contrdrio
da discriminagdo alélica que utiliza uma leitura de ciclo em
ciclo para cada amostra. Isto significa que o utilizador deve
identificar os controlos positivos e negativos para facilitar a
andlise. Para os dados ndo processados, os niveis do sinal
s@o normalizados em relagdo aos controlos positivos e
negativos conhecidos para cada canal. O utilizador
seleciona entdo uma percentagem do nivel do sinal para o
limiar.

7-58

Manual do utilizador do Rotor-Gene Q MDx 10/2018



Interface grdéfica do utilizador

Termos utilizados na andlise do ponto final

Em seguida, sdo explicados alguns dos termos utilizado na
andlise do ponto final.

Positive control ~ Trata-se de uma amostra conhecida por
(Controlo amplificar.
positivo):

Negative control Trata-se de uma amostra conhecida por

(Controlo ndo amplificar. Representa o sinal de
negativo): fundo comum.

Threshold Trata-se de um nivel de sinal acima do
(Limiar): qual se considera que uma amostra é

positiva (amplificada). Esta definicdo deve
ser ajustada pelo utilizador para cada
execucdo.

Signal level Uma percentagem de sinal fluorescente,

(Nivel de sinal):  normalizado para que o sinal mais
elevado dos controlos positivos seja 100%
e o sinal mais baixo dos controlos
negativos seja 0%.

Genotype Uma interpretagdo de diferentes

(Gendtipo): permutacdes de reacdes em diferentes
canais. Por exemplo, o gendtipo
"heterozygous" (heterozigoto) pode ser
atribuido a amostras que reajam em
ambos os canais verde e amarelo. O
gendtipo também pode ser utilizado para a
comunicacdo dos resultados de reacdes
com controlos internos. Por exemplo, os
resultados podem ser comunicados como
"inhibited" (inibida), "positive" (positiva) ou
"negative" (negativa), dependendo se a
reagdo foi observada ou ndo em
determinados canais.
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Configuracdo do perfil

x

1. Ritor Selection 2. Canfirm Prefls |

. BEOH e

MNew Open  Save As Help

The run will Lake appioximately B minute(s) to complete. The araph belaw represents the un ta be performerd

Click on a cycle belov to modify it

Hold Insert after...
Imsest before
Remove

Thiz cycle repeats & | time(z).
Click an ahe of the steps below ta madify it, or press + or - to add and remove steps for this cucle,

Timed Step ﬂ J ;I
A0 deg
10 seconds

Acquiring to Cpcling &

on Green

[~ LongRange
I~ Touchdown 50 deg. for 10 secs

< Back | Save Template | Start Bun I Cancel

Para efetuar a andlise de ponto final, realize um perfil com
uma espera de alguns minutos a 50 °C e, em seguida, uma
etapa de ciclagem com 1 etapa (50 °C durante 10 segundos),
procedendo & aquisicdo no canal necessdrio. Defina o nUmero
de repeticdes para 5, conforme mostrado abaixo. Estes tempos
s@o meramente orientativos e podem variar na sua aplicacdo
especifica. Quantas mais repeti¢des existirem no perfil, mais
informacdes estao disponiveis para efetuar a andlise. A andlise
iré calcular automaticamente a média de todas as leituras para
alcancar um Gnico valor para cada amostra. Néo é exigido um
numero especifico de repeti¢des. A ndo ser que seja necessdrio
um nivel muito elevado de exatiddo, normalmente 5 repeticoes
sdo suficientes.

Andlise

A andlise de ponto final pode ser efetuada simultaneamente
em vdrios canais. Para criar uma nova andlise, clique no
separador "EndPoint" (Ponto final), selecione os canais ao
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arrastar o ponteiro do rato sobre os mesmos e, em seguida,
clique em "Show" (Mostrar).

Huantitation I Scatter I
E ndPaint | Other...

Cycling &, vellov

Show | Hide |
[ Auto-zhrink window

Define controls (Definir controlos)

Quando uma andlise de ponto final é aberta pela primeira
vez, a seguinte mensagem é apresentada se ndo tiverem
sido definidos controlos positivos e negativos.

Rotor-Gene Q Series Software x|

i ) Touse end-paint analysis you must have positive and negative contrals in each channel. To define these controls dick
COK.

Clique em "OK". E apresentada a janela "Edit samples"
(Editar amostras), permitindo que sejam definidos controlos
positivos e negativos. Para definir uma amostra como
controlo positivo ou negativo, clique na célula do tipo de
amostra e, em seguida, selecione o tipo de controlo
relevante a partir do menu pendente.
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Nota: Os controlos devem ser alternados para "On"
(Ligado), utilizando o botéo de alterndncia no lado direito
da janela principal, para efetuar a andlise.

! Select Positive and Negative Controls x|
Please select at least one positive and negative contial, then click OK. These
caontrolz will be uzed as references far the flucrescence required far a reaction.
“'ou should select positive and negative contrals for each channel
Setlings :
lrﬁiven Conc. Format |123,45?. OpiEs tore Options |
— Samples
I ¢| Edt | ResetDefauit| Gradert | IMECEEEE
C |ID_ |Name | Type | Groups | Given Cone. |Selected | 2]
A1 | Optical Denaturation Ref. Unknaown | Mo
A2 zample 1 untreated Unknown | Mo
A3 zample 1 untreated Unknawn | Mo
A4 zample 1 untreated Unknawn | Mo
- A5 Sample 1 treated Unknown | Mo
s Sanple 1 teated Unknown | Mo
W7 Sanple 1 teated Unknown | Mo
- A8 Sample 2 untreated Unknown | Mo
- B1 | Sample 2 untreated Unknown | Mo
- B2 | Sample 2 untreated Unknown | Mo
- B3 | sample 2 treated Unknown | Mo
- B4 | sample 2 treated Unknown | Mo
Bl B5  sample 2 treated Unknown | Mo
I BE | Sample 3 urtreated Unknown Mo ;I
B - - [, K R I L
Page :
’7Name IF'age 1 % | ¥ | Mew | Deletel [~ Sunchionize pages
aK | Cancel |

Este ecra funciona da mesma forma que a janela "Edit
Samples" (Editar amostras) (seccéo 6.1.4).

Normalizag¢éo

A normalizagéo dos dados da anélise de ponto final
representa em forma de escala todos os niveis de sinal
dentro do intervalo de 0-100%. Devem ser selecionados
pelo menos um controlo positivo e um controlo negativo (ou
mais) se forem analisados vdrios canais e os padrées ndo
forem multiplexados. Devem ser executados mais do que um
controlo negativo e positivo se existir um risco de que o
controlo positivo ndo amplifique.

1. Séo analisados todos os controlos positivos para cada
canal e o que apresentar a fluorescéncia mais elevada é
fixado em 100%. Isto significa que se forem executados
controlos duplicados, um controlo positivo pode falhar
sem afetar a execugdo.
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2. Sao analisados todos os controlos negativos e o que
apresentar a fluorescéncia mais baixa é fixado em 0%.

3. Os valores de fluorescéncia de dados ndo processados
das restantes amostras sé@o representados em formato
de escala, em relagdo ao controlo positivo mais elevado

e ao controlo negativo mais baixo.

Por exemplo:

Amostra  Tipo Fluorescéncia
1 Controlo positivo 56,3

2 Controlo positivo 53,0

3 Controlo negativo 4,5

4 Controlo negativo 4,3

5 Amostra 48,1

6 Amostra 6,4

Esta execugdo foi bem-sucedida, visto que os 2 controlos
positivos e os 2 controlos negativos estGo préximos e estdo
fora dos valores de fluorescéncia das amostras.

Os valores normalizados séo:

Amostra  Tipo Expresséo (%)
1 Controlo positivo 100,0

2 Controlo positivo 93,7

3 Controlo negativo 0,4

4 Controlo negativo 0,0

5 Amostra 84,2

6 Amostra 4,0

A amostra 1 foi o controlo positivo com a fluorescéncia mais
elevada, logo foi definida para 100%. O outro controlo
positivo foi ligeiramente inferior. A amostra 4, o controlo
negativo mais baixo, foi definida para 0%. E agora evidente
gue a amostra 5 provavelmente amplificou enquanto a

amostra 6 provavelmente ndo amplificou.
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Nota: Dependendo dos controlos positivos e negativos
selecionados, é possivel atingir niveis de expressdo
superiores a 100% ou inferiores a 0%. Um resultado superior
a 100% pode ser interpretado no sentido de que a amostra
é mais fortemente expressa do que os controlos positivos.
Um resultado inferior a 0% pode ser interpretado no sentido
de que é menos provdvel que a amostra tenha amplificado
do que os controlos negativos terem amplificado. Dado que
a andlise é qualitativa, tais resultados ndo sé@o preocupantes.

Se os controlos negativos resultarem numa fluorescéncia
superior & dos controlos positivos, as amostras foram
configuradas incorretamente e é apresentada a seguinte
mensagem.

EndPoint Analyzis - Cycling A Green [Page 1)

= | pr

Feports Fesult:  Genotypes...

Graph cannat be displaved as the negative controlz are either at the zame level, or higher than the positive contrals,

Normalizacdo em vdrios canais

E possivel analisar os dados do sinal em vérios canais, mas
a configuracdo da amostra é mais complexa. A andlise de
ponto final assume que é efetuada a multiplexacéo e,
portanto, cada tubo pode ter apenas uma posicdo Unica.
Atualmente néo é possivel analisar uma configuracéo na
qual a posigdo de uma amostra é um controlo positivo para
um canal e um controlo negativo para outro.

Embora seja atribuida apenas uma definicdo de amostra
por cada posicdo do tubo na janela "Edit Samples" (Editar
amostras), a normalizag@o ocorre de forma independente
para cada canal.
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Se uma posigdo do tubo for um controlo positivo para pelo
menos um canal, deve ser especificado como um controlo
positivo na coluna "Type" (Tipo) na janela "Edit Samples"
(Editar amostras). Caso contrério, o seu tipo deve ser
"Sample" (Amostra). Isto também se aplica aos controlos
negativos.

Por exemplo, se uma amostra for um controlo positivo no
canal verde, mas ndo no canal amarelo, a amostra deve
ser, ainda assim, definida como um controlo positivo. Visto
que é utilizado o controlo positivo mais elevado em cada
canal, se houver pelo menos um controlo positivo no canal
amarelo que amplifica, é ignorada a definicdo da amostra
como um conirolo para o canal verde.

Limiar

O limiar é utilizado para determinar a percentagem da
expressdo necessdria para uma reagéo em cada canal.
Quando os controlos positivos e negativos tiverem sido
definidos, todos os canais seréo normalizados para a
mesma escala de 0-100%. Por este motivo, apenas é

necessério um limiar, mesmo quando forem analisados
vdrios canais.

Clique e arraste a linha do limiar para uma zona entre 0 e
100. O limiar ndo deve estar demasiado préximo das
amostras em nenhum dos lados da linha, pois tal indica que
a execucdo ndo foi conclusiva. Se a diferenca entre uma
amostra ser definida como amplificada ou ndo amplificada
for apenas uma percentagem minima, tal significa que se a
reagdo fosse repetida, a amostra poderia aparecer do outro
lado do limiar.

Genétipos

Esta opcdo abre a janela "Genotyping" (Genotipagem), que
é utilizada para determinar que genétipo é detetado em
cada canal.
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7.6.10

%2 Genotyping

L

Genatype |F|eac:ting Channels |

wild Type Cycling A Green

Heterozygous Cycling A.Green Cucling A, ellow
Mutant Cucling &' ellow

]

e T Cancel I Help I

Esta janela permite que os genétipos sejam atribuidos a
canais. No exemplo acima, uma amostra é heterozigota se
as leituras nos canais Cycling A.Green e Cycling A.Yellow
passarem o limiar.

Modelos de andlise do ponto final

Os modelos de andlise de ponto final permitem ao utilizador
exportar definicdes de normalizacdo e de limiar para um
Unico ficheiro *.ent. Este ficheiro pode ser importado e
aplicado novamente noutras experiéncias. Consulte a secgdo
8.1 para obter mais informagdes.

Imported Settings
<hones

Irmpart.... | Export. ..

Andlise da concentragéo

A andlise da concentracdo permite que o Rotor-Gene Q MDx
seja utilizado para medir concentracées de ADN ou para
obter leituras de fluorimetro.
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A captura de ecrd abaixo apresenta esta andlise.

‘ Rotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - DNA_concentration
File Analysis Run Gain View Security Window Help

Vi S @ |vew F G # E - :
New Open Save Help Settings Progress Profie  Temp. Samples Analysis Reports Amange
Channels 7 Cyding A.Green

B4 Concentration Measurement - Cycling A.Green (Page 1) ‘ZHE'E‘

Reports Std. Curve  Resuits
|sv. Fluorescence
250019 & o Cycling A.Green - Circles.

20.00

alm o e W=

15.00 &

o Bank On Bank Off
10.00 NamedOn | AllOn | Al
Edit Samples:

o -

5.00 L A4 Analysis Method
0 g
@00 " Linear Regression

1238 101113141517 18192122 2325262729 30 3133 343537 3839 41 4243 45 4647 Sample | & Gpjine Curve Fit

Name:
1 Lambda Standard
2 Lambds Standard | Standard 1.000.0
3 Lambda Standaid | Standard 1.000.0
9 Lambda Standard  Standard 500.0

10 Lambda Standard | Standard &00.0 Jj
4 »

I FRotor-Gene [ Series Software 4.7 [Build 1) VIRTUAL MODE  Current User: CORBETT /linsongy [&dministrators)

Standard

Preparar uma execucgdo

Para efetuar uma andélise da concentragéo, primeiro prepare
os padrdes e amostras de fluorescéncia, idealmente em
triplicado.

Preparacdo dos padrées

E utilizada uma curva-padréo para determinar a
concentrag@o de ADN de cada amostra medida.

O ADN tilizado para a curva-padréo deve ser um tipo de
ADN semelhante, como nas amostras a ser medidas. A
concentragd@o de pelo menos uma amostra de ADN deve ser
determinada utilizando espetrofotometria ultravioleta e esta
amostra deve ser utilizada como o padréo. Deve ser
utilizado um minimo de 3 padrdes (com réplicas). Mais
importante, os padroes de ADN utilizados na detegéo de
fluorescéncia sé@o lineares apenas dentro do intervalo

de 1-100 ng/ul. Dentro deste intervalo, se a concentracéo
de ADN for reduzida para metade, o mesmo acontece com
a leitura de fluorescéncia. Os intervalos de confianca para
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qualquer concentracdo fora deste intervalo sédo muito
amplos devido & ndo linearidade do quimico.

Tipo de ADN medido

Foram observadas diferengas na medicéo de vérias formas
de ADN (por ex., ADN genémico comparado ao ADN
plasmidico). Desta forma, apenas os tipos semelhantes de
ADN devem ser medidos em conjunto e a utilizagdo de ADN
plasmidico como um padréo deve ser evitado ao medir ADN
gendémico.

Configuragdo da execucao

Para configurar a execucdo, selecione "Nucleic Acid
Concentration Measurement"' (Medicdo da concentragdo de
dcidos nucleicos) a partir do assistente de instalacdo rdpida.

x

Buick Start | Advanced I

8 A default template for
= Perform Last Run measuring the
e concentration of
‘2 Three Step with Melt nudeic add using
intercalating dyes.
q.
S Two Step

*8
% Quenched FRET

deic Add Concentration Measurement

l J_I HRM™

-'l;_" Other Runs

f__J Open A Template In Another Folder...

Cancel

Help

I

¥ Show Thiz Screen When Software Opens
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7.6.11

Nota: Certifique-se de que o controlo positivo, como o
padréo de concentragdo elevada, é executado na posigdo do
tubo 1. Sem um controlo positivo, o software nédo iré
conseguir otimizar as definigdes de ganho para sensibilidade
méxima. Isto serd solicitado antes de cada execucéo.

Andlise

A andlise da concentracdo funciona relacionando o nivel de
fluorescéncia a um valor de concentracéo. Estdo disponiveis
dois modelos de andlise. A andlise ideal a escolher depende
do quimico e da aplicacéo.

"Linear Regression" (Regressdo linear) analisa dados
assumindo uma relagdo linear e estimando valores
desconhecidos com base num modelo linear gerado.
Determina erros de medicdo examinando o desvio das
leituras de um modelo linear. Se as leituras de concentragdo
forem lineares, esta é a andlise mais adequada pois fornece
uma andlise estatistica de variacdo (ANOVA) ao utilizador.

"Spline Curve Fit" (Ajuste da curva polinomial) assume
apenas que os valores de concentracdo aumentam com a
fluorescéncia. Embora esta abordagem torne as estimativas
de dados néo lineares mais exatas, néo consegue fornecer
ANOVA, uma vez que néo assume um modelo linear.

Andlise de fusao de alta resolucéo

A andlise de fus@o de alta resolucéo (High Resolution Melt,
HRM) caracteriza as amostras com base no comprimento da
sequéncia, contetdo de GC e complementaridade. A andlise
de HRM ¢ utilizada em aplicacdes de genotipagem, como a
andlise de mutacdes de genes ou polimorfismos de
nucledtido Unico (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) e
em aplicagdes epigenéticas para andlise do estado de
metilagdo do ADN. A andlise de HRM fornece resultados
exatos e poupancas nos custos de etiquetas e da sonda,
comparativamente a outros métodos.

Para efetuar a andlise, selecione "Other" (Outro) e, em
seguida, "High Resolution Melt Analysis" (Andlise de fusé@o de
alta resolug@o) na janela "Analysis" (Andlise). Clique duas
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vezes no canal para analisar. As curvas de fusdo do canal
néo processado sdo normalizadas calculando a média de
todos os valores de fluorescéncia iniciais e finais e, em
seguida, forcando os pontos finais de cada amostra a serem
iguais & média.

B rotor-Gene  Series Software YIRTUAL MODE - high resolution melt demo

(ol xi
File Analysis Run Gain Wiew Window Help

- . > = c 5 o0
ﬁ’aﬁJHblll@]mﬁ@wﬁ_ﬂ%?ﬁ B .
New Open Sawe | Start Pause Stop | Help Settings Progrsss Profile  Temp.  Samples Analysis Reports Arrange

Channels Melt AFarRed . Melt Alfrom 62).FarRed

Y HRM Normalised Graph - Melt A(from §2).FarRed (Page 1) _|o| x| | Page: Page1
Wommased Graph | Diterence Graph |

100

Mormalized Fluorescence
o
&

825 B30 B35 840 845 850 85 660 6865 S0 85 880 885 830 8IS
deg

L

Bank. On Ban OIf
Named On_|_All On |_AIlOfF
Edit Samples..

= ~Normalisation Regions
Corfidence %

1 mutstion Leading Range

2 heterozygote Start: 824 j

4 W mutation 96.72 End: [528 j

5 195 heterozygote | 97,58

I A heterozygote | 97.80 Trailing Fiange
R wild type 100.00 St 293 j

3 M2 wild type: 99,66 =

10 | 193 heterozygote. | 9891 End: |837 =

12 |13 heterozygote | 96.23

13 187 wild type 99,23 Confidence Percentage

Rotor-Gene O Series Software 1.7 (Build 94)

|[VIRTUALMODE

A determinacdo automdtica das amostras é conseguida
clicando em "Genotypes" (Genétipos). Introduza o nome do
gendtipo, seguido do nimero da amostra, que é utilizada
como um controlo positivo para determinar amostras

desconhecidas automaticamente.

=
Genatype Contral -
mutation 188
wild type 2Mm
heterozpgote 197

LClear | s | Cancel

Para obter mais informagdes sobre a andlise de HRM,
consulte a secgdo 11.

7-70

Manual do utilizador do Rotor-Gene Q MDx 10/2018



Interface grdéfica do utilizador

7.7

7.7.1

7.7.2

Menu de execucdo

Iniciar execucéo

Esta opcdo inicia o perfil de temperatura especificado com
as definigdes de ganho atuais. Antes de a execucgdo iniciar, é
apresentada a janela "Profile Run Confirmation”
(Confirmagdo da execucdo do perfil). E apresentada uma
representagdo gréfica do perfil de temperatura juntamente
com as definigdes de ganho para cada canal.

Colocar a execucdo em pausa

Esta opcdo permite que uma execucdo seja colocada em pausa
e retomada. Colocar em pausa e retomar pode afetar
seriamente os resultados de uma execucdo. Por este motivo, um
marcador nos dados ird indicar que a execugéo foi colocada em
pausa e a duragdo da mesma. E também introduzida uma
mensagem no separador das mensagens na janela "Run
Settings" (Definicdes de execucdo) (consulte a secgéo 7.8.1).

'! Pauze Bun |

f'ou can pause the run on thiz screen. &
rarker will be recarded in the channel

data to show the duration of the pause. HrESUE |
Help |
Cloze |

AVISO

Superficie quente [W18]
Quando uma execugdo estiver em pausa, o Rotor-Gene Q MDx
ndo iré arrefecer completamente até & temperatura ambiente.
Tenha cuidado antes de manusear o rotor ou quaisquer tubos
do equipamento.

7.7.3

Parar a execugao

Se for selecionada esta opcgéo, serd apresentada uma solicitagéo
a pedir para confirmar que a execugdo deve ser parada.
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7.8

7.8.1

Menu de visualizagdo
Definicoes de execucdo

Geral

Esta janela permite a configuragdo de informacdes de
execucdo, nome do ficheiro de execucdo, dados da andlise,
operador e quaisquer notas relacionadas.

A janela contém todas as informacdes necessdrias para
configurar uma execucéo, a excecdo do perfil. Apds uma
execucdo estar concluida, sGo apresentadas as seguintes
informacdes na janela: ciclador utilizado, definicdes do
ganho, nimero de canais e hora de inicio e fim.

General | tachine Optiohs I Messages I Channels I Tube Layout I Security |

Filename : P:\Departrments QCAE sperimentall ata-R G3KAR GEO00NRT 205274D ark

Operator : ||
haotes : ;l

[~
i . I = Thiz refers to the tatal wolume of the mixture
Reaction Valume : |20
=l i in the tube.
Other Bun Channels saved for this rum: ;I
Informatior : Cyeling & Green
Cycling B vellow
Cycling C.0range
Cyeling D.Red
Created with template
'CT:hDocuments and Settingsilabpe. CORBET ThDesktophTemp RGE000
Run has finished.
Started at 16/12/2005 3:38:58 A
Finizhed at 18/12/2005 3:53:40 Ak
Offzet Coefficient : O
Program Yerzsion : Rotor-Gene BOOD Series Software 1.7 [Build 3)
Machine Serial Mo: 000627

0K Cancel | Al

Opcoes do instrumento

Este separador apresenta definicées para a configuracéo do
Rotor-Gene Q MDx.
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Runsettings £
General Messages I Channels | Tube Layout | Security I
— Rotor Type

36-Well Rakor

Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100

¥ Lacking Ring Attached

0K | Cancel | Apply |

O rotor deve ser definido para o atualmente instalado no
Rotor-Gene Q MDx. Ao abrir uma execucdo existente, esta
definigdo ird refletir o rotor instalado no ciclador naquele
momento.

Mensagens

Este separador apresenta mensagens que indicam se o
utilizador fez alteragdes, como colocar o ciclador em pausa
ou ignorar ciclos durante uma execugdo. Também apresenta
avisos recebidos durante a execucdo. E necessério verificar
este separador se os resultados ndo forem os esperados.
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Canais

Se configurar uma nova execugéo, o separador dos canais
apresenta a configurag@o atual dos canais disponiveis. Se
visualizar uma execuc@o existente, as informacdes
apresentadas representam a configuracéo dos canais
quando ¢ efetuada a execucdo. Se uma execucdo corromper
as defini¢des do canal, os canais predefinidos podem ser
restaurados ao clicar em "Reset Defaults" (Repor
predefinicoes).

General' tachine Optiots I Messages  Channels | Tube Layout I Security |

Mamne | Source | Detector | Gain | Create Mew. .. |
Green 470nm B10mm 10 Edit |
rellow 530nm  BEGRm 2

Orange  585nm  B10nm 10

Fed B25nm  BBOmm 9

Crimson B80nm  710hp 7 Remaove |
HRM 460nm - 510mm 7
Reset Defaults |

0K | Cancel Al

Name (Nome): Nome do canal.

Source (Origem): Especifica o comprimento de onda da
excitag@o do LED de origem.

Detector Especifica o comprimento de onda da
(Detetor): detecdo e o tipo de filtro (nm=passa-
banda, hp=passa-alto).
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Gain (Ganho):  Especifica o ganho para o canal especifico.

Create New...  Esta funcionalidade permite a criacdo de

(Criar novo...): novos canais. Clicar em "Create New..."
(Criar novo...) abre uma janela que solicita
um novo nome, origem e filtiro de detegdo.
Os filtros podem ser escolhidos utilizando
o menu pendente junto de cada janela.

Channels Os canais verde, amarelo, cor de laranja e
(Canais): vermelho séo configuracdes padréo para a
detecéo multiplex de 4 canais.

Configuracdo dos tubos

Se utilizar um 72-Well Rotor, as amostras podem ser
organizadas para ter uma correspondéncia préxima &
etiquetagem num bloco de 9 x 8. Por predefini¢éo, o
separador de configuragéo dos tubos possibilita que as
amostras sejam etiquetadas sequencialmente (isto é, 1,

2, 3...). Isto significa que as amostras sdo etiquetadas
consecutivamente pela ordem em que séo colocadas no
Rotor-Gene Q MDx. Em alternativa, as amostras podem ser
etiquetadas como 1A, 1B, 1C etc. Esta opcdo pode ser Uil se
as amostras tiverem sido preparadas com uma pipeta
multicanal.

Seguranca

O separador de seguranga apresenta informacdes sobre a
assinatura da execugdo. A assinatura da execugéo consiste
numa chave irreversivel que é gerada de novo de cada vez
que o ficheiro é alterado. Se qualquer secgdo do ficheiro

* rex for modificado fora do software, a assinatura e o
ficheiro deixardo de corresponder. Verificar a assinatura
possibilita a confirmagdo de que os dados ndo processados
ndo foram modificados fora da aplicacgéo, o perfil néo foi
adulterado e o gréfico de temperatura é vélido. A assinatura
também protege contra a corrupgdo, como erros no sistema
de ficheiros.
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7.8.2

Nota: Se forem enviados ficheiros *.rex por e-mail, o
processo de encriptag@o pode invalidar a assinatura. Para
evitar isto, comprima o ficheiro em zip antes de o enviar por
e-mail.

T —— |

Generall M aching Options I Messages I Channels I Tube Layoul

r— General Information :
Run Signatures are stored within all newly saved runz. These signatures, ke a wax
‘ zeal on a document, guarantee that no changes have been made outside the
zoftware. If a file iz tampered with, the signature becomes inwalid.

— Fun Signature ;

The signature is valid.

3 The signature for this mn file iz valid. The file contents has not been modified
outzide of the zoftware,

Ok, Cancel Spply

Grdafico de temperatura

Selecione "Temperature Graph" (Gréfico de temperatura) a
partir do menu "View" (Visualizar) ou clique no botdo "Temp."
para abrir a janela "Temperature" (Temperatura). O gréfico
apresenta a evolugé@o das temperaturas definidas durante a
ciclagem. Ndo reflete uma medigéio da temperatura em tempo
real. A medida que a execugdo prossegue, o tempo "Set"
(Definido), "Actual" (Real) e "Hold" (Em espera) é apresentado
para cada etapa do programa. Para um ficheiro de execugéo
existente, a janela "Temperature" (Temperatura) apresenta o
histérico de temperatura durante a execug@o. A escala vertical
representa a temperatura e a escala horizontal representa o
tempo. Utilize a barra de deslocamento para navegar para a
frente e para trds na janela "Temperature" (Temperatura).
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i
100
a0
E0
20
00:00 a0 0o:02 00:03 00:04
kil *
Set: Actual: 278 Hold For : Close I
7.8.3 Progresso do perfil

Selecione "Profile Progress" (Progresso do perfil) a partir do
menu "View" (Visualizar) ou clique no botéo "Progress"
(Progresso) para abrir a janela "Profile Progress" (Progresso
do perfil). Esta janela apresenta uma representacdo gréfica
do perfil térmico associado & execucdo. Ao realizar uma
execugdo, a parte sombreada da janela indica o nimero de
ciclos concluidos. Existe também uma estimativa de quantos
minutos iré demorar a concluir a execucdo.
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Skip (Ignorar):  "Skip" (Ignorar) permite ignorar qualquer
etapa do perfil.

Add 5 Cycles "Add 5 Cycles" (Adicionar 5 ciclos) adiciona
(Adicionar 5 repeticdes & etapa de ciclagem atual.
5 ciclos):

7.8.4 Editar amostras
[l Editsamples =10l x|
File Edit Format Security
Standard |F|0t0r Style'
Settings :
lrﬁiven Conc. Faormat : |123,45?
—Samples :
._'I Edill HeselDafauIll Gradienll
HID |Name |Type |Gr0ups |Given Cone. \Se\ected -
Al R1000 Standard 1.000 Yes
-AZ R 1000 Standard 1.000 Yes
-AS R 100 Standard 100 Yes
-.&4 R 100 Standard 100 Yes
| ERGED Standard 10 Yes
W ri0 Standard 10 Yes
B r Standard 1 Yes
B R Standard 1 Yes
B1 RMNTC MNTC Yes
B2 RMTC MNTC Yes
ez 100 Standard 1,000 Yes
BlE: 1000 Standard 1.000 Yes LI
Page :
(Name: IF‘aga1 ;I;I Mew | [ielete [~ Synchronize pages
Undo | oK I Cancel I Help I
Clique no botéo "Samples" (Amostras) para abrir a janela
"Edit Samples" (Editar amostras). A janela "Edit Samples"
(Editar amostras) também pode ser acedida clicando com o
botdo direito do rato sobre a lista no lado direito do ecré.
Esta janela tem funcionalidades idénticas & janela "Edit
Samples" (Editar amostras) nos assistentes, & excecéo de que
as funcionalidades da barra de ferramentas também estdo
disponiveis nos menus File (Ficheiro) e Edit (Editar).
Sao apresentados quatro menus no topo da janela, File
(Ficheiro), Edit (Editar), Format (Formato) e Security
(Seguranga). O menu File (Ficheiro) é utilizado para criar
uma nova janela (em branco) "Edit Samples" (Editar
amostras), para abrir um modelo de amostras existente ou
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para guardar nomes de amostras como um modelo para
utilizagdo futura. A extens@o destes ficheiros de modelos é
*.smp. O menu Edit (Editar) permite que as linhas sejam
copiadas e coladas. O menu Security (Seguranca) permite
que as definicdes da amostra sejom bloqueadas.

Nota: Se os nomes das amostras forem introduzidos muito
répido durante a execugdo (por ex., utilizando um leitor de
cédigo de barras), isto pode dar origem a letras transpostas
nos nomes das amostras. Por isso, é recomendado que evite
utilizar um leitor de cédigo de barras e, se aplicdvel,
introduza os nomes das amostras apds a execugdo ter

terminado.
Settingz:———  Este menu pendente é utilizado para

’75”8” Cone Famat:  €scolher um formato adequado para a
apresentacdo da concentracdo. As
concentragdes sdo automaticamente
formatadas de acordo com a
localizag@o selecionada atualmente.

Lipit - [y | Este menu pendente determina as

unidades de medida para o ensaio.

Samples :
’VI_j Edit I HesetDefauItI Gradientl

Botdo Importéncia

Estilo da linha: O estilo da linha pode ser modificado para
melhorar a legibilidade dos gréaficos em
impressoras a preto e branco. Certas
linhas podem ser salientadas ao modificar
o seu estilo. Para aceder a esta
funcionalidade, clique no botdo com uma
seta virada para a direita ao lado do botdo
Edit (Editar).
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Edit

Gradient

Botdo

E O

Premir Edit (Editar) abre o seletor de cores.
Podem ser selecionadas vdrias linhas ao
atribuir uma cor aos tubos.

predefinicdes) para repor as cores de todas
as células selecionadas nos valores de cores
predefinidos.

"Gradient" (Gradiente) permite que seja
escolhido um gradiente desde a primeira &
Gltima cor selecionada. Podem ser
definidos vérios gradientes numa
configuracéo de amostra.

Feset Default | Clique em "Reset Default" (Repor

INEIEIEEEE]

Importancia

O icone "New" (Novo) limpa a janela "Edit
Samples" (Editar amostras) como preparagdo
para a introducéo de dados.

O icone "Open" (Abrir) abre uma caixa de didlogo
na qual pode ser selecionado um ficheiro Rotor-
Gene Q MDx para importacdo.

Nota: O nimero de amostras na janela aberta e
o ficheiro a ser importado devem corresponder.

O icone "Save" (Guardar) abre uma caixa de
didlogo na qual podem ser introduzidos o nome e
a pasta na qual seréo guardadas as defini¢des
atuais da amostra.

O icone "Copy" (Copiar) copia as células
selecionadas.

O icone "Paste" (Colar) cola as células
selecionadas com o comando de copiar na
posi¢do selecionada na grelha.
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Botdo Importancia

@ O icone "Excel" abre uma caixa de didlogo que
solicita o nome do ficheiro e uma pasta para
guardar as informagdes da amostra. Apds premir
"Save" (Guardar), o ficheiro Excel é aberto
automaticamente.

I_I' O icone "Append/Overwrite"

(Acrescentar/Substitutir) altera a edigdo das
células na janela "Edit Samples" (Editar amostras).
Se optar por substituir, os dados existentes séo
substituidos ao editar. Se optar por acrescentar,
os novos dados sdo adicionados ao final dos
dados existentes ao editar.

Sample  As amostras podem ser definidas como um de
Types vdrios tipos, listados na tabela seguinte.
(Tipos de

amostra):

Tipo de amostra Descricao

None (Nenhum)  Nenhuma amostra naquela posigao
NTC Controlo sem modelo

Negative Control  Controlo negativo
(Controlo negativo)

Positive Control Controlo positivo

(Controlo positivo)

Unknown Amostra desconhecida a ser
(Desconhecido) analisada

Standard (Padréo) Os valores-padréo séo utilizados para
construir uma curva-padrdo para
calcular concentragdes de amostras
desconhecidas

Calibrator (RQ) E atribuido um valor de 1 ao

(Calibrador [RQ])  calibrador e todas as outras
concentragdes das amostras sdo
calculadas em relagdo a esta amostra
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Page (Pdgina):

Esta funcionalidade permite que o
utilizador tenha diferentes definigdes de
amostras, bem como experiéncias
separadas, na mesma execugdo. Isto é Util
para a andlise de diferentes produtos em
diferentes canais. Utilize os botdes de seta
para alternar entre as pdginas das
amostras. Utilize os botées "New" (Novo) e
"Delete" (Eliminar) para criar e eliminar
paginas. E possivel ter varias definicdes de
amostras para o mesmo canal, para
executar vdrias curvas-padrao sem efetuar
multiplexagéo. Basta que defina as
amostras de interesse e as suas curvas-
padrdo relacionadas em pdéginas
diferentes. O canal Unico pode,
posteriormente, ser analisado com cada
conjunto de definicdes de forma
independente. As pdginas das amostras
podem ser etiquetadas como "Page 1"
(Pagina 1), "Page 2" (Pdgina 2) etc. ou
podem ser designadas com qualquer
nome (por ex., "Housekeeper"
[Constitutiva]). Este nome ird aparecer nos
relatérios.

Ao visualizar os dados ndo processados,
podem ser selecionadas as defini¢cdes da
amostra utilizadas para apresentar os
dados, a partir do menu pendente junto do
botdo "Options" (Opgdes):

"o

5 20

Ak Scale | Options I Fage j
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A pdgina da amostra a utilizar quando
efetuar uma andlise pode ser selecionada
na janela "Analysis" (Andlise) (consulte a
seccdo 7.6.1).

%

2 Std Curves (Rel] | Other... |
luantitation | b et

=i Cycling A FAbd

Show | Hide |
[ Auto-shrink windaw

Given Conc. Mostra a concentragdo para cada um dos

(Conc. indicada): padrées. As unidades podem ser definidas
como um numero decimal ou logaritmico.
Se os padrées forem uma série de
diluicbes, apenas é necessdrio introduzir os
primeiros 2 padrées. Ao premir ENTER, o
programa adiciona automaticamente a
préxima diluigéo ldgica na série.
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Estilo da linha:

O estilo da linha pode ser modificado para
melhorar a legibilidade dos gréficos em
impressoras a preto e branco. Certas linhas
podem ser salientadas ao modificar o seu
estilo. Para aceder a esta funcionalidade,
clique no botdo com uma seta virada para a
direita ao lado do botédo "Edit" (Editar).

.j Edit | HesetDefauItI Eradientl

Introdugéo de
vdrias linhas:

A barra de ferramentas ird apresentar o
estilo predefinido "Solid" (Sélido). Isto pode
ser alterado para "Dashed" (Tracejado),
"Dotted" (Pontilhado), "Hairline" (Linha
muito fina), "Thin" (Linha fina) ou "Thick"
(Linha grossa). Quando estiver concluido,
clique no botdo com uma seta virada para
a esquerda para voltar a visualizar Edit
(Editar), Reset Default (Repor predefinicao)
e Gradient (Gradiente).

=

Se for necessdrio intfroduzir a mesma
informagdo em vdrias linhas ao mesmo
tempo, selecione todas as linhas e comece
a escrever. A informagdo serd introduzida
em cada linha. Isto também funciona para
selecionar tipos de amostra, escolher cores
ou introduzir concentragdes.
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Tecla de atalho
para o tipo de
amostra:

Guarde e
reutilize:

Estilo do rotor

Para selecionar rapidamente um tipo de
amostra, introduza a primeira letra do seu
nome. Por exemplo, para definir 5 amostras
para como controlos sem modelo, selecione-
as na coluna do tipo de amostra e, em
seguida, prima N para NTC. Todas as
amostras serdo convertidas em NTC.

Pode ser guardada uma descrigé@o
completa da amostra como um ficheiro de
amostra (*.smp) e carregada para
execugdes futuras com a mesma
configurag@o da amostra.

Este separador na janela "Edit samples" (Editar amostras) fornece
uma forma alternativa de introduzir os nomes das amostras.
Selecione as réplicas clicando e arrastando o ponteiro do rato
sobre a imagem do rotor. A lista no lado direito da janela ird
atualizar. O nome da amostra pode ser introduzido e isto ird
determinar o mesmo nome para a selegéo atual. O software
reconhece estes pogos como sendo réplicas.
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=]
File Edk Format Security
Standard Flotos Stie |
85 |mm
D Typ
A gt 1 3
e 1 samplel Stendad
“e ke 2
57 “‘;
7 Srple 3
9 sample 3

L R O -
¥ LabelwWel: A51,2.3, .

_::::IM'—_I_IMﬁJ I™ Synchuoizepoges

Udo | Ok | Cees | He |

O separador "Rotor Style" (Estilo do rotor) fornece uma verséo
reduzida do separador "Standard" (Padréo) e foi concebido
para os utilizadores que pretendem configurar nomes e cores
de amostras rapidamente. Né&o é possivel determinar algumas
definicdes neste separador, como por exemplo se a amostra
representa um padrdo ou a concentragdo conhecida em cada
padréo. Se for necessdrio determinar as definigdes, deve ser
utilizado o separador padréo.

Adequabilidade da pagina da amostra

Para aceder & janela "Sample Page Suitability"
(Adequabilidade da pdgina da amostra), clique em "More
Options" (Mais opgdes) na janela "Edit Samples" (Editar
amostras) e, em seguida, clique em "Define Suitabilities"
(Definir adequabilidades). A janela "Sample Page Suitability"
(Adequabilidade da pdgina de amostra) permite aos
utilizadores estabelecer correspondéncia entre as pdginas de
amostras aos canais. Por exemplo, a pdgina de amostra
para o gene de interesse pode ser aplicdvel ao canal verde e
a pdgina de amostra para o gene constitutivo pode ser
aplicével ao canal amarelo. Neste exemplo, configurar a
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adequabilidade da pédgina da amostra diminui 0 nUmero de
opcdes de andlise disponiveis para incluir apenas as que
sdo relevantes para o ensaio especifico.

A janela "Sample Page Suitability' (Adequabilidade da
pdgina da amostra) é apresentada abaixo.

¥- Sample Page Suitability x|

Sample Page Suitabilitiez enable you to hide zample pages
whien they are not relevant in the current contest. For example,
by defining a Sample Page ta apply anly ta the Yellow channel,
you will not be prompted to zelect it during an analyziz of a
Green channel Thiz feature iz of particular use far users of
multiplered azsays,

Page : |Page 1 =]

— Suitabilities for Selected Page :

" Alwayps display this sample page.

S Only dizplay thiz sample page when analyzing
data acquired an the fallawing channels ;

O Green -
O veliow

E Orange Save & Cloze |
Red -
— —I Help |

Nota: Ao configurar um ensaio, crie todas as péginas de
amostra e adequabilidades da pdgina de amostra e, em
seguida, guarde-as como um modelo. Isto diminui a
quantidade de configuragé@o necessdria para cada execucdo.

Grupos

Os grupos de amostras possibilitam o cdlculo de estatisticas
para uma colheita de amostras arbitrdria. Ao contrério das
réplicas, que devem ter nomes idénticos, as amostras podem
ter qualquer nome, podem ser colocadas em qualquer zona
do rotor e podem pertencer a vérios grupos.

1. Para definir um grupo, infroduza o nome completo do
grupo junto a uma amostra e, em seguida, prima ENTER.
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_igix]
File Edit Format Security
Standard | Fotar Style I
— Settings :
Given Cone. Format : I j Unit : ICDDies j Mare Options |
—Samples :
ITreated
C|ID |Name | Type | Groups | Given Conc. | Selected |«
A1 | Tissue Unknown s
A2 | Tissue Unknown ] s
A3 | Tissue Unknown ] s
Ad Tissue Unknown _ Yes
B Lua Unknown ] s
B Lua Unknown ] s
- A7 Lung Unknown _ Yes
M Lunag Unknown ] s
B1 Mone Mo
B2 Maone Mo
B3 Mone Mo
B4 Mone Mo
BE MHaone Mo LI
Page :
’7Name g IF’age 1 < | > | Mew | [relete I~ Synchronize pages ‘
Undo | oK | Cancel | Help |

2. E apresentada a janela "Edit Group" (Editar grupo).

& Edit Group

Group Properties :

Code: I TR E.":".Tl

M arne: IT reated

Cancel

x|
ok |
_ Cancel |

Hep |

3. Defina uma abreviatura adequada e, em seguida, clique

em "OK". A abreviatura agora pode ser
configurar grupos. Os resultados agreg
valor médio e intervalos de confianca d

utilizada para
ados, como o
e 95%, sdo

automaticamente calculados para grupos em qualquer

andlise.
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7.8.5

o
No Hame Typs |t Given Conc [Cop| Calc Conc (Copie] % Yar Rep Ot |Rep CtSic[Rep Ct (35% 01) [ Ren
&1 Tissue Urknown 1882 1875 017 [19.48,19.02]

A2 Tissue Unknawn 1875
A3 Tizsue Unknown 18.92
Ad Tizsue Unknown 18.52
45 Lung Uriknown 1873 1270 0.09 [19.55 . 18.85]
B Lung Unknown 1852
a7 Lung Unknown 1881
43 Lung Urknown 1863
41443 Treated Group 1372 013 [18.52,18.83]

Opcoes de exibigdo

O menu display options (opcdes de apresentacéo) é
mostrado abaixo.

Yiew ‘Window Help
RBun Settings _ ‘e._', 6 E’ﬁ m E;ﬂ

Wiew
Temperature Graph Setkings Progress  Profile Temp,  Samples
Profile Editor
Brofile Progress
Samples. ..

Gain Calibration. ..

Display Options k| v Show at Mast 2 Analysis Windows
v Show at Most 6 Windows
Reset all "Don't Show This Message Again' Dialogs

Show at Most 2 Se esta opgdo estiver marcada, sGo

Analysis apresentadas no mdximo 2 janelas de
Windows andlise ao mesmo tempo. Se estiverem
(Mostrar no abertas vdrias janelas, a legibilidade pode
mdéximo ser afetada. Marcar esta opcéo fecha a

2 jonelos de primeira janela de andlise e substitui-a
andlise): pela Gltima janela aberta. Se a opcdo ndo

estiver marcada, podem ser apresentadas
mais de 2 janelas de andlise.
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7.9

Show at Most 6  Para melhorar a legibilidade, o software

Windows remove as janelas ndo utilizadas quando
(Mostrar no sdo abertas novas janelas. Esta opcdo estd
maximo 6 ativa por predefinicdo, pois mantém o ecrd
janelas): do software Rotor-Gene Q limpo. Se ndo

for necessdrio visualizar mais do que
6 janelas de uma vez, retire a marca de
verificacdo desta opcdo.

Reset All "Don't  Se esta opgéo for selecionada, o software ird
Show This apresentar novamente todas as caixas de
Message Again" didlogo "Don't Show This Message Again"
Dialogs (Repor  ("N&o mostrar esta mensagem novamente")
todas as caixas  nas quais foi colocada uma marca na caixa
de didlogo "Néo de verificag@o. Isto inclui mensagens sobre

mostrar esta definicbes suspeitas que anteriormente
mensagem possam ter sido configuradas para néo
novamente"): serem apresentadas novamente. Isto pode

ser Util para um novo utilizador que nao esté
familiarizado com o Rotor-Gene Q MDx ou
com o software Rotor-Gene Q.

Protecdo de acesso ao software Rotor-
Gene Q

Nota: Este capitulo descreve a protecGo ao acesso para o
software Rotor-Gene Q. Consulte o "Manual do utilizador do
Rotor-Gene AssayManager v1.0 Core Application" ou o
"Manual do utilizador do Rotor-Gene AssayManager v2.1
Core Application" para mais informagdes acerca do software
Rotor-Gene AssayManager.

O software Rotor-Gene Q inclui funcionalidades que

permitem que este seja utilizado de forma segura. Quando é

configurado corretamente, o software Rotor-Gene Q pode

assegurar o seguinte:

B O acesso ao Rotor-Gene Q MDx ou ao software de
andlise é restrito a grupos de utilizadores

B As modificacdes a ficheiros de execugdo séo registadas
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B As modificagdes ndo autorizadas séo detetadas
(assinaturas)

B  Os modelos utilizados para efetuar execugdes sdo
registados

B Os nomes das amostras estdo protegidos

Integracéo com a seguranca do Windows

Para proporcionar um forte nivel de responsabilidade, o
software Rotor-Gene Q néo gere a seguranca internamente.
As contas, grupos e palavras-passe sGo todos geridos
utilizando o modelo de segurancga integrado do Windows
(seguranca do Windows). A integracéo permite que a
mesma palavra-passe que fornece acesso aos ficheiros e
programas da rede controle o acesso ao software Rotor-
Gene Q, resultando numa menor administragéo. Em
organizacdes com grandes dimensdes, por exemplo, os
administradores da rede podem facilmente remover o
acesso a antigos utilizadores devido a um modelo de
seguranca centralizado.

Por este motivo, configurar o software Rotor-Gene Q com
seguranca, primeiramente envolve a configuracéo dos
direitos de acesso do Windows, de acordo com as melhores
prdticas.

Pré-requisitos

Para utilizar a segurancga, deve utilizar o Windows 10 ou o
Windows 7 Professional Edition. As funcionalidades de
segurancga ndo podem ser utilizadas com o Windows 10 ou
Windows 7 Home Edition, pois as Home editions n&o
possuem o modelo de acesso detalhado utilizado pelo
software. O software deve ser instalado com a opgéo "Force
authentication through Windows domain" (Forcar
autenticagéo através do dominio do Windows).

Nota: O menu Security (Seguranga) néo iré aparecer se
estiver com sessdo iniciada num dominio Linux Samba. Deve
ter um inicio de sess@o local ou um servidor Windows para
utilizar as funcionalidades de seguranca.
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7.9.1

Configuracéo do Windows 7

Esta secg@o descreve como configurar o sistema para
executar o software Rotor-Gene Q com seguranga.

Para utilizar as funcionalidades de seguranca, o software
deve ser instalado com a opgdo "Force authentication
through Windows domain" (Forcar autenticaco através do
dominio do Windows). Isto consulta o dominio Windows
para o seu nivel de acesso e credenciais e é essencial para
fornecer as funcionalidades de seguranca e
responsabilidade.

Executar como administrador

Muitos utilizadores utilizam os seus computadores como
administrador, sem palavra-passe. Embora isto seja
conveniente, torna impossivel determinar quem esté a
utilizar o computador. Isto elimina a responsabilidade e
impede a ativagGo de muitas das medidas de seguranca do
software Rotor-Gene Q. Ao realizar execugdes como
administrador, todas as funcionalidades do software séo
ativadas. Por conseguinte, a execu¢do como administrador
assegura que todos os utilizadores que néo necessitam de
funcionalidades de seguranga podem aceder a todas as
funcionalidades do software.

Criar um novo perfil de utilizador

Crie contas de utilizador para cada utilizador do software.
Para cada utilizador, repita os passos abaixo até que todas
as contas tenham sido criadas.

1. Para criar um novo utilizador, selecione "Start/Control
Panel/Administrative Tools/Computer Management"
(Iniciar/Painel de controlo/Ferramentas administrativas/
Gestdo de computadores) e navegue até "Local Users and
Groups" (Grupos e utilizadores locais) no lado esquerdo.

2. Na janela apresentada, selecione a pasta "Users"
(Utilizadores). Clique com o botao direito do rato na
janela do lado direito e selecione "New User"

(Novo utilizador).
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™= [ Pl

[ Deserpten I

[ e———

# Gt

Binoy pesist  ROD Anaivst
oy Do RGQ Operatr
[ AN A

Bt st For sckmterg B
Bt accourt for Quest aciess L.,

Introduza um nome de utilizador e uma palavra-passe.
Por predefini¢éo, o utilizador serd criado com privilégios
de acesso normais. Isto significa que este utilizador pode

executar o software mas

ndo pode instalar novos

programas ou alterar definicdes do sistema.

New User

D I

User name: newuser

Full name: New Lser

Description:

Password: sense

Confirm passward:

User must change password at
| User cannot change password
| Password never expires

[T Accourt is disabled

next logon

[ Create ]’ Close
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4.

Clique em "Create" (Criar). Pode agora iniciar sessdo
como este utilizador.

Atribuir funcoes a cada utilizador

Pode agora atribuir fun¢des a cada utilizador. O acesso é
dividido nas seguintes dreas:

Rotor-Gene Q Operator (Operador do Rotor-Gene Q)
— pode efetuar execucdes mas ndo pode gerar
relatérios nem efetuar andlises

Rotor-Gene Q Analyst (Analista do Rotor-Gene Q) —
pode analisar dados de execugdo e gerar relatérios mas
ndo pode efetuar novas execucdes

Rotor-Gene Q Operator and Analyst (Operador e
analista do Rotor-Gene Q) — tem as capacidades de
ambas as fungdes

Administrator (Administrador) — pode desbloquear
nomes de amostras e efetuar todas as operacdes do
analista e operador

None (Nenhum) — o acesso ao software é recusado

Para atribuir funcdes:

1.

Inicie sess@o no Windows como administrador ou utilize
o icone "Rotor-Gene Q Software Login" (Inicio de sess@o
no software Rotor-Gene Q) para abrir o software e
iniciar sessdo.

5 Run Rotor-Gene As Other User

Dormain |HILZIMMERE-L2

i

Lzername : |Iinsongy Cancel

Pazzword ; J

L%

Nota: Para criar os grupos do RG com o software Rotor-
Gene Q é necessdrio executar o software com direitos de
administrador. Isto pode ser feito clicando com o botéao

direito do rato no icone do ambiente de trabalho e escolher

"Run as administrator" (Executar como administrador) no
menu de contexto.
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2. Quando o software estd aberto, clique no menu
"Security" (Seguranca). A primeira vez que aceder ao
menu "Security" (Seguranga), o software Rotor-Gene Q
configura vérios grupos do sistema que irGo controlar o
acesso ao software.

-
Rotor-Gene Q Series Software |

RG Groups de not exist on the domain. Would you like them to be
created?

3. Clique em "Yes" (Sim). A janela "User Admin"
(Administracdo de utilizadores) é apresentada. No painel
superior, s@o apresentados todos os utilizadores do
computador. Algumas contas séo utilizadas pelo sistema
e, como tal, serdo desconhecidas. O painel inferior
mostra os grupos atribuidos ao utilizador.

- ]
TR

Current U zer: ZimmerB
—Llzers :
E—— ) deHIL FobertHorit ) RDEHILGaith

! RDE-STOBE ] RDEHIL25W T eamFoom ] RDEHILGem
= RDE-STORG ) RDEHILASWT samPoam % RDEHILHamt
= _RDE-STOGK =) RDEHILCrawleyRoom %] RDEHILlacq
| _RDE-STOKR ) FDEHILENTSR aom ] RDEHIL)acq
| RDE-STOKT % RDEHILFrancoisIRaam % RDEHILIohn
1+ & »

—Groups
Domain Groups Selected Uszer's Groups :

Adrminiztrators
RG Analst > |
RG Operator

< |

LCloze l
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4.

Para atribuir um grupo a um utilizador, selecione o
nome do utilizador a partir da lista. O painel inferior
serd atualizado. Se o utilizador nédo tiver grupos, ndo
pode iniciar o software.

No exemplo abaixo, atribuimos o utilizador "linsongy" ao
grupo analista do RG, selecionando o grupo no lado
esquerdo e, em seguida, clicando no botéo ">". Os
grupos podem ser removidos selecionando-os e, em
seguida, clicando no botdo "<".

Current Llzer:

ZimmerB

Users

_rdeHIL-RabertHarwit
ROEHIL25W T eamFoam
FDEHIL35WT eamFioom
RDEHILCrawleyR oom
ROEHILEO15R0om

_RDEHILGaith
RDEHILGem
ROEHILHomt
ROEHIL) aco
ROEHIL) aco

ROEHILFrancaizlRoom RDEHIL ok’

4 ]
] =
- 5
= =
= =
= =

L

— Groups :

Selected Uszer's Groups :

E
]

Adrniristratars
RG Analyzt
RG Operator

LCloze I

Inicie sessdo como este utilizador. Enquanto analista do
RG, o menu Run (Executar) e o botdo "Profile" (Perfil) nao
estdo disponiveis. Contudo, os ficheiros existentes
podem ser abertos e analisados, conforme mostrado na
captura de ecrd abaixo. A barra de estado indica que o
utilizador "linsongy" € um analista do RG.
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Ao iniciar sesséio novamente como administrador, os
direitos do operador do RG podem ser atribuidos a
"linsongy" e os direitos de analista do RG podem ser
novamente removidos. Em seguida, o software deve ser
iniciado novamente. Desta vez, o menu Analysis (Andlise) e
o botdo "Reports" (Relatérios) estdo em falta e o menu Run
(Execug@o) esté ativo. A barra de estado indica que o
utilizador "linsongy" pertence ao grupo de operador do RG.
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7. Se iniciar sessdo como administrador e remover todos os
grupos do utilizador "linsongy", ser& apresentada a
seguinte mensagem quando "linsongy" abrir o software.

-
Rotor-Gene Q Series Software I&J

You have insufficent rights to use the software. Please contact the domain
administrator to set up groups.

7.9.2 Configurac¢éo do Windows 10

Esta secgo descreve como configurar o sistema para
executar o software Rotor-Gene Q com segurancga.

Para utilizar as funcionalidades de seguranca, o software
deve ser instalado com a opgdo "Force authentication
through Windows domain" (Forcar autenticacdo através do
dominio do Windows). Isto consulta o dominio Windows
para o seu nivel de acesso e credenciais e é essencial para
fornecer as funcionalidades de seguranca e
responsabilidade.

Executar como administrador

Muitos utilizadores utilizam os seus computadores como
administrador, sem palavra-passe. Embora isto seja
conveniente, torna impossivel determinar quem esté a
utilizar o computador. Isto elimina a responsabilidade e
impede a ativacdo de muitas das medidas de seguranga do
software Rotor-Gene Q.

Ao realizar execu¢des como administrador, todas as
funcionalidades do software séo ativadas. Por conseguinte, a
execugdo como administrador assegura que todos os
utilizadores que ndo necessitam de funcionalidades de
seguranca podem aceder a todas as funcionalidades do
software.
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Criar um novo perfil de utilizador

Crie contas de utilizador para cada utilizador do software.
Para cada utilizador, repita os passos abaixo até que todas
as contas tenham sido criadas.

1. Para criar um novo utilizador, selecione "Start" (Iniciar),
entre em "Computer Management" (Gestdo de
computadores), prima "Enter" e navegue até "Local Users
and Groups" (Utilizadores e grupos locais) no lado
esquerdo.

2. Na janela apresentada, selecione a pasta "Users"
(Utilizadores). Clique com o botao direito do rato na
janela do lado direito e selecione "New User..." (Novo
utilizador...).

& Computer Management

file Action View Help

| nm e Hm

& Computer Management (Local) Name Full Name Description Actions

v [} System Tools A
g B Admin Users -
(®) Task Scheduler

20 Administrator
4! Defaulthccount
i Guest

More Actions »

v & Local Users and Groups
Users
Groups
(& Pertormence
A Device Manager
3 Storage
% Disk Management
B Senices and Applications
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3. Introduza um nome de utilizador e uma palavra-passe.
Por predefini¢éo, os utilizadores seréo criados com
privilégios de acesso normais. Isto significa que este
utilizador pode executar o software mas ndo pode
instalar novos programas ou alterar definicdes do
sistema.

New User ? x

gsu name: ‘I‘IEWI.IEEI' ‘

Full name: ‘New User |

Description: ‘ ‘

Eamrd: ‘.t-o. |

Confim password:

| [

£ User must change password at next logan
User cannot change passwond
Password never expires

(] Accourt is disabled

Hep [ Ceete ]| Ogse

4. Clique em "Create" (Criar). Pode agora iniciar sesséo
como este utilizador.
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7.9.3

Atribuir funcoes a cada utilizador

Pode agora atribuir fungdes a cada utilizador. O acesso é
dividido nas seguintes dreas:
B Rotor-Gene Q Operator (Operador do Rotor-
Gene Q) — pode efetuar execucdes mas né&o pode
gerar relatérios nem efetuar andlises
B Rotor-Gene Q Analyst (Analista do Rotor-Gene Q) —
pode analisar dados de execugdo e gerar relatérios
mas ndo pode efetuar novas execucdes
B Rotor-Gene Q Operator and Analyst (Operador e
analista do Rotor-Gene Q) — tem as capacidades de
ambas as fungdes
B Administrator (Administrador) — pode desbloquear
nomes de amostras e efetuar todas as operacdes do
analista e operador
B None (Nenhum) — o acesso ao software é recusado
Nota: No Microsoft Windows 10, néo é possivel criar grupos
de utilizador dentro do software Rotor-Gene Q. Os grupos t&ém
de ser criados no dominio por um administrador do dominio,
assim como a atribui¢do de utilizadores a um grupo especifico.
E ativado o menu Run (Execucdo). A barra de estado indica que
o utilizador "linsongy" pertence ao grupo de operador do RG.

Executar varios utilizadores no mesmo
computador

Para utilizar o software Rotor-Gene Q com vdrios
utilizadores, crie uma nova conta de utilizador que ndo
tenha acesso ao software Rotor-Gene Q. Inicie sessGo no
Windows utilizando esta conta para que os utilizadores néo
consigam aceder anonimamente ao Rotor-Gene Q MDx.

1. Ao utilizar o icone "Rotor-Gene Q Software Login" (Inicio
de sessdo no software Rotor-Gene Q), os utilizadores
podem abrir as suas contas de utilizador no software
Rotor-Gene Q.
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2. Introduza o nome de utilizador e a palavra-passe
(obrigatério) na caixa apresentada.

% Run Rotor-Gene As Other User d

Domain [QIAGEN-PC
Usemame : [E.dmin Cancel |

Password : |

3. O dominio corresponde ao computador no qual estd a
iniciar sess@o ou o nome da sua rede local, juntamente
com o nome do anfitriGo. Consulte o administrador da
sua rede se ndo tem a certeza de que dominio deve
intfroduzir neste campo.

Nota: Depois de iniciar sessdo, todos os ficheiros do
utilizador ficardo disponiveis. Todos os utilizadores
podem guardar ficheiros na sua prépria drea. Isto
assegura um alto nivel de seguranca.

Nota: Todos os utilizadores devem terminar sessdo
depois de a sua execucdo estar concluida, para evitar
gue outros utilizadores efetuem uma execucdo em seu
nome.

7-102 Manual do utilizador do Rotor-Gene Q MDx 10/2018



Interface grdéfica do utilizador

7.9.4

Pistas de auditoria

Sempre que um ficheiro é guardado por um utilizador, os
seus detalhes sdo registados em "Run Settings" (Definicoes de
execucdo), no separador "Messages" (Mensagens) como
Security Audit Trail Summary (Resumo das pistas de auditoria
de seguranca) e Security Audit Trail Detail (Detalhes das
pistas de auditoria de seguranca).

ot iene 1) Series Sollware VILTUAL MODE - iree Strep with Mot 20081125 (1) LIES
Wandew  Help
= Nl g 3 ¥ 8 & .
e o Pmss Sop  Med | Settngs Progress Profie  Tewp.  Sanples Amenge
F te ==
i@ — —
\ ; . 1
farl [nsetngs e |
Giomard| Machwe Dpters Mbsasgss. | Charwas | 110 Lo | St | 3 RS
=1
i Wiwd Advanesd
S Satariy At Tusd Sumnssy
o Saved Al 261172000 24745 PH By CORITOOVMGE Uos: 2
Experiment Staied A1 267172008 £47 46 P By COMITON MG Ures 2
avec AL 26112000 3 3600 P iy COMITOT G0 e 2
&l Satonc A1 11,2008 39512 M iy COAIT 000 RIS Uiner 2
1 Srculy fronll Tl Dt
e S A1 35112008 2 £745 P By COAITONN RGO Uier 1T e s
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= Savonel 1 351117008 3 3600 P By COAITON R0 Ut LTI
LS a1 2521112000 336512 P Gy COATON RGO st 21515211 177200015.15 |
= Wikring o
& Protic ) =lolx]
. X Opeseior shipped snd of cycle bt Cycling @ Pepeet 25 3
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Shi | ek 5 Dagpres | Comartpruering | Mok @77 dag
Poto v 0 Semes Satware 1.7 Bubd H) [\ATLIAL MOGE | Corent User: CE1NT00N,930 ser 2 G Doerator]

Isto pode ser utilizado para monitorizar quem modificou os
contetdos de um ficheiro. Em Security Audit Trail Detail
(Detalhes das pistas de auditoria de seguranca) estéo
presentes mais detalhes, como o identificador Unico do
utilizador. Este identificador é importante para evitar que um
utilizador crie uma conta com o mesmo nome noutro
computador e, assim, se faca passar por outro utilizador.
Neste caso, os nomes do utilizador serdo os mesmos, mas
as ID da conta serdo diferentes.
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O identificador para o utilizador 2, S-1-5-21-1177238915-
195, da conta CORITO01/RGQ, é apresentado nos detalhes.
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7.9.5 Assinaturas de execucdo

A pista de auditoria estd armazenada no ficheiro de
execugdo do Rotor-Gene Q. Para evitar modificagdes ndo
desejadas nestes ficheiros, estes devem ser guardados num
local seguro e estar acessiveis apenas a contas Windows
designadas. Contudo, se os ficheiros forem guardados
numa d&rea comum, a execugdo de assinaturas fornece
seguranca adicional. A captura de ecré mostra o separador
"Security" (Seguranca) em Run Settings (Definicoes de
execugdo) de um ficheiro com uma Run Signature
(Assinatura de execugdo).
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Genelall tachine Options l Messages ] Channels ]

General |nformation :

Fiun Signatures are stared within all newly zaved runs. These signatures, like a wax
zeal on a document, guarantee that no changes have been made outside the
zoftware. If a file iz tampered with, the signature becomes invalid.

Fiun Signature

The signature is vald.

The signature for this run file is valid. The file contents haz not been modified
! outside of the software.

Ok, | Cancel |

A Run Signature (Assinatura de execugdo) consiste numa
palavra longa gerada de cada vez que o ficheiro é
guardado e associado aos conteGdos do ficheiro. Por
exemplo, a assinatura para este ficheiro é
5175877703e2172ef9cc9bd0c36c081. Se o ficheiro for
aberto em Notepad e for feita uma edigdo (por ex., a data
de execucdo é alterada para 3 dias antes), é apresentada a
seguinte mensagem quando o ficheiro é novamente aberto.

Bad Run File Signature

The loaded run file containg a signature which does not match the file contents.
Thiz means the file has either been cormupted, or tampered with gsince it was
wiritten by the Rotor-Gene Q Series Software,

Fiun file zsigning ensures the integrity of pour run rezults, Information about a run's
zignature can be found in the Bun Info window,
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7.9.6

‘ Rotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - no signature hrm demo analysis
Fle Analysis Run Gain View Security Window Help

New Open Save Help Settings Progress Profle  Temp. Samples Analysis Reports Arrange

Channels 7 Cyding A.Green 7 HRM A.HRM

Run Settings

Genersl| Machine Options | Messages | Chanrels

General Information

Fiun Signatures are stored wilhin all newly saved s, These signatures, like a wax
seal on a document, quarantes that no changes have been made outside the
software. If a file i tampered wilth, the signalure becomes invalid.

Run Signature :

There is no signature.

) Thete is o signature avalable far this run. Fiuns saved in previaus versions may
nol be signed. This means the file contents can not be quarantesd s fiee from
unauthorised madifcation

»
Bank On Bank Off
MNamedOn | AllOn | AIOK
Edit Samples.

Ruotor-Gene @ Seiies Software 4.7 [Build 1) YIRTUAL MODE | Current User: CORBETT Ainsongy [&dministrators)

Nota: Se os ficheiros forem enviados por e-mail, o processo
de encriptacdo pode invalidar a assinatura. Para evitar isto,
comprima o ficheiro em zip antes de o enviar por e-mail.

Bloqueio das amostras

E importante certificar-se de que os nomes das amostras
ndo sdo acidentalmente ou intencionalmente alterados
quando o utilizador inicia uma execugéo. Por este motivo, o
software Rotor-Gene Q dispde de bloqueio das amostras.
Os nomes das amostras podem ser bloqueados por
qualquer utilizador, mas apenas podem ser desbloqueados
por um administrador. Para utilizadores que utilizam os seus
computadores em modo de administrador, esta opgéo tem
um valor limitado. Para utilizar esta opgdo, o computador
deve ser configurado de forma segura, conforme descrito
nas secgdes anteriores.

Nota: Caso pretenda bloquear amostras, ndo execute o
software como um administrador. Crie uma conta com os
grupos de analista do RG e operador do RG e mantenha a
palavra-passe de administrador em segredo. Os utilizadores
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irdo necessitar da autorizag@o do administrador para
desbloquear ficheiros.

As amostras podem ser bloqueadas antes do inicio de uma
execucdo utilizando o assistente avancado, clicando em
"Finish and Lock Samples" (Concluir e bloquear amostras).

New Run Wizard rz|

Settings :
Given Conc. Format : | j Unit - |Eopies j Mare Optiohs
Samples :
B | Edt | ResstDetaut | Gradient | REEIEIRER
C (D |Narne |T_l,l|:|e |Groups |Given Caon. |SeA

1 250bp Urkrown Ve

2 250bp Unkrnown Ve
B 50 Unknown Ve
B 500 Unknown Ve

5 500bp Unkrnown Ve
| G Unknown Ve
B Uriknown Ve

a Unknown Ve

3 Uik pan Vel
1 ’
Page
Mame : |Page Mew [ Synchronize pages
Skipwizad | <cBack | Finish | Finish and Lock Samples |

Serd apresentado o seguinte aviso. Clique em "Yes" (Sim)
para confirmar.

Rotor-Gene Q Series Software

L 5 Lock the samples? Only administrators will be able to unlock them once this has been done.
[ ]

Yes Mo |

Quando as amostras estiverem bloqueadas, ndo serd
possivel editar as amostras na janela "Edit Samples" (Editar
amostras).
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7.9.7

=101>d
File Edit Format Security
Standard | Rotor Style |
Settings :
lrﬁiven Conc. Format ; I j Unit : ICDDieS j hore Optiong |
—Samples :
I
C |ID | Name | Type |Gruups | Given Conc. ‘ Selected |-
1| 250bp Unknown ‘Yes
2 250bp Unknawn Yes
- 3 250bp Unkmown Yes
- 4 B00bp Unknown Yes
5| 500bp Unlnawn Yes
| BT Unknown Yes
| Unknown Yes
2 Unknown Yes
B - Unknown Yes
B ¢ Unknown Yes
- Il Unknowe es
. Unkniowe s LI
Page :
’7Name: IF‘aga1 & | b | e | Dielets [~ Spnchronize pages ‘
Uhde | oK | Cancel | Help |

As amostras também podem ser bloqueadas e
desbloqueadas na janela "Edit Samples" (Editar amostras).
Contudo, apenas um administrador pode desbloquear
amostras, depois de serem bloqueadas.

Qualquer alteracéo néo autorizada ao ficheiro ird invalidar
a execucdo de assinaturas.

Modelos bloqueados

Atualmente ndo é possivel o utilizador criar ficheiros de
modelos apenas de leitura, utilizando o software Rotor-
Gene Q. Contudo, se pretendido, pode ser especificado
como requisito que todas as execugdes sejam efetuadas
utilizando um ficheiro de modelo especifico. Para assegurar
um acesso sé de leitura a este modelo, é necessdrio que este
seja guardado numa unidade de rede na qual os
utilizadores ndo consigam modificar dados. Os utilizadores
podem, ainda assim, modificar os seus préprios perfis,
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enquanto o modelo numa unidade de rede, como esta,
estiver protegido. Para monitorizar que modelo foi utilizado,
o software Rotor-Gene Q guarda o nome do ficheiro do
modelo que foi executado. Esta informagdo pode ser
acedida clicando no botéo "Settings" (Defini¢des), que, em
seguida, apresenta a janela "Run Settings" (Definigdes de
execucdo). As informacdes do modelo sGo guardadas em
"Other Run Information" (Outras informagdes de execugdo).

(Oither Fun Run file hat 3 vahid sigrnatune
Infoamation : Template was signed.
Using 72-well carousel,
Channels saved for this un:
Created with lemplate
C:\Dual Labeled Probes. net'
Run iz currently in progress.
Starbed at 16/02/2008 11:16:36 AM

7.10 Menu de ganho

Cligue no menu Gain (Ganho) para visualizar as "Gain
Settings" (Defini¢des de ganho) para a execugdo atual. Isto
determina o ganho para o canal especificado antes de uma
execucdo. As definicdes de ganho séo retidas da execucéo
anterior. Estas podem ser modificadas se a execucdo ainda
ndo tiver comegado ou se estiver nos ciclos iniciais. Utilize as
setas para cima/baixo junto de cada campo de texto para
modificar os campos. Em seguida, clique em "OK".

O ganho pode ser alterado durante os ciclos iniciais. Seré
desenhada uma linha vermelha no canal adequado,
mostrando o local no qual o ganho foi alterado. Os ciclos
antes da alterag@o do ganho serdo excluidos da andlise.

Manual do utilizador do Rotor-Gene Q MDx 10/2018 7-109



Interface grdfica do utilizador

Gain Settings |
Gireen =
Yellow =
Oange  [5 =
w  F
Cimson  [7 =
HRM =

9| x|

7.11 Menu de janelas

Este menu permite que as janelas sejam dispostas na
vertical, horizontal ou em cascata. Pode aceder a mais
op¢des clicando na seta no lado direito do botéo "Arrange"
(Dispor).

7.12 Funcdo de ajuda

Quando utilizar o botdo ou o menu "Help" (Ajuda), serd
aberto o seguinte menu pendente.

Help |
Table of Contents
Virtual Demo

Software Version History...

Web Resources

Send Support Email...

About This Software...

Table of Contents D4 acesso a funcdo de ajuda.
(Indice)
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7.12.1

Virtual Demo Faz ligagdo a uma pdgina do site
(Demonstracéo virtual) da QIAGEN com uma
demonstragdo interativa do

software.
Software Version D& uma breve visGo geral das novas
History... (Histérico da funcionalidades adicionadas desde
versdo do software...) o langamento do software

previamente instalado.

Web Resources Abre uma pdgina no site da

(Recursos da Web) QIAGEN numa nova janela do
browser com as informacdes
relevantes mais recentes sobre os
instrumentos do Rotor-Gene Q MDx
e respetivos reagentes.

About This Software...  Fornece informagdes sobre a

(Sobre este software...) mdquina ligada, o nimero de série
do Rotor-Gene Q MDx e a verséo
do software.

Enviar e-mail de assisténcia

A opgdo Send Support Email (Enviar e-mail de assisténcia)
no menu "Help" (Ajuda) permite-lhe enviar um e-mail de
assisténcia para a QIAGEN a incluir todas as informacdes
relevantes de uma execucdo. A opgdo "Save As" (Guardar
como) ird guardar todas as informagdes sobre um ficheiro
gue pode copiar para um disco ou uma rede se ndo tiver
acesso ao e-mail no computador a executar o Rotor-
Gene Q MDx.

Ao utilizar pela primeira vez a funcéo de e-mail de
assisténcia num portdtil, fornecido opcionalmente com o
Rotor-Gene Q MDx (dependendo do pais), terd de
configurar as defini¢cées do e-mail.

Nota: Pode efetuar as entradas do gestor de Tl da sua
empresa.
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Configurar as definicoes do e-mail

Clique na opc¢do "Send Support Email..." (Enviar e-mail de
assisténcia...). E aberta a janela seguinte.
x|
Your HName

‘wihen vou zend e-mail, your name will appear in the From field of the outgoing message.
Type your name as you would like it to appear.

Display name: ||

For example: John Smith

< Back I et I Cancel |

1. Introduza o seu nome e clique em "Next" (Préximo). Serd
aberta a janela "Internet E-mail Address" (Endereco de e-
mail da Internet).

Internet Connection Wizard ﬂ

Internet E-mail Address

“Y'our e-mail address iz the address other people uze to send e-mail messages to you.

E-mail address: ||

For example: someoned@microsoft.com

< Back I Tewt > I Cancel
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2. Introduza o seu endereco de e-mail e prima "Next"
(Seguinte). Serd aberta a janela "E-mail Server Names"
(Nomes do servidor de e-mail).

Internet Connection Wizard ﬂ

E-mail Server Names

My incoming mail zerver is a IPDF'3 'l FEIVEL

Incoming mail [POP3, IMAP or HTTF] server:

An SMTE server iz the server that iz used for your outgoing e-mail.

DOutgoing mail [SMTP) server:

< Back I Tewt > I Cancel |

3. Selecione o tipo de servidor de e-mail para a rececdo de
e-mails e especifique os nomes de servidor para a
rececdo e envio de e-mails. Em seguida, prima "Next"
(Seguinte). Serd aberta a janela "Internet Mail Logon"
(Inicio de sessdo em e-mail da Internet).

Internet Connection Wizard ﬂ

Internet Mail Logon

Type the account name and pazsword your Internet service provider has given pou.

Account name: I

Password: I
¥ Remember password
If your Internet service provider requires you to use Secure Pazsword Authentication

[5P4)] to access your mail account, select the 'Log On Using Secure Password
Authentication [SPA]' check box.

™ Log on using Secure Password Authentication (SP4)

< Back I Tewt > I Cancel |
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4. Introduza o nome e palavra-passe da sua conta de e-
mail, caso o servidor utilize uma autenticagdo de
palavra-passe segura. Em seguida, clique em "Next"
(Seguinte). Serd aberta a janela "Congratulations"
(Parabéns).

Internet Connection Wizard ﬂ

Congratulations

Y'ou have successfully entered all of the information required to set up pour account.

To zave these settings, click Finizh.

< Back Cancel

5. Confirme em "Finish" (Concluir) para concluir a
configuracé@o da conta de e-mail.

Configuragdo no Outlook

1. Abra "Outlook Express" a partir do menu Start (Iniciar)
(Start [Iniciar], All programs [Todos os programas],
Outlook Express).

2. Selecione "Tools" (Ferramentas) e, em seguida, Options
(Opgdes). E apresentada a janela abaixo.
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Signatures I Security I Conhection I I aintenance
General | Read I Receiptz I Send I Compoze
General

[~ wihen starting, go directly ta my ‘Inbox’ folder
¥ Maotify me if there are any new newsaroups
¥ &utomatically dizplay folders with unread messages

V¥ &utomatically log on bo Windows Messenger

Send / Beceive Mezsages

=1 ¥ Play sound when new messages arive

[” Send and receive messages at startup

[ Check for new messages every IED 3 mirtelz)

If iy computer iz not connected at this time:

IDD not connect j

Default Meszaging Programs

This application is the default Mail handler fd ke Default |
i
Thiz application iz the default News handler f ake Default |

0K I Cancel | Apply |

Importante: Para evitar a recuperagéo de e-mails durante
as execucdes de PCR, desative as entradas predefinidas no
ecrd "Send/Receive Messages" (Enviar/receber mensagens).

3. Desative "Send and receive messages at startup" (Enviar
e receber mensagens no arranque)

4. Desative "Check for new messages every 30 minutes"
(Procurar novas mensagens a cada 30 minutos).

5. Confirme as alteragdes com "OK".
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Esta pdgina foi intencionalmente deixada em branco
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8 Funcoes adicionais

8.1 Modelos de andlise

Algumas andlises requerem que o utilizador determine
limiares, definigdes de normalizagéo e definicdes de
genotipagem. Muitas vezes, estas definicdes sdo reutilizadas
frequentemente em vérias experiéncias.

Os modelos de andlises permitem que o utilizador guarde e
reutilize estas definicdes. Isto reduz o esforco de voltar a
intfroduzir as defini¢des e o risco de erro.

As andlises dos grdficos de quantificacéo, de fuséo, de
discriminagdo alélica e de dispersdo e a andlise do ponto
final suportam modelos de andlise. Estas andlises permitem
que o utilizador exporte um modelo Unico para a andlise
(por ex., a andlise de quantificacdo permite a exportacdo e
importagdo de ficheiros *.qut com definigdes de
quantificacdo).

Depois de um modelo de andlise ter sido importado ou
exportado, o nome do ficheiro do modelo é apresentado
para referéncia futura.

Imported Settings «® |
#A\TemplatezhBC.qut

Irnpart.... I Ewsport... |

8.2 Abrir uma segunda execucgdo

Enquanto efetua uma execucéo, é possivel abrir e analisar
execugdes que foram efetuadas anteriormente. Vérias
funcionalidades, como os botées "New" (Novo) ou "Start Run"
(Iniciar execuc@o) ndo estdo ativos na segunda janela. Pode
ser iniciada uma nova execugdo a partir da primeira janela
quando a primeira execugéo estiver concluida.
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8.3 Opcoes de dimensionamento

Para aceder a "Adjust Scale" (Ajustar escala), clique em
"Adjust Scale..." (Ajustar escala...) no fundo da janela
principal ou clique com o botéo direito do rato no gréfico e
selecione "Adjust Scale..." (Ajustar escala...) no menu
apresentado. Uma escala pode ser introduzida
manualmente na janela que é apresentada.

Adjust Scale Ed
b airinar ; |1 1a ill
b e ; IU ill

o ok |

Para aceder a "Auto-Scale" (Escala automdtica), clique em
"Auto-Scale..." (Escala automdtica...) no fundo da janela
principal ou clique com o botéo direito do rato no gréfico e
selecione "Auto-Scale..." (Escala automdtica...) no menu
apresentado. A opcdo "Auto-Scale" (Escala automética)
procura ajustar a escala &s leituras méxima e minima nos

dados.

Para aceder a "Default Scale" (Escala predefinida), clique em
"Default Scale..." (Escala predefinida...) no fundo da janela
principal ou clique com o botéo direito do rato no gréfico e
selecione "Default Scale..." (Escala predefinida...) no menu
apresentado. "Default Scale" (Escala predefinida) repde a
escala para apresentar de 0 até 100 unidades de
fluorescéncia.

8.4 Exportar graficos

Exportagdo de imagens
Os passos seguintes descrevem como guardar uma
imagem.

1. Clique com o botdo direito do rato na imagem e
selecione "Export" (Exportar) no menu apresentado.
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2. Ajanela "Export Dialog" (Caixa de didlogo de
exportagdo) é apresentada. Selecione o formato
desejado a partir da lista "Format" (Formato).

Export Dialog X]
Picture | Nativel D ata I
Format

nap

az Metafile _
& PostSoript LCalors:  Default hd

az PDF
g [~ Monochrome

az GIF
az PMG
az JPEG

Optionz | Cize |

Copy Save... | Send... | Cloze

3. Selecione o separador "Size" (Tamanho) e especifique o
tamanho desejado.

Export Dialog B3

{ Nativel Data I

Fomat Options ~ Size |
az Metafile o —
az PostScript tdidth: |833 =
az PDF
as PCX Height: [540 :Il
az GIF
:2 FEEGG ¥ Keep aspect ratio
Caopy | Save... | Send... Close

4. Marque a caixa de verificagéo "Keep aspect ratio"
(Manter proporgéo) para manter a imagem na
proporcdo correta ao ajustar o tamanho.

Manual do utilizador do Rotor-Gene Q MDx 10/2018 8-3



Funcoes adicionais

5. Clique em "Save" (Guardar) e selecione um nome de
ficheiro e localizagdo para o ficheiro na caixa de didlogo
que é apresentada.

Se for necessdria uma imagem com maior resolugdo,
recomendamos que aumento o tamanho da imagem até
estar de acordo com os seus requisitos ou que guarde o
gréfico como um meta ficheiro (*.emf, *.wmf). Este é um
formato baseado em vetores que pode ser aberto num
software como o Adobe® lllustrator®, permitindo que o
utilizador crie uma imagem de qualquer resolugdo.

Exportacao do formato nativo

Os grdficos no software Rotor-Gene Q utilizam o
componente TeeChart® de terceiros, desenvolvido pelo
software Steema. Para guardar um gréfico no formato
nativo, selecione o separador "Native" (Nativo) na janela
"Export Dialog" (Caixa de didlogo de exportacdo) (consulte a
captura de ecrd anterior) e, em seguida, clique em "Save"
(Guardar). O formato nativo é o formato padréo de ficheiros
TeeChart. Isto permite ao utilizador utilizar o TeeChart Office
do software Steema. O TeeChart Office também estd
disponivel como um freeware e estd instalado como parte
do pacote do software Rotor-Gene Q. Para aceder ao
software, clique no icone TeeChart no ambiente de trabalho.

O TeeChart Office possibilita a manipulagdo de gréficos
exportados, incluindo alterar as cores das curvas, adicionar
anotagdes, alterar fontes e ajustar os pontos de dados.
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« TeeChart Dffice - test tee

Fle Edk yiew Jook Hep
DeEgols|c-ad o E@(|raMmuere| - -~ |
F =l BIuSTEEE S ||@|§;|| .|J_.||

TIEXIT TN A

12
iz F — 2-Heterozygous - L.l
k2 @ 3-wikdhpe ®
iz # — 4 Heterorygous s !
bz = 5 Helssoaygous = | "
E— all® )
Progerty Ve T
BT - F Lg
Backlmage |- [none) & 0 1=
Bevel Faised I:’
Border -|— 3
Color Whie & .
Colrmode  Colors 7
5 (1]
Gradent [=]Irone) 5
View 30 ™ Na
AoSice ¥ Yes 5 w1’ W B’ W B w45 Imm
Cyele

Chan [Dal | Pam )

[ 1= Modiied | NUM| ~

Exportacao de dados

Para exportar dados em vérios formatos, selecione o
separador "Data" (Dados) na janela "Export Dialog" (Caixa
de didlogo de exportacdo). O ficheiro exportado contém os
pontos de dados ndo processados utilizados no gréfico.

Export Dialog =
F'iu:turel Mative Data |
sefies:  [all] [ | ;ﬂcﬁitlndex
[+ F'u:uintLaI:ueIs
|vw | Header
[~ Paint Calars
™ HTHML Table Dielimiter;
" Excel Tab = I

Copy Save... Send... | Cloze I
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Também é possivel exportar dados néo processados ou
dados de andlise selecionando "Save As" (Guardar como) no
menu "File" (Ficheiro) (consulte a seccdo 7.5).

8.5 Icone da chave inglesa
O icone da chave inglesa J encontra-se na parte inferior
esquerda da janela principal. Clicar no icone da chave inglesa
possibilita varias opgdes. Estas opgdes também podem ser
acedidas clicando com o botdo direito do rato no gréfico.
adjusk Scale. ..
Aukoscale
Fevert ko Defaulk Scale
Export. ..
Copy Chart to Clipboard
Edit Chart in TeeChart Office. ..
Print. ..
Cigital Filter. ..
Select all Mamed Samples
Showe Pinpainter
Grauping g
Adjust Scale Consulte a secgdo 8.3.
(Ajustar escala),
Autoscale (Escala
automdtica),
Revert to Default
Scale (Reverter
para a escala
predefinida):
Export... Guarda o gréfico numa variedade de
(Exportar...): formatos (consulte a seccdo 8.4).
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Copy Chart to
Clipboard
(Copiar gréfico
para a drea de
transferéncia):

Edit Chart in

TeeChart Office...

(Editar o gréfico
no TeeChart
Office...):

Print (Imprimir):

Digital Filter...
(Filtro digital...):

: select digital filter for graph ﬂ

Copia a imagem do gréfico para a drea
de transferéncia.

Abre o gréfico diretamente no
TeeChart Office para edicdo (consulte a
secgdo 8.4).

Imprime o gréfico.

Modifica o filtro digital atualmente
selecionado no gréfico. O filtro digital
uniformiza os dados utilizando uma janela
de pontos deslizante.

Mone

b edium
Heawy

Cancel |

Show Pinpointer
(Mostrar
localizador do
ponteiro):

Grouping
(Agrupar):

Abre uma janela que apresenta as
coordenadas exatas da posi¢do do
ponteiro do rato.

Agrupa visualmente amostras que tém
nomes idénticos. Isto pode ser Gtil em
execugdes completas do rotor. Selecionar
esta opgdo ndo afeta os valores
calculados.
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8.6

Opcoes das dreas selecionadas

E possivel selecionar uma drea de um gréfico clicando e
mantendo premido o bot&o esquerdo do rato e arrastando o
ponteiro do rato. SGo apresentadas as seguintes opgdes.

Select COnly These Samples

Deselect These Samples
Lo

Cancel

Select Only E anulada a selecéo das amostras que se
These Samples  encontram fora da drea em questao.
(Selecione

apenas estas

amostras):

Deselect These  E anulada a selecdo de todas as amostras
Samples (Anular que se encontram na drea em questao.

a selecdo destas

amostras):

Zoom (Ampliar): Amplia a drea selecionada do grdéfico.
Clique no botéo "Default Scale" (Escala
predefinida) para reduzir.

8-8
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9 Procedimentos de manutencgao

E facil manter o desempenho de trabalho do Rotor-

Gene Q MDx. O desempenho ético é mantido assegurando
gue as lentes, localizadas em ambas as fontes de emisséo e
detecdo, estdo limpas. Para o efeito, utilize a ponta de uma
cotonete humedecida com dlcool ou isopropanol* para
limpar as lentes.

Nota: Limpe as lentes pelo menos uma vez por més,
dependendo da utilizacéo. Limpe a cdmara do rotor ao
mesmo tempo.

Mantenha a drea da bancada de trabalho limpa e sem pé
nem folhas de papel. A entrada de ar do Rotor-Gene Q MDx
localiza-se na parte inferior e materiais soltos, como papéis
ou poeira, podem comprometer o seu desempenho.

Para evitar a acumulagdo de poeira, mantenha a tampa do
Rotor-Gene Q MDx fechada quando o instrumento ndo
estiver a ser utilizado.
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Se a cdmara do rotor ficar contaminada, as superficies
podem ser limpas com um pano sem pelos humedecido
(mas sem pingar) com uma solugéo de lixivia a 0,1% (v/v).*
Limpe a cdmara com um pano sem pelos humedecido com
dgua de utilizacdo em PCR para remover vestigios de lixivia.

* Durante o trabalho com substéncias quimicas, utilize sempre uma bata de
laboratério adequada, luvas descartdveis e 6culos de protecdo. Para mais
informacdes, consulte as fichas de dados de seguranca (Safety Data Sheets,
SDS) apropriadas, disponibilizadas pelo fornecedor do produto.

9-2
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10 Verificacao 6tica de temperatura

A verificacé@o ética de temperatura (Optical Temperature
Verification, OTV) corresponde a um método que verifica a
temperatura dentro do tubo no Rotor-Gene Q MDx. A
validagé@o da temperatura dentro do tubo pode ser um
procedimento importante em laboratérios certificados. A
OTV é efetuada utilizando o Rotor-Disc OTV Kit (consulte o
Apéndice C). De seguida, apenas é dada uma pequena
intfroducéo ao principio da OTV. A execug@o do
procedimento de OTV ¢ explicada no software do Rotor-
Gene Q MDx. Para uma descricdo mais detalhada do
procedimento de OTV, incluindo um guia de resolucdo de
problemas, consulte o Manual de OTV do Rotor-Disc.

10.1 Principio da OTV

A OTV tiliza as propriedades éticas de 3 cristais liquidos
termocromdticos (Thermochromatic Liquid Crystals, TLC)* como
referéncias de temperatura absolutas. Quando aquecido, os
TLC passam de opacos a transparentes a temperaturas muito
especificas (50 °C, 75 °C e 90 °C). Os TLC néo tém
fluorescéncia prépria. Por isso, é necessdrio cobrir a fonte de
excitacdo com um introdutor de fluorescéncia para que os
pontos de transicéo dos TLC possam ser detetados pelo
sistema 6tico do Rotor-Gene Q MDx. Os TLC que estd@o abaixo
da sua temperatura de transicdo séo opacos e refletem luz.
Alguma da luz refletida dispersa em direcéo ao detetor,
aumentando a fluorescéncia. Quando a temperatura dentro do
tubo atinge o ponto de transigéo dos TLC, estes tornam-se
transparentes e a luz atravessa a amostra em vez de ser
refletida na direcdo do detetor, o que resulta numa diminuigéo
da fluorescéncia. A alteragdo na fluorescéncia é utilizada para
determinar a temperatura de transigéo precisa de cada TLC. A
temperatura de transi¢do é comparada com a temperatura
comunicada pelo ficheiro de calibracéo de fébrica para a OTV

* Durante o trabalho com substéncias quimicas, utilize sempre uma bata de
loboratério adequada, luvas descartdveis e 6culos de protecdo. Para mais
informagdes, consulte as fichas de dados de seguranga (Safety Data Sheets,
SDS) apropriadas, disponibilizadas pelo fornecedor do produto.
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10.2

10.3

do Rotor-Disc verificar se o Rotor-Gene Q MDx estd dentro das
especificacdes de temperatura.

Componentes do Rotor-Disc OTV Kit

Séo necessdrios os seguintes componentes para executar
uma OTV:
B Um Rotor-Disc OTV Kit, que inclui:

B  Um rotor de OTV Rotor-Disc 72 selado (contém TLC)

B Introdutor da placa de dispersé@o de fluorescéncia
(instrumentos Rotor-Gene 3000 ou Rotor-Gene
Q/6000)

B Um CD que contém os seguintes ficheiros: NUmero
de série do rotor de OTV e ficheiro com a data de
validade (*.txt); ficheiro do modelo de teste de OTV
(*.ret); folheto do produto (*.pdf); ficheiro de
calibragdo de fébrica (*.rex)

B Folheto do produto

B Software da série Rotor-Gene versé@o 1.7 ou superior, que
contém o assistente de rotor de OTV de utilizacdo fécil

B Rotor-Disc 72 Rotor

B Rotor-Disc 72 Locking Ring

Executar uma OTV

1. Coloque o introdutor de fluorescéncia sobre as lentes de
emissdo na parte inferior da cdmara do
Rotor-Gene Q MDx.

2. Coloque o Rotor-Disc da OTV num Rotor-Disc 72 Rotor.
Prenda utilizando um Rotor-Disc 72 Locking Ring.
Coloque o conjunto no Rotor-Gene Q MDx e encaixe-o.
Feche a tampa do Rotor-Gene Q MDx.

10-2
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3. Aceda co assistente avangado selecionando o separador
"Advanced" (Avancado) na janela "New Run" (Nova
execucdo). No assistente avangado, clique em
"Instrument maintenance" (Manutencéo do instrumento)
e, em seguida, "OTV". O assistente solicita um ndmero
de série de OTV. Este nUmero pode ser lido na efiqueta
do Rotor-Disc da OTV ou pode ser importado a partir do
CD, clicando em "Browse" (Procurar) e escolhendo o
ficheiro .otv fornecido no CD. Quando o numero tiver
sido introduzido, clique em "Start" (Iniciar).
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Buick Start Advanced |

x|

3]

% Perform Last Run

23
& Empty Run

o

L ]
2 Three Step with Melt
*e
2 Two Step
J_ ] HRM™

T'".J_ j Other Runs

trument Maintenance

’{TJ Open A Template In Another Folder. ..

Contains templates
that perform
linstrument
maintenance.

Cancel

I

Help

¥ Show Thiz Screen When Software Dpens

tical Temperature Verification Rotor

Rotar Details :
[~ Fluorescent insert

#® Thiz template allows you ko perform intube temperature werification with the QLAGEN
.‘ OT Rotar. For more information, see our website available from the Help menu.

placed camectly Pleaze enter the serial number of the rotor you are using :

OTW-C172-31F4-2D0-384-306-3830
Temperatures - B0-72-90
Expiry Date : ar 2006
Walidity Check ;  “alid

Start

Bt |

Em seguida, a execucgdo inicia.

4. O software solicita 0 nome do ficheiro para a execucéo.
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5. A execucdo efetua uma série de fusdes que determinam
as caracteristicas térmicas do Rotor-Gene Q MDx.

I§ OT¥ Temperature Yerification Results x|

— Summary :

Werfication Result:  Adjustment Recommended

— Details ;

Lower Paoint . Mo Adjustment Required
iddle Paint : Mo Adjustment Required

Upper Paoint :  Adjustment Required

Apply Adjuzstrment. .. |

Close |

6. Quando a execugdo é concluida, o software indica se o
Rotor-Gene Q MDx esté dentro da especificagdo.

7. Se for necessério um ajuste, o utilizador deve clicar em
"Apply Adjustment" (Aplicar ajuste). Isto solicita ao
utilizador que efetue uma execucéo de verificagdo.
Quando a execucdo de verificagdo estd concluida, néo
deve ser necessdrio nenhum ajuste. Se forem necessérios
mais ajustes, contacte o seu distribuidor.

8. Quando o Rotor-Gene Q MDx estd dentro da
especificagéo, pode ser revisto e impresso um relatério
da execugdo.
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Esta pdgina foi intencionalmente deixada em branco
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11

Andlise de fusao de alta resolucao

A andlise de fusdo de alta resolugdo (High Resolution Melt,
HRM) é uma técnica inovadora baseada na andlise de fusdo
do ADN. A HRM caracteriza as amostras de ADN de acordo
com o seu comportamento de dissociagdo & medida que
fazem a transicéo de ADN de cadeia dupla (double-
stranded DNA, dsDNA) para ADN de cadeia simples (single-
stranded DNA, ssDNA) com o aumento de temperatura
(consulte a figura abaixo). Um instrumento de HRM recolhe
os sinais de fluorescéncia com uma precisdo térmica e ética
extremamente elevadas, criando vdrias possibilidades de
aplicacdo.

= Curva de fusao

. / T Fase de fusdo

=
bﬁ
g
e
¥
£a
gz Fase pré-fusdo Fase pds-fusdo
=$ - ™ ad L
=
-
15
‘h-‘_‘—\——u—\_
™o e a0 Tae ™ me Tao ne ™o TR wmo | LRl me

Um grdafico de HRM comum. A curva de fus@o traga a transicdo
desde a fluorescéncia elevada da fase de pré-fuséo inicial, passando
pela diminuicdo na fluorescéncia da fase de fuséo, até ao nivel de
fluorescéncia basal da fase de pés-fuséo. A fluorescéncia diminui &
medida que o corante intercalado de ADN ¢ libertado do dsDNA e se
funde em cadeias simples. O ponto médio da fase de fusdo, no qual a
taxa de variagdo da fluorescéncia é maior, define a temperatura de
fus@o (Tm) do ADN em andlise.

Antes de efetuar a andlise de HRM, a sequéncia-alvo deve
ser amplificada para um nimero de cépias elevado.
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Normalmente, isto é efetuado por PCR na presenca de um
corante de fluorescéncia intercalado com dsDNA. O corante
néo interage com ssDNA mas infercala-se ativamente com
dsDNA e fluoresce intensamente quando é intercalado. A
alteragdo na fluorescéncia pode ser utilizada para medir o
aumento na concentracdo de ADN durante PCR e, em
seguida, para medir diretamente a fusdo de ADN induzida
termicamente por HRM. Durante a HRM, a fluorescéncia é
inicialmente elevada pois a amostra inicia como dsDNA. A
fluorescéncia diminui & medida que a temperatura aumenta
e o ADN dissocia-se em cadeias simples. O comportamento
de fusdo observado é caracteristico de uma amostra de ADN
especifica.

Ao utilizar a HRM, o Rotor-Gene Q MDx pode caracterizar
amostras com base no comprimento da sequéncia, conteddo
de GC e complementaridade da sequéncia de ADN. A HRM
pode ser utilizada em aplicacdes de genotipagem, por
exemplo, anélises de inser¢des/eliminacdes ou
polimorfismos de nucleétido Unico (Single Nucleotide
Polymorphism, SNP), ou para analisar mutacdes genéticas
desconhecidas. Também pode ser utilizado em aplicacdes
epigenéticas para detecdo e andlise do estado de metilagdo
do ADN. Também pode ser utilizado para detetar
quantitativamente uma pequena proporc¢éo de ADN varidvel
num fundo de sequéncias de tipo selvagem em
sensibilidades a aproximar-se dos 5%. Isto pode ser
utilizado, por exemplo, para estudar mutacdes adquiridas
somaticamente ou alteracdes no estado de metilagéo das
ilhas CpG.

A HRM no Rotor-Gene Q MDx facilita vérias aplicacées,

incluindo:

B |dentificagdo de genes candidatos de predisposicGo

B Estudos de associacéo (comparando casos e controlos,
gendtipos e fendtipos)

B Determinacdo da prevaléncia alélica dentro de uma

populacdo ou subgrupo

Rastreio e validagdo do SNP

Rastreio para perda de heterozigotia

Impressdes digitais de ADN
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Caracterizacdo de blocos de haplétipos
Andlise de metilagéo de ADN

Mapeamento de ADN

Identificagdo de espécies

Descoberta de mutacéo

Determinacéo do rdcio de mutacdes somdticas
adquiridas

B Tipagem de HLA

A HRM é mais fdcil e economicamente mais rentdvel do que
os ensaios de genotipagem baseados em sondas €, ao
contrdrio dos métodos convencionais, € um sistema de tubos
fechados que evita a contaminagdo com produtos de PCR.
Os resultados sGo compardveis a métodos convencionais
como SSCP, DHPLC, RFLP e sequenciacéo de ADN.

11.1 Instrumentacao

O Rotor-Gene Q MDx fornece os seguintes recursos exigentes
em tempo real e termo-6ticos necessdrios para a HRM.
lluminagdo de alta intensidade

Detecdo 6tica altamente sensivel

Répida aquisicdo de dados

Temperatura da amostra controlada de forma precisa
Minima variagéo ética e térmica de amostra para amostra

11.2 Quimicos

A QIAGEN disponibiliza o Type-it® HRM PCR Kit para andlise
de SNP e mutagées utilizando a HRM e o EpiTect® HRM PCR
Kit para andlises de metilacgo. Ambos os kits contém o
corante fluorescente intercalado de terceira geracéo
EvaGreen. Os kits combinam o tampé&o de HRM otimizado e
HotStarTaq® Plus DNA Polymerase para evitar produtos de
amplificacdo néo especificos e fornecer resultados fidveis.

Nota: Todos os reagentes e kits de HRM da QIAGEN séo
indicados para utilizagdo com instrumentos Rotor-Gene Q
apenas para as aplicagdes descritas nos respetivos manuais
dos kits da QIAGEN.
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11.3

Exemplo de genotipagem de SNP

No exemplo apresentado, o Type-it HRM PCR Kit foi utilizado
numa andélise de HRM para diferenciar entre tipo selvagem
homozigoto, mutante homozigoto e formas heterozigotas do
SNP rs60031276 humano. Para obter detalhes técnicos,
consulte o Manual de Type-it HRM PCR.

A

@ onor % 8 8

Heterozigoto Mutante

homozigoto

@ LI I B & & B 8 ® 4

Tipo
selvagem

: ms maz  ms w1 oma  mm ma mo ma om0 mr  omg o omroomnoom
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Mutante
homozigoto

Heterozigoto

Tipo selvagem

i HRM Results - HRM &.HRM (Page 1)

Mo, | C|Mame | Genatype | Confidence %
22 A8 Human SHP rsB0031276 | homo A8 100,00

23 [ unknown hormo A, 93,49

24 . unknown homo A, 93,76

28 [ 4G Human SHP 60031276 hetero &G 100,00

29 . uhknowh hetero AG 93,49

30 [ unknown hetero AG 98,47

34 [ GG Human SMP 60031276 homo GG 100,00

35 [ unknown homo GG 52,50

36 Ltk nowh horme GG 99,53

Genotipagem de SNP através de HRM. O SNP rs60031276
humano (substituicdo de A a G) no gene PPP1R14B (proteina
fosfatase 1, subunidade regulatéria [inibidor] 14B) foi analisado no
Rotor-Gene Q utilizando 10 ng de ADN genémico de diferentes
gendtipos e o Type-it HRM Kit. O tipo selvagem homozigoto (AA), o
mutante homozigoto (GG) e as amostras heterozigotas (AG) séo
apresentados em E uma curva de fuséo padréo normalizada e E um
gréfico de diferengas normalizado para amostras do tipo selvagem.
Os gendtipos para as amostras desconhecidas foram atribuidos pelo
software Rotor-Gene Q.
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11.4 Exemplo de andlise de metilacéo
No exemplo apresentado, o EpiTect HRM PCR Kit foi

utilizado na andlise de HRM para discriminar vdrias
proporcdes de ADN metilado e ndo metilado. Para obter
detalhes técnicos, consulte o Manual de EpiTect HRM PCR.
A

100% metilado

& 4 N M K a B a4 B o@mn p 3 2
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Andlise de metilacdo quantitativa por HRM. Vérias proporcdes de
APC (polipose adenomatosa coli) do ADN metilado e ndo metilado
foram analisadas e discriminadas pela andlise de metilacdo de HRM
no Rotor-Gene Q utilizando o EpiTect HRM Kit. SGo apresentados E
uma curva de fusdo padréo normalizada e E um grdfico de diferengas
normalizado para a amostra 50% metilada.

11.5 Diretrizes para uma andlise de HRM
bem-sucedida

O sucesso da andlise de HRM depende muito da sequéncia
especifica em investigacdo. Certos motivos de sequéncia,
como estruturas em grampo e outras estruturas secunddrias,
regides localizadas de contetdo GC invulgarmente alto ou
baixo ou sequéncias repetidas podem afetar os resultados.
Para além disso, a utilizacdo de kits padronizados e
protocolos otimizados da QIAGEN podem superar muitos dos
potenciais desafios listados. Algumas diretrizes simples para
ajudar a assegurar o éxito encontram-se detalhadas abaixo.

Analise pequenos fragmentos de ADN

Analise fragmentos néo superiores a cerca de 250 bp.
Podem ser analisados produtos maiores com sucesso, mas
normalmente apresentam uma resolucdo inferior. Isto
porque, por exemplo, uma variagdo de base Unica tem um
efeito maior no comportamento de fusdo de um amplicon
de 100 bp do que num amplicon de 500 bp.

Certifique-se de que a PCR contém apenas produtos
especificos

As amostras contaminadas com artefactos pés-PCR, como
dimeros de primer ou produtos ndo especificos podem
tornar os resultados de HRM dificeis de interpretar. Os kits
da QIAGEN para andlise de HRM asseguram uma
especificidade méxima sem necessidade de otimizaco.

Utilize um modelo de pré-amplificacao suficiente

A andlise de dados de real-time PCR pode ser muito 0til na
resolugdo de problemas em andlises de HRM. Os gréficos
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de amplificacdo devem ter um Cs (ciclo de limiar) inferior ou
igual a 30 ciclos. Os produtos que amplificam mais do que
isto (devido a baixa quantidade inicial do modelo ou &
degradacdo do modelo) normalmente produzem resultados
de HRM varidveis devido a artefactos de PCR.

Normalize a concentracdo do modelo

A quantidade de modelo adicionado a reagéo deve ser
consistente. Normalize as concentracdes iniciais para que os
grdficos de amplificacdo se encontrem a 3 valores de Ct
entre si. Isto assegura que as concentracdes de entrada se
encontram dentro de um intervalo de 10 vezes.

Verifique se existem grdficos de amplificacéo
anémalos

Antes de executar a HRM, examine cuidadosamente os
dados do grdfico de amplificagé@o para verificar se a forma
do grdfico de amplificagdo é anormal. Gréficos com uma
fase log-linear que ndo é acentuada, que é recortada ou
gue alcanca um planalto de sinal baixo, comparados a
outras reacdes, podem indicar uma fraca amplificagéo ou
um sinal de fluorescéncia demasiado baixo (por ex., isto
pode ocorrer se a concentragdo do primer for demasiado
baixa). As reacdes fracas podem ser causadas por inibidores
de reacdo ou por uma configuragdo de reacdo incorreta. Os
dados de HRM de tais amostras podem ser inconclusivos ou
de baixa resolucdo. Para evitar resultados ndo fidveis,
recomendamos os kits da QIAGEN para preparacéo da
amostra e andlise de HRM.

Mantenha as concentragées pés-amplificagéo da
amostra semelhantes

A concentracdo de um fragmento de ADN afeta a sua
temperatura de fusdo (T.). Por este motivo, as concentracdes
de amostras de ADN devem ser mantidas o mais
semelhante possivel. Ao analisar produtos de PCR,
certifique-se de que todas as reacdes foram amplificadas
para a fase de planalto. No planalto, todas as reagdes terdo
amplificado para uma extens@o semelhante
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independentemente da sua quantidade inicial. Contudo,
tenha em ateng@o que as reagdes fracas podem néo atingir
o planalto com a mesma quantidade amplificada, devido,
por exemplo, & configuracdo inconsistente do ensaio

(por ex., a concentrac@o do primer era demasiado baixa).

Assegure a uniformidade entre amostras

Todas as amostras devem possuir um volume semelhante e
conter a mesma concentracdo de corante. O
comportamento de fuséo do ADN é influenciado por sais na
mistura da reacdo, pelo que é importante que a
concentragdo do tampdo, Mg e outros sais sejam o mais
uniforme possivel em todas as amostras. Da mesma forma,
utilize apenas tubos de reagéo idénticos do mesmo
fabricante para evitar variagdes devido & espessura do
pldstico e as propriedades de autofluorescéncia.

Permita a recolha de dados suficientes para as fases
de pré-fusao e pés-fusao

Capte pontos de dados de HRM num intervalo de
aproximadamente 10 °C, centrado em torno do T,
observado (consulte a figura na pégina 11-1). Isto fornece
pontos de dados da linha de base suficientes para a
normalizagéo eficaz da curva e ird resultar em réplicas mais
reprodutiveis e na interpretacéo de dados mais fdcil.

11.6 Preparacao da amostra

Deve ser evitada a degradacdo da amostra durante a
purificacdo e armazenamento. Evite quantidades excessivas
de inibidores, como por exemplo, da transferéncia de
etanol. Para melhorar os resultados de HRM,
recomendamos que mantenha a quantidade de modelo
utilizado consistente entre amostras. E recomendada a
andlise espetrofotométrica para determinar a concentracéo
de ADN e a pureza. Recomendamos os kits da QIAGEN
para a preparacdo da amostra.
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Nota: A 260 nm, uma unidade de absorvancia é igual a
50 ug/ml de ADN. O ADN puro ird apresentar uma
proporcdo de 1,8 de 260 nm a 280 nm.

11.7 Configuracdo do software

1. Abra um novo ficheiro de execucdo selecionando
"New..." (Novo...) a partir do menu File (Ficheiro). No
assistente avancado, selecione "HRM'".

x
Huick Start  Advanced |
: ] Corbett Life Sdence
Mo JUp High Resolution Melt

run.

[ ]
'S HRM™ with Pre-Amplification

Cancel

Help

I

¥ Show Thiz Screen When Software Opens

2. Defina o tipo de rotor (neste exemplo, é utilizado o 72-
Well Rotor). Certifique-se de que o anel de bloqueio estd
colocado e que a caixa de verificagéo "Locking Ring
Attached" (Anel de bloqueio fixado) estd marcada antes
de prosseguir para o préximo passo.
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New Run Wizard s x|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

— Rotar Type

35-Well Rotor

Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100

¥ Locking Ring Attached

Skip Wizard |

<« Back I

Mest > |

3. Defina os detalhes de execugdo. Introduza o nome do
operador (opcional) e adicione quaisquer notas sobre a
experiéncia (opcional). Selecione o volume de reacdo
(obrigatério) e disposicdo das amostras desejados.

New Run Wizard B _5[

This scieen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields,
clicking Next when you are ready to move to the next page.

This box displays
help an elements in
the wizard, For help

. on an item, haver
Hpoiaics |Rolox—Gens Q Operater your mouse over the
. - - itern for help. vou
Notes : Enter any notes for the particular HRM experiment] can alzo click on a
combo bos to display
Fielp about its
available settings,
Reaction | =
Wolume [pL}: & ]
Sample Lapout: [1.2.3.. |
Skipwizard | <<Back | MNew» |
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4. Cligue no botao "Edit Profile..." (Editar perfil...) para
modificar os tempos e temperaturas da reagéo.

New Run Wizard

Temperature Profile

Edit Prafile ...

Charnel Setup :

Name | Source | Detector | Gain |

Create Mew... |

Green 470nm
Yellow  530nm
Orange  585nm
Red E25nm
Crimzon  680nm
HF 4 47 0nm

510nm
BEBhm
E10nm
EEOnm
710hp
510nm

2.67

S~ imenen

Edit...

Bemove
Reset Defaultz

Skip Wizard |

Gain Optimization...

<< Back

Hest »»

Thiz box displays

X

help on elements in
the wizard. Far help
o an item, hover
your mause aver the
itern for help. You
can also click on a
cambo bow ta display
help abaut its
available settings.

5. Defina um tempo de espera inicial adequado. Este
tempo depende do tipo de polimerase de ADN utilizada.
O Type-it HRM PCR Kit e o EpiTect HRM PCR Kit
necessitam de 5 minutos de tempo de ativagéo. O
tempo de ativagdo por predefinicdo é de 10 minutos.

11-12
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E|
A, 8 H @
Mew Open  Save As Help
The un will take approximately 104 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :
Click on a cycle below to modify it
Inssitafter |
Cyeling
HRM Insert before: I
Remove I
Hold Temperature - 595 | geq
Hold Tirne - 2 |mins 0 |secs
ak.
6. Modifique a ciclagem para adequagdo ao amplicon.
B|
A VI | @
New Cpen  Save As | Help

The run will take approximately 104 minute(z] to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to madify it

Hold Insert after I
HRM Irsert befare... I

Remove I
Thiz cycle repeats il timelz].

Click on one of the steps below to modify it, or press + of - to add and remaeve steps for this cycle

Timed Sh hd o
= J 95 deq. for B secs _I _I

60 deg.

10 seconds

Acquiring to Cycling A

on Green

T B0 deg. for 10 secs
ong Range
[~ Touchdown
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7. Certifique-se de que os dados de fluorescéncia sdo
adquiridos. Adquira dados para o canal verde no final
da etapa de hibridizagdo.

Acquisition

Same a3 Previous I [Mew Acquigition] j

—eguizition Configuration :
Awailable Channels : Acquiing Channels :

M arme | u I arne:
Crimzon _l

HFRM LI

Orange

Red «

Yellow

To acquire from a channel, select it from the list in the left and click . To stop acquiring from a
channel, select it in the right-hand list and click. <. To remove all acquisitions, click <<.

Dye Chart »> | ok I Dan't Acquire Help

Dye Channel Selection Chart

470nm | 510nm FAM, SybrGreen’, alexad8s

JOE. CalGold, CalOrange', TET. “fakima Yellow, WIC
HHER, alerma53z2

Orange | 585nm | 510nm RO, Redmond Red', alexa568
E25nm | BEOnm Cyh, Quasarb70, LCRedsa0s
ER0nm | F10hp Quasarf05Y, LCRed705, alexaba0
460nm | 510nm LCGreer-

Vellow 530nm | 555nm

8. Defina as condicdes de execugdo de HRM. Modifique
as condigdes para adequagdo ao amplicon. Para o
primeiro conjunto de experiéncias permita um dominio
de fuséo amplo. Utilize o T, como uma orientagé@o para
um intervalo adequado. Quando tiver determinado
onde ird ocorrer a fusdo do produto, reduza o dominio
da fuséo para ndo mais do que 10 °C. Certifique-se de
que o inicio da fusé@o ocorre 5 °C antes da primeira
transicdo de fusdo. A rampa predefinida esté definida
para 0,1 °C com uma pausa de 2 segundos em cada
etapa. A transicdo da rampa minima é de 0,05 °C com
um segundo de pausa em cada etapa. Os dados séo
automaticamente adquiridos para o canal de HRM.

E efetuada a otimizagdo do ganho automética por
predefinicdo. O software ird procurar a definicéo do
ganho ideal para que o valor de fluorescéncia mais
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elevado comunicado néo seja superior a 70 unidades
numa escala de 100. Tenha em atencdo que isto pode
ser aumentado até um mdaximo de 100.

|
.8 H | e

MNew Open  Save As Help

The n will take approzimately 104 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

A"

Click on a cycle below to modify it

Hold Inzert after... I
Cyclir
Irisert befare... I
Remove I
Rampfiom [70  ~degisesto [33 ] degiees.
Rising by lrj degreefs) each step,
W ait For lﬁﬂ— seconds of pre-melt conditioning on first step,
“Wwhait for 2 j seconds for each step afterwards.
Anuire to HE & an HRM

Gain Optimization
[ Dptimize gain before melt on all tubes.

The gain giving the: highest Auorescence less than |70 ﬂ
will be selected

9. Opcional: Defina a ofimizagdo do ganho automética. Isto
é aplicével apenas & etapa de amplificacdo em tempo
real e estd definida para o canal verde. Clique no botéo
"Optimize Acquiring" (Otimizar aquisi¢éo) (para otimizar
apenas os canais utilizados por uma execugdo). A
ofimizagdo é efetuada de melhor forma mesmo antes da
primeira etapa de aquisi¢do, logo marque a caixa de
verificagd@o "Perform Optimization Before First Acquisition"
(Efetuar otimizacdo antes da primeira aquisicéo). O
intervalo recomendado para a fluorescéncia de fundo
para corantes intercalados é entre 1 e 3 unidades de
fluorescéncia. Para alterar esta definicéo, clique no nome
do canal para o selecionar na lista e, em seguida, clique
no botdo "Edit" (Editar).
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Auto-Gain Optimisation Setup 5'

— D ptimization ;

oy Ato-Gain Optimization will read the fAucresence on the inzerted sample at

P“q\ different gain levels until it findz one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the

chemistry you are performing.
Set temperature to |50 j deqgrees.

Optimise Al I Optimize Acquinng |

¥ Peiform Optimisation Before 15t Acquisition
[~ Perform Optimisation &t 60 Degrees At Beginning OF Fun

— Channel Settings :

| | Add.. |

Mame I Tube Position I tin Reading I Max Reading I tdin G ain I b ax Gain Edit... |

Green 1 1FI 3Fl -10 10 [ |
Remaove 4]l |

Start I fanual.. I Cloze I Help |

10. Inicie a execugdo clicando em "Start Run" (Iniciar execugdo)
e guarde o ficheiro de execugdo no seu computador.

New Run Wizard rz|
Summary :
Setting | alue |
Green Gain 7
Ratar 72-wfell Raotar
Sample Layaut 1.2.3
Reaction Yolume (in microliters] 25

Start Run

Once pou've confirned that your run setiings are comect, click Start Run to Save Template
begin the run. Click Save Template to zave settings for future runs.

<< Back
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11. Edite os nomes das amostras (opcional). Os nomes das
amostras podem ser editados durante ou apés uma

execugdo.
ensmies =
File Edit Format Security
Standard | Rotor Style I
Settings :
lrﬁiven Conc. Format ; I j Unit Icopiesf’ul j More Options |
—Samples :
RE IR
C I |MName | Type |Groups | Given Cone. |Selected | 2|
1Ewild bype 1 : Unknavin Mo
B 2 vidbpe Unknown Mo
B 2 widipe Unknown Mo
B 4 outation Unknown Mo
- 5 mutation 1 Unknowe Mo
- B mutation 1 Unknowe Mo
¥ heterozygote 1 Unknown Mo
8 heterozygote 1 Unknown Mo
3 heterozygote 1 Unknown Mo
10 Unknown Mo
1 Unknown Mo
12 Unknowin Mo LI
Page
’7Nam9' IPage1 _ﬂ;l Mew | Delete [ Spnchronize pages ‘
Undo I OK | Cancel | Help |
7 1° .
11.8 Andlise de dados de real-time PCR

Analisar os dados de real-time PCR antes da anélise dos dados
de HRM é vantajoso. Os dados de real-time PCR podem
destacar os ensaios com pior desempenho. Identificar estes
valores atipicos e filird-los para a andlise de HRM posterior iré
melhorar bastante a eficdcia geral da andlise de HRM, visto
gue analisar produtos de PCR de baixa qualidade iré originar
maus resultados de HRM. Recomendamos que analise dados
quantitativos de real-time PCR da seguinte forma.

1. Analise os dados de tempo real utilizando a opgao
"Quantitation" (Quantificacdo) na janela "Analysis"
(Andlise). Se algum dos valores de Cr for 30 ou superior,
considera-se que as reacdes correspondentes
amplificaram demasiado tarde. Estas amostras devem
ser analisadas como hipéteses ou removidas da andlise
como sendo um valor atipico. A amplificagéo tardia
normalmente deve-se a uma quantidade demasiado
pequena do modelo inicial e/ou a elevados niveis de
degradacdo da amostra.
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2. Avalie o nivel de fluorescéncia do ponto final. Se a
fluorescéncia do ponto final em qualquer um dos
gréficos de amplificacdo for baixa comparativamente a
maioria dos grdéficos no conjunto de dados, omita essas
amostras da andlise mesmo que o seu valor de Cr seja
inferior a 30. A fluorescéncia baixa do ponto final pode
indicar uma quantidade incorreta de corante, niveis
incorretos de componentes da reacdo (por ex., primers)

ou a acdo de inibidores.

3. Utilize a opgdo "Comparative Quantitation" (Quantificagéo
comparativa) a partir da janela "Analysis" (Andlise) para
obter a eficécia da reacdo de cada amostra. Se a eficacia
ndo for semelhante a outras reacdes na experiéncia ou se
for inferior a aproximadamente 1,4, omita a reagéo como

um valor atipico.

Comparative Quantitation Analysis - Cycling A.Green (Page 1)

FNE

Reports... Resuks

=10/ x|

ﬂ 10 15 35 40
Adjust Scale Auto-Scale Default Scale ‘

i Comp. Quant Results - Cycling A.Green (Page 1) 1ol x|

No._[Name Take Off | Amplfication | Comparative Conc. | Rep. Takeolf | Rep. Takeoff (36% C) [ Rep. Amp. | Rep. Amp. (35% C1) | Rep. Conc |Rep.C

1 muation 1 1.2 1.66 1.00E+00 1.2 166 1.00E+00 Calbra

2 mutation 2 1.4 165 204E-01 1.4 165 S.04E-M

3 mutation 3 1.4 164 204E-01 1.4 164 S.04E-0

4 widype 1 14 166 701E-01 1.3 166 701IEM

5 widlype2 148 1.66 7.36E-01 1.8 166 7.38E-01

6 widtyped 14 166 7OED1 1.4 166 701EM

7 heterozpgote 1 1.4 167 9.04E-01 1.4 167 904601

8 heterzygote 2 15 166 259E-01 15 166 8.59E-01

9 heterozygote 3 13 167 S51E01 1.3 167 S.51E-01

! s

Resultados de quantificacdo comparativa. A eficécia da reagéo é
apresentada na coluna "Amplification" (Amplificacdo) como um

resultado maéximo de 2 (2 = 100% de efic4cial).
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Nota: Se suspeitar da presenca de dimeros de primers
ou produtos ndo especificos, avalie as reacoes
elaborando um grdéfico de derivadas através da opcdo
"Melt" (Fusao) na janela "Analysis" (Anélise). Certifique-se
de que existe um pico Unico, indicativo de um Unico
produto. Se possivel, administre um gel para verificar se
existe um produto de amplificagdo Unico. Se existir mais
do que um produto, a reagéo deve ser repetida ou
novamente otimizada.

11.9 Andlise de dados de HRM

A andlise de HRM possibilita a determinagéo visual ou
automdtica de genétipos. Os resultados podem ser
visualizados como um gréfico de fusGo normalizado ou um
grdfico de diferengas. As curvas normalizadas fornecem a
representagdo bdsica dos diferentes genétipos com base na
variagdo da curva (para homozigotos) e alteragéo na forma
da curva (para heterozigotos).

Os grdéficos de diferengas sdo uma ajuda para a
interpretagdo visual. Tragam a diferenga na fluorescéncia de
uma amostra para um controlo selecionado em cada
transicdo de temperatura. Os gréficos de diferencas
fornecem uma visdo alternativa das diferencas entre as
transicdes das curvas de fuséo.

Nota: A primeira andlise derivativa da curva de fuséo (tal
como utilizada pela opgdo "Melt" [Fusé@o] na janela "Analysis"
[Andlise]) é considerada inadequada para a andlise de
HRM. Isto porque qualquer derivacéo dos dados adiciona
ruido artificial e torna a interpretagéo dos dados mais dificil.

Os passos seguintes descrevem a andlise dos resultados de
HRM utilizando o software Rotor-Gene Q.

1. Selecione a op¢do "HRM" a partir da janela "Analysis"
(Andlise).
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Analysis g
25td Curves (Fel) | Other |

Cluantitation kA elt

" HRM AHRM [Page 1]

Show | Hide |

2. Séo apresentadas janelas que mostram os dados ndo
processados, o gréfico normalizado e os resultados. A
janela dos dados né&o processados permite o ajuste das
regides de normalizacdo. A normalizago permite que
todas as curvas sejam comparadas com o mesmo nivel de
sinal de fluorescéncia inicial e final para ajudar na
interpretag@o e andlise. Sdo fornecidos dois cursores por
regido, predefinidos para os finais da curva. Os pontos dos
dados dentro das regides sdo utilizados para normalizar a
fluorescéncia (apenas o eixo y) para o inicio (Regido 1) e o
fim (Regido 2) do gréfico de fusdo. Os dados fora das
regides definidas sdo ignorados. Ajuste as regiées para
abrangerem dados representativos da linha de base para
as fases de pré-fus@o e pés-fusd@o. Alargar as regides
(clicando e arrastando) permite que o software se ajuste ao
declive da linha de base. Para se certificar de que as curvas
foram normalizadas eficazmente, evite alargar as regides
de normalizacéo para a fase de fuséo.
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Nota: Recomendamos que os cursores apenas sejam
movidos se desejar evitar dreas da curva de fusdo.
Movimentar os cursores em direc@o &s transi¢cdes da
fase de fusdo pode influenciar os graficos de subtracao
e as percentagens de confianca.

3. Ajanela "Normalised Graph" (Gréfico normalizado)
apresenta as curvas de fusdo normalizadas. As amostras
também podem ser visualizadas como um gréfico de
diferencas em relagéo a um dos controlos.
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4. Clique no botdao "Genotypes..." (Gendtipos...) para
definir os genétipos. Introduza o nome de cada
categoria de genétipos e selecione uma amostra
representativa para cada uma a partir da lista de

amostras.
=lofx|
Genotype Contral -
mutation 158
wild type 2m
heterozygote 197

Clear il I Cancel I
I Select a Control X

Please select the control that is reprezentative of this
genatype.

Currently Selected : 198

21157
[3] negl
[41156

[5)195
[E] neg2
[7) 202
81201 .
a1 00
< | »
Select Select Mone Cancel I
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5. Visualize o gréfico de diferencas selecionando o
separador "Difference Graph" (Gréfico de diferencas).
Em seguida, selecione o gendtipo com o qual pretende
comparar todas as outras amostras utilizando o menu
pendente na parte superior da janela. No exemplo
apresentado, todas as amostras sdo tracadas subtraidas
de um gréfico de médias de todas as amostras
etiquetadas como "Mutation 1" (Mutagéo 1).

JI .01 Gene @ Series Soltware - high resolution melt dema - [181 Normalised Graph - ek A{from 02) Farkied (Page 1] alaix
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6.

Os gendtipos serdo automaticamente designados pelo
software na janela "Results" (Resultados). E fornecido um
valor de confianca como uma verificagdo de integridade
dos resultados designados automaticamente. O valor de
limiar, acima do qual sdo feitas as designacdes
automdticas, pode ser editado. As amostras que estdo
abaixo do limiar definido serdo marcadas como uma
variag@o para serem investigadas mais
aprofundadamente ou para voltarem a ser testadas.

Confidence %

100.00
100.00
96.72
97.58
a7.80
100.00
99.86
9891
96.23
99.23
97.59

3 Genatype
mutation

2 187 heterozygote
+ W% mutation
5 195 heterozygote
7 . 202 heterozypgote
g 201 wild type
K wild type
10 . 199 heterozygote
12 . 190 heterozygote
13 187 wild type
15 183 wild type
- s .

=101 |

MNormmalisation Regions
Leading Range
=
Start; 824 =i

End. [B20 =
Trailing Range
Stat:[333 =]

End: 337 =]

Confidence Percentage
Thieshold [30 =]
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12

12.1

12.2

Resoluc¢do de problemas

Arquivos de registo

O software mantém um registo ndo modificado de cada
execucdo, juntamente com informagdes de diagndstico, no
seu repositério dos arquivos de registo. Ao utilizar a opcdo
de Ajuda, enviar e-mail de assisténcia, pode enviar um e-
mail juntamente com todas as informagdes de diagndstico
necessdrias para o Servico de Assisténcia da QIAGEN
(consulte a seccdo 7.12.1).

Para poupar espago do disco, apenas sdo armazenados
arquivos de registo das 60 execu¢des mais recentes. Os
arquivos de registo de execucdo mais antigos serdo
substituidos & medida que sdo criados novos.

Resolucdo de problemas HRM

Comentdrios e sugestoes

Nao é possivel executar HRM

O modelo de Rotor- Contacte o representante local da QIAGEN.
Gene Q MDx néo estd
equipado com HRM

Néo foram obtidos dados de HRM

Configuracéo incorreta  Verifique as definicdes de filtro.

Verifique se o tipo de rotor estd correto.

Verifique se foram utilizados os reagentes
corretos.

Verifique se a reacdo foi configurada
corretamente.

Execute uma experiéncia de controlo positivo (isto
é, um ensaio que se sabe que fornece
resultados).
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Comentdrios e sugestoes

Os grdficos parecem recortados

Amplificacéo fraca ou  Verifique se foram utilizados os reagentes e
inexistente protocolos corretos. Recomendamos os kits da
QIAGEN para a andlise de HRM.

Verifique se a reagdo foi configurada
corretamente.

Verifique as condigdes de ciclagem.

Verifique a qualidade inicial e a quantidade do
modelo. Recomendamos os kits da QIAGEN para
a preparagdo da amostra.

Os grdficos de fuséo ou de amplificagéo estéo saturados

Definicdo dos ganhos  Utilize a otimizagé@o do ganho automdtica
muito elevada (consulte a pdgina 6-23).

As percentagens de confianca foram alteradas

As regides de Apenas mova regides de normalizagéo se for
normalizagé@o foram necessdrio evitar partes da curva de fuséo.
movidas ao clicar e

arrastar

Estdo presentes valores atipicos nos dados

Configuracéo da Verifique se foram utilizados os reagentes
reagdo inconsistente corretos.

- Verifique se os tubos utilizados est@o uniformes.
Inibidores presentes na

amostra Verifique se foi utilizada a mesma mistura

Modelo degradado ou principal para todas as amostras.

em pequena Verifique a qualidade inicial e a quantidade do
quantidade modelo.

12-2 Manual do utilizador do Rotor-Gene Q MDx 10/2018



Resolucéo de problemas

12.3 Erros gerais do instrumento

Mensagem de erro

Comentdrios e sugestoes

Can't open the serial
port <COMPORT>
(Néo é possivel abrir
a porta de série
<COMPORT>)

Chamber lid open
(Tampa da camara
aberta)

Could not continue run;
the chamber lid was
opened during a run.
Please reset the machine,
and restart the software.
(Nao foi possivel
continuar a execucdo; a
tampa da cdmara foi
aberta durante a
execugdo. Reponha a
mdquina e reinicie o

software.)

Este erro ocorre no arranque do software caso o
software néo consiga comunicar com o
instrumento através da porta COM configurada.
Normalmente isto é provocado por cabos
defeituosos, cabos soltos, portas de série
defeituosas, portas USB defeituosas, um
problema com a unidade USB ou um problema
com o controlador do conversor USB para série.

Torne a ligar ou substitua o cabo. Reinstale os
controladores adequados. Inicie o software no
"Virtual Mode" (Modo virtual) e selecione o botdo
"Setup/Auto-Detect" (Configuragdo/Autodetecdo)
a partir do menu "File" (Ficheiro) para repor a
porta COM configurada.

Este erro ocorre quando o software deteta que a
tampa esté aberta a meio de uma execugéo.

Reponha a mdquina e reinicie o software.
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Mensagem de erro

Comentdrios e sugestoes

Chamber lid open
(Tampa da camara
aberta)

The instrument
chamber lid is open.
Please close the lid and
then click Continue.

(A tampa da cémara
do instrumento estd
aberta. Feche a tampa
e, em seguida, clique
em Continuar.)

Communication
corrupted
(Comunicacgéo
corrompidal)

Este erro ocorre quando o utilizador tenta iniciar
uma execugdo enquanto a tampa do instrumento
estd aberta.

Feche a tampa da cdmara do instrumento e, em
seguida, cliqgue em "Continue" (Continuar).

Este erro ocorre quando os dados recebidos do
instrumento ndo correspondem ao padrdo
esperado.

Sdo necessdrias mais investigagdes por parte de
um especialista da assisténcia local da QIAGEN
para diagnosticar o problema do instrumento.

Contacte o seu distribuidor ou os Servicos de
Assisténcia da QIAGEN.
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Mensagem de erro

Comentdrios e sugestoes

Communication out
of sequence
(Comunicacgao fora
da sequéncia)

Instrument has received
data from the machine
that is out of sequence.
(O instrumento recebeu
dados da méquina que
estdo fora da sequéncia.)

Communication
protocol error

(Erro de protocolo de
comunicagdo)

A communication
protocol error occurred
with this run. (Ocorreu
um erro de protocolo
de comunicacdo nesta
execucdo.)

Detector motor jam,
stopped machine
(O motor do detetor
encravou e parou a
mdquina)

Este erro ocorre quando os dados recebidos do
instrumento néo se encontram na ordem correta.

Séo necessérias mais investigacdes por parte de
um especialista da assisténcia local da QIAGEN
para diagnosticar o problema do instrumento.

Contacte o seu distribuidor ou os Servicos de
Assisténcia da QIAGEN.

Este erro ocorre quando o protocolo de
comunicagdo configurado no firmware néo é o
mesmo que o protocolo esperado.

Sdo necessdrias mais investigagdes por parte de
um especialista da assisténcia local da QIAGEN
para diagnosticar o problema do protocolo de
comunicacdo do instrumento.

Este erro pode ocorrer quando o Rotor-

Gene Q MDx é iniciado imediatamente apds a
entrega em climas frios.

Neste caso, deixe o instrumento aclimatizar-se &
temperatura ambiente pelo menos durante uma
hora antes de o ligar.

Se o erro persistir, contacte o seu distribuidor ou
os Servigos de Assisténcia da QIAGEN.
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Mensagem de erro Comentdrios e sugestoes

Fatal hardware Este erro ocorre quando o software tiver detetado
malfunction uma avaria fatal do hardware e ativado um
(Avaria fatal do procedimento de prote¢do de seguranca para
hardware) desligar a méquina.

The instrument detected Desligue imediatamente o instrumento e contacte
that there was a fatal o seu distribuidor ou os Servigos de Assisténcia da
hardware malfunction.  QIAGEN.

Do not attempt to re-

use the machine until

the machine has been

serviced by your

distributor.

(O instrumento detetou

gue ocorreu uma

avaria fatal do

hardware. Néo tente

utilizar novamente a

mdéquina até obter

assisténcia por parte

do seu distribuidor.)
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Mensagem de erro

Comentdrios e sugestoes

Machine error
(Erro da mdaquina)

This run was stopped
as machine errors
occurred that could not
be recovered from.
Please contact your
distributor if this occurs
again, attaching a
support archive file.
(Esta execugdo foi
interrompida, pois
ocorreram erros dos
quais ndo foi possivel
recuperar. Entre em
confacto com o seu
distribuidor se isto
ocorrer novamente,
anexando um ficheiro
de arquivo de apoio.)

Este erro ocorre quando o software deteta erros
na mdquina, dos quais néo foi possivel
recuperar. O software parou a execugdo.

Tente outra execug@o. Se o problema persistir,
contacte o seu distribuidor ou os Servicos de
Assisténcia da QIAGEN e anexe um ficheiro de
arquivo de apoio.
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Mensagem de erro Comentdrios e sugestoes

Machine unplugged Este erro ocorre se o instrumento nGo comunicar
(Fonte de alimentagéio com o software apés um intervalo de tempo de
da mdaquina desligada) espera definido. E frequentemente causado por
uma falha no instrumento ou devido a atividade
excessiva por parte do PC, o que provoca a
perda de um pacote.

The instrument is not
responding and failed
with the message
<ERROR MESSAGE >. As causas comuns relacionadas com o software
This is an unrecoverable  incluem tarefas exigentes para o processador,
failure, please resetthe  como protecdo residente de antivirus ou andélises
instrument and restart agendadas do antivirus, placas sem fios ou

the software. placas de infravermelhos.

(O instrumento néio estd
a responder e falhou
com a mensagem
<MENSAGEM DE Reponha o instrumento e reinicie o software.
ERRO>. Trata-se de
uma falha irrecuperdvel;
reponha o instrumento e
reinicie o software.)

Desative ou desinstale o software/tarefa exigente
para o processador.

Contacte o seu distribuidor ou os Servicos de
Assisténcia da QIAGEN caso o problema persista.
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Mensagem de erro

Comentdrios e sugestoes

Machine unplugged
(Fonte de alimentagao
da mdaquina desligada)

The instrument is not
connected to your
computer on <PORT
NAME>. Reconnect the
serial cable to the back
of the computer and
then click Continue.

(O instrumento néo
estd ligado ao seu
computador em
<NOME DA PORTA>.
Volte a ligar o cabo de
série & parte traseira
do computador e, em
seguida, clique em
Continuar.)

Obiject variable or
with block variable
not set

(Variavel de objeto
ou com varidvel de
bloco nao definida)

Este erro ocorre quando a comunicacgo USB ou
de série para o instrumento é perdida.

Volte a ligar o cabo de série ou USB & parte
traseira do computador e, em seguida, clique no
botdo "Continue" (Continuar).

Este erro ocorre no arranque do software se o
ficheiro do modelo da experiéncia predefinido
tiver sido corrompido. Isto pode acontecer se o
software/computador for encerrado sem fechar
tudo corretamente, por exemplo, quando ocorre
uma falha de energia.

Elimine o ficheiro C:\Program Files\Rotor-
Gene Q Software\Templates\normal.ret ¢, em
seguida, reinicie o software.
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Mensagem de erro Comentdrios e sugestoes

Rotor speed failure Este erro ocorre quando o software tiver tentado
(Falha na velocidade  definir a velocidade do rotor e falhado a

do rotor) definicdo da velocidade-alvo dentro de um

Time out while sefting periodo de tempo limite.

the rotor speed. Sao necessérias mais investigacdes por parte de
(Tempo limite excedido ~ um especialista da assisténcia local da QIAGEN
para definir a velocidade para diagnosticar o problema do instrumento.

do rofor.) Contacte o seu distribuidor ou os Servicos de

Assisténcia da QIAGEN.

Serial port in use Este erro ocorre quando o software tenta ligar-se

(Porta de série em & mdquina na porta COM configurada quando a
utilizagdo) porta estd a ser utilizada por outro software.

The serial port is currently Feche quaisquer aplicacdes, como comunicagdes

being used by another ou software de sincronizagéo e, em seguida, tente
application. Close any novamente.

applications such as
communications or
synchronization software
and then retry.

(A porta de série esté a
ser atualmente utilizada
por outra aplicacdo.
Feche quaisquer
aplicagdes, como
comunicagdes ou
software de sincronizacdo
e, em seguida, tente
novamente.)
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Mensagem de erro

Comentdrios e sugestoes

Shutdown timeout
(Tempo limite para
encerramento)

The instrument has
exceeded the expected
time to shutdown. Please
reset the machine, and
reset the software.

(O instrumento excedeu
o tempo esperado para
encerrar. Reponha a
mdquina e reinicie o

software.)

Temperature
protection activated
(Protecdo da
temperatura ativada)

The instrument detfected
that the chamber
temperature increased
above a safe level. It has
therefore entered a self-
protection mode. Please
turn off the instrument
and contact your
distributor if the problem
persists. (O instrumento
detfetou que a
temperatura da cémara
aumentou acima do
nivel seguro. Por este
motivo, entrou em modo
de autoprotecdo.
Desligue o instrumento e
contfacte o seu
distribuidor caso o
problema persista.)

Este erro ocorre quando o software emite o
comando de encerramento para o instrumento e
a mdquina continua a enviar dados apds o
periodo de tempo de toleréncia esperado.

Reponha a mdquina e reinicie o software.

Este erro ocorre quando o software deteta que a
temperatura da cdmara aumentou acima do nivel
seguro e, por este motivo, ativa um procedimento
de protecdo de seguranca.

Desligue imediatamente o instrumento e contacte

o seu distribuidor ou os Servigos de Assisténcia da
QIAGEN.
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Mensagem de erro

Comentdrios e sugestoes

Thermistor is open
(O termistor esta
aberto)

The instrument detected
that the thermistor is
open, and so fo
prevent damage to the
machine, it has been
turned off. Please
contact your distributor
if this occurs again.

(O instrumento detetou
que o termistor estd
aberto, por isso, para
prevenir a ocorréncia
de danos na méquing,
foi desligado. Entre em
confacto com o seu
distribuidor se isto
ocorrer de novo.)

Este erro ocorre quando o software deteta que o
termistor estd aberto e, por isso, ndo é capaz de
ler a temperatura; o software, em seguida, ativa
um procedimento de prote¢do de seguranca para
desligar a méquina.

Desligue imediatamente o instrumento e contacte

o seu distribuidor ou os Servicos de Assisténcia da
QIAGEN.
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Mensagem de erro

Comentdrios e sugestoes

Unrecoverable errors
occurred

(Ocorréncia de erros
irrecuperdveis)

This run was stopped
as machine errors
occurred that could not
be recovered from.
Please contact your
distributor if this occurs
again, attaching a
support archive file.
(Esta execugdo foi
interrompida, pois
ocorreram erros dos
quais ndo foi possivel
recuperar. Entre em
confacto com o seu
distribuidor se isto
ocorrer novamente,
anexando um ficheiro
de arquivo de apoio.)

Este erro ocorre a meio de uma execugéo, apds o
software fer feito todas as tentativas possiveis
para recuperar e ter falhado.

Séo necessérias mais investigacdes por parte de
um especialista da assisténcia local da QIAGEN
para diagnosticar o problema do instrumento.

Contacte o seu distribuidor ou os Servicos de
Assisténcia da QIAGEN.
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12.4 Mensagens do software Rotor-Gene Q

De seguida encontra-se uma lista de utilizagdo, aviso e outras mensagens
que podem ser apresentadas no software Rotor-Gene durante o
funcionamento do software e hardware. Qualquer parte da mensagem que é
varidvel, por exemplo, as descrigdes de erros de caracteristicas, é dada entre
paréntesis (por ex. <ERROR DESCRIPTION> [DESCRICAO DO ERRO)]).

Texto da mensagem

Mensagens gerais

1 A raw channel already exists for this page. If you would like to
recreate this page, you must first delete the raw channel via the
Options button and then try again.

(J& existe um canal ndo processado para esta pdgina. Se pretender
recriar esta pdgina, primeiro necessita de eliminar o canal néo
processado através do botdo Opgdes e, em seguida, tente
novamente.)

2 A serious problem has occurred which requires shutting down the
software. After you click OK, your current work will be saved, and the
machine will be turned off, if possible. If this problem persists, please
contact your distributor.

(Ocorreu um problema sério que requer que o software seja
encerrado. Depois de clicar em OK, o seu trabalho seré guardado e
a mdquina ird desligar-se, se possivel. Se este problema persistir,
entre em contacto com o seu distribuidor.)

3 Cannot delete this page. There must always be at least one sample
page. ]
(N@o é possivel eliminar esta pdgina. E necessdrio haver sempre
pelo menos uma pdgina de amostras.)

4 Can't connect to instrument on serial port <COMPORT>. Check the
machine is correctly plugged into the back of the computer, then
retry
(Néo é possivel ligar ao instrumento através da porta de série
<COMPORT>. Verifique se a mdquina estd corretamente ligada &
parte traseira do computador e, em seguida, tente novamente)
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Texto da mensagem

10

11

Can't open the serial port <COMPORT> to connect to the
instrument. Check you do not have any communications software
open, then retry.

(Néo é possivel abrir a porta de série <COMPORT> para ligar ao
instrumento. Verifique se nGo tem nenhum software de
comunicacdes aberto e, em seguida, tente novamente.)

Could not save to run because some data on the form was invalid.
Please check your entries then try again.

(Né@o foi possivel guardar para executar pois alguns dados no
formuldrio sdo invélidos. Verifique as suas entradas e, em seguida,
tente novamente.)

Couldn't save file. Confirm the disk has enough space and that it is
free of errors.

(Nao foi possivel guardar o ficheiro. Confirme se o disco tem espago
suficiente e que estd livre de erros.)

E-mail application could not be started. Confirm that it has been
correctly installed on your computer.

(A aplicagdo de correio eletrénico ndo pode ser iniciada. Confirme
se foi instalada corretamente no seu computador.)

Encountered an error during run: <ERROR DESCRIPTION>. The run
will continue, and a message will be logged in the messages tab of
Run Info. )

(Foi encontrado um erro durante a execugdo: <DESCRICAO DO
ERRO>. A execugdo ird continuar e uma mensagem serd registada
no separador das mensagens de informagdes de execucdo.)

Instrument was not detected. Please ensure you have correctly
connected the instrument, and that the instrument is turned on.
(O instrumento ndo foi detetado. Certifique-se de que ligou
corretamente o instrumento e que este estd ativo.)

Logging is currently disabled due to a previous error. Archived logs
cannot be viewed until the software has been restarted.

(Infcio de sess@o atualmente desativado devido a um erro anterior.
Os registos arquivados ndo podem ser visualizados até que o
software tenha sido reiniciado.)
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Texto da mensagem

12

13

14

15

16

17

18

19

Not all samples could be normalised as the fluorescent level was too low.
(Nem todas as amostras puderam ser normalizadas visto que o nivel
de fluorescéncia estava demasiado baixo.)

Only runs performed with the same rotor as the current run may be
imported.

(Apenas podem ser importadas execucdes efetuadas com o mesmo
rotor da execugdo atual.)

Please note that log files for the current run will not be available until
it has completed.

(Tenha em atencdo que os ficheiros de registo para a execucé@o
atual néo estardo disponiveis até que esta esteja concluida.)

Please type valid number of times to repeat. It should be more than 0.
(Introduza um nimero vdlido de vezes para repetir. O nimero deve
ser superior a 0.)

Problem encountered while updating log data. Logging has been
disabled, but will be renabled on the next run.

(Foi encontrado um problema ao atualizar dados de registo. O
inicio de sessdo foi desativado mas serd novamente ativado na
préxima execucdo.)

Run file signing ensures the integrity of your run results. Information
about a run's signature can be found in the Run Info window.

(A assinatura do ficheiro de execucdo assegura a integridade dos
seus resultados de execucdo. As informagdes acerca da assinatura
de uma execucdo podem ser encontradas na janela Informagdes de
execugdo.)

Sample ID is locked. Cannot paste over locked samples.
(A ID da amostra estd bloqueada. Néo é possivel colar sobre
amostras bloqueadas.)

TeeChart Office has not been installed on this computer. Please re-
install the Rotor-Gene software.

(O TeeChart Office néo foi instalado neste computador. Instale
novamente o software Rotor-Gene Q.)
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Texto da mensagem

20 The COM port configured for the instrument is not selected. You
must select a COM port.
(A porta COM configurada para o instrumento néo estd
selecionada. Deve selecionar uma porta COM.)

21  The loaded run file contains a signature which does not match the
file contents. This means the file has either been corrupted, or
tampered with since it was written by the Rotor-Gene software.

O ficheiro de execugéo carregado contém uma assinatura que ndo
corresponde aos conteldos dos ficheiros. Isto significa que o ficheiro
foi corrompido ou adulterado, pois foi escrito pelo software
Rotor-Gene Q.)

22 The loaded run file has no signature. The contents of this file cannot
be guaranteed.
(O ficheiro de execugdo carregado néo tem assinatura. Os
contetdos deste ficheiro ndo podem ser garantidos.)

23  The Machine serial number is not valid. Serial numbers must be at
least 6 digits long.
(O nimero de série da mdquina néo é vdlido. Os nimeros de série
devem conter pelo menos 6 digitos.)

24 The machine will now be be cooled to <TEMPERATURE> degrees. The
chamber and surfaces will still be very hot when opening the machine.
Please exercise due caution and wear protective gloves if touching any
of the surfaces or tubes.

(A maquina seré agora arrefecida para <TEMPERATURA> graus. A
cémara e as superficies ainda estardo muito quentes quando abrir a
madquina. Tenha cuidado e utilize luvas de protecdo se tocar em
qualquer uma das superficies ou tubos.)

25  The regional settings for your computer are conflicting. Ensure your
currency and numeric decimal placeholders are matching.
(As definigdes regionais para o seu computador sdo contraditérias.
Certifique-se de que a sua moeda e os marcadores de posi¢éo
decimais numéricos sdo correspondentes.)
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Texto da mensagem

26

27

28

29

30

31

32

The serial number entered in the welcome screen <SERIAL NUMBER1 >
does not match the serial number stored in the attached machine
<SERIAL NUMBER2>. The computer's serial number has now been
updated to match the connected machine. )

(O nimero de série infroduzido no ecrd de boas-vindas <NUMERO DE
SERIE 1> né&o corresponde ao nimero de série armazenado na
maquina anexada <NUMERO DE SERIE 2>. O ndmero de série do
computador foi agora atualizado para corresponder & méquina
ligada.)

There was a problem communicating with the communication board.
You should reboot the computer and then retry.

(Houve um problema ao comunicar com o quadro de comunicagdo.
Deve reiniciar o computador e, em seguida, tentar novamente.)

There was a timeout attempting to talk to the instrument. Check it is
correctly plugged in.

(Havia um tempo limite a tentar comunicar com o instrumento.
Verifique se esté ligado corretamente & fonte de alimentagdo.)

This feature cannot be used in virtual mode.
(Esta funcionalidade ndo pode ser utilizada no modo virtual.)

This profile file was created in a more recent version of the Rotor-
Gene software. Certain aspects may not load correctly.

(Este ficheiro de perfil foi criado numa verséo mais recente do
software Rotor-Gene. Certos aspetos podem néo carregar
corretamente.)

This run file was created in a more recent version of the Rotor-Gene
software. Certain aspects of the run may not load correctly.

(Este ficheiro de execucdo foi criado numa versdo mais recente do
software Rotor-Gene. Certos aspetos da execucdo podem néo
carregar corretamente.)

This sample file was created in a more recent version of the Rotor-
Gene software. Certain aspects may not load correctly.

(Este ficheiro de amostras foi criado numa versdo mais recente do
software Rotor-Gene. Certos aspetos podem néo carregar
corretamente.)
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Texto da mensagem

33

34

35

36

37

38

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

(Este software iré efetuar uma simulacdo bésica de uma méquina
para efeitos de formagéo e demonstragdo. Pode desativar esta
definigdo no ecrd Configuragdo, acessivel a partir do menu
Ficheiros.)

This template was created in a more recent version of the Rotor-
Gene software. Certain aspects of the template may not load
correctly.

(Este modelo foi criado numa vers@o mais recente do software Rotor-
Gene. Certos aspetos do modelo podem néo carregar
corretamente.)

Unable to load this sample file as tube layouts do not match. Load
these samples before starting the run.

(Néo foi possivel carregar este ficheiro de amostras pois a
configuracéo dos tubos ndo corresponde. Carregue estas amostras
antes de iniciar a execugdo.)

Unable to open communications with the machine because another
application is already using <COMPORT>. Check you do not have
any applications running that use the same serial port, then retry.
(Nao foi possivel abrir comunicacées com a méquina pois outra
aplicacdo & estd a utilizar <COMPORT>. Verifique se ndo tem
aplicacdes em execucdo que utilizem a mesma porta de série e, em
seguida, tente novamente.)

Unrecoverable errors were encountered while attempting to load the
file. The file was not loaded.

(Foram encontrados erros irrecuperdveis ao tentar carregar o
ficheiro. O ficheiro néo foi carregado.)

You cannot stop the program while the run is in progress.
(NGo pode parar o programa enquanto estd a decorrer a execugdo.)
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Texto da mensagem

39  You have insufficient rights to use the software. Please contact the
domain administrator to set up groups.
(Néo tem direitos suficientes para utilizar o software. Contacte o
administrador do dominio para configurar grupos.)

40  You must have performed a quantitation analysis to export samples.
(Deve ter efetuado uma andlise de quantificagdo para exportar
amostras.)

41 You must select a COM port before continuing.
(Deve selecionar uma porta COM antes de prosseguir.)

42 Your run could not be saved fo its default location. On the following
window, select an alternative location to save your run.
(A sua execuc@o néo pode ser guardada na sua localizacgo
predefinida. Na janela seguinte, selecione uma localizacéo
alternativa para guardar a sua execucéo.)

43  Your settings have been saved. Click OK to close the software.
(As suas definicoes foram guardadas. Clique em OK para fechar o

software.)

44 You must select a rotor before continuing.
(Deve selecionar um rotfor antes de prosseguir.)

45 You cannot start the run until you tick the checkbox to confirm that
the locking ring has been attached.
(Nao pode iniciar a execugdo até marcar a caixa de verificagdo para
confirmar que o anel de bloqueio foi fixado.)

Mensagens de ajuste automdatico do ganho

46  Manual gain adjustment uses the channels you have defined in your
profile. As you have not defined any acquisition points in your
profile, you cannot perform manual gain adjustment.

(O ajuste manual do ganho utiliza os canais que definiu no seu
perfil. Como nao definiu qualquer ponto de aquisicdo no seu perfil,
ndo pode efetuar o ajuste manual do ganho.)
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Texto da mensagem

47  The temperature you entered was not saved because it was outside
the range of the machine. Enter a valid temperature.
(A temperatura que introduziu ndo foi guardada pois estava fora do
intervalo da mdquina. Introduza uma temperatura vélida.)

Mensagens do editor

48  Please enter a valid group code. Group codes must be a maximum
of 5 characters, and contain no spaces or commas.
(Introduza um cédigo de grupo vélido. Os cédigos de grupo devem
ter um méximo de 5 caracteres e ndo podem conter espagos ou
virgulas.)

49  Please enter a valid group name. Group names cannot contain
commas or be empty.
(Introduza um nome de grupo vdlido. Os nomes do grupo néo
podem conter virgulas ou estar vazios.)

Mensagens de calibracéo da desnaturagdo ética

50 Unable to set as optical denature point due to calibration failure.
Please enter a valid number of seconds to hold. It should be a
positive value.

(Nao foi possivel definir como ponto de desnaturagéo tica devido a
falha na calibragdo. Introduza um ndmero vélido de segundos para
suspender. Deve ser um valor positivo.)

51 A melt peak could not be detected during Optical Denature
Calibration. This may be because the incorrect tube was selected for
calibration, or that an inappropriate chemistry was used for this
sample. A timed step profile was run instead.

(Néo foi detetado um pico de fusGo durante a calibracéo de
desnaturacéo dtica. Isto pode ser devido ao facto de ter sido
selecionado o tubo incorreto para calibracéo ou de ter sido utilizado
um quimico incorreto para esta amostra. No seu lugar foi executado
um perfil de etapas agendadas.)
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Texto da mensagem
Mensagens da OTV

52  You must enter a valid OTV serial number to perform the run.
(Deve introduzir um nimero de série de OTV vélido para efetuar a
execugdo.)

53  This temperature verification file has been corrupted. Please uninstall
and re-install the Rotor-Gene software to correct this error.
(Este ficheiro de verificacdo de temperatura foi corrompido.
Desinstale e instale novamente o software Rotor-Gene para corrigir
este erro.)

54 This run file is not correctly signed. Results cannot be displayed.
(O ficheiro de execucdo ndo estd assinado corretamente. Os
resultados ndo podem ser apresentados.)

55  You cannot start until you tick the checkbox to confirm that the
fluorescent insert has been placed correctly.
(N&o pode iniciar a execucdo até marcar a caixa de verificacéo para
confirmar que o introdutor de fluorescéncia foi colocado
corretamente.)

56  This rotor has expired. Please contact your distributor to obtain a
replacement.
(Este rotor expirou. Entre em contacto com o seu distribuidor para
obter um substituto.)

Mensagens do menu de seguranca

57  Could not open the Windows user/group manager.
(Néo foi possivel abrir o utilizador/gestor do grupo do Windows.)

58  Could not create groups.
(Néo foi possivel criar grupos.)

59  Cannot modify access of inbuilt accounts.
(Néo foi possivel modificar o acesso &s contas incorporadas.)
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Texto da mensagem

60

61

62

63

64

65

Menu de andlise

You have only selected one channel for analysis. To select multiple
channels, drag a rectangle around the channels you wish to display
in the analysis selection window.

(Selecionou apenas um canal para andlise. Para selecionar vdrios
canais, desloque um reténgulo para circundar os canais que
pretende apresentar na janela de selecdo da andlise.)

You have selected multiple channels for analysis. This analysis
technique only allows single channels to be analysed.
(Selecionou vdrios canais para andlise. Esta técnica de andlise
apenas permite que sejom analisados canais Unicos.)

Mensagens de medi¢do da concentracao

Concentration Measurement performs auto-gain optimisation on the
first rotor position. Ensure you have your highest concentration
standard in the first rotor position.

(A medicéo da concentragéo efetua a otimizag@o automética do
ganho na primeira posi¢éo do rotor. Certifique-se de que tem o
padrdo de concentragdo mais elevado na primeira posigdo do rotor.)

Mensagens de andlise do ponto final

To use end-point analysis you must have positive and negative
controls in each channel. To define these controls click OK.

(Para utilizar a andlise do ponto final deve ter controlos positivos e
negativos em cada canal. Para definir estes controlos, cligue em OK.)

You have not defined any positive controls. You must define positive
controls for each channel you are analysing.

(Né@o definiu nenhum controlo positivo. Deve definir controlos
positivos para cada canal que estd a analisar.)

You have not defined any negative controls. You must define
negative controls for each channel you are analysing.

(Nao definiu nenhum controlo negativo. Deve definir controlos
negativos para cada canal que estd a analisar.)
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Texto da mensagem

66  You have not defined any NTC controls. You must define NTC
controls for each group.
(Néo definiu nenhum controlo NTC. Deve definir controlos NTC
para cada grupo.)

Mensagens de andlise de HRM

67  Genotype <GENOTYPE NAME> does not have a control defined.
(O gendtipo <NOME DO GENOTIPO> néo tem um controlo
definido.)

68 Duplicate genotype combinations are not allowed.
(Néo sé@o permitidas combinacées de gendtipos duplicadas.)

69  High resolution melts are not supported on this instrument. Please
contact your distributor for more information.
(Néo s@o suportadas fusdes de alta resolucdo neste instrumento.
Contacte o seu distribuidor para mais informacées.)

Mensagens de andlise de fusdo

70  The genotypes can not be defined until bins have been placed.
Please define all bins and then try again.
(Os gendtipos ndo podem ser definidos até que tenham sido
colocados os recipientes. Defina todos os recipientes e, em seguida,
tente novamente.)

71 You must enter an abbreviation for <GENOTYPE NAME> genotype.
(Deve introduzir uma abreviatura para o genétipo <NOME DO
GENOTIPO>.)
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Mensagens de andlise do grdéfico de dispersdo

72  Scatter plot analysis requires exactly 2 channels to be selected. To
select multiple channels, drag a rectangle around the channels you
wish to display in the analysis selection window, or click while
holding the SHIFT key on each channel.

(A andlise do gréfico de dispersdo requer que sejam selecionados
exatamente 2 canais. Para selecionar vdrios canais, arraste um
reténgulo junto aos canais que pretende apresentar na janela de
selecdo da andlise ou clique na tecla SHIFT, mantendo-a premida,
sobre cada canal.)

Mensagens de andlise de quantificagdo

73  The auto-find threshold feature requires that you have defined at
least 2 selected standards. To set this up, right-click on the sample
list and select “Edit Samples...”

(A funcionalidade de localizagé@o automdtica do limiar requer que
tenha definido pelo menos 2 padrées selecionados. Para configurar
isto, cligue com o botdo direito do rato na lista das amostras e
selecione " Editar amostras...")
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Esta pdgina foi intencionalmente deixada em branco
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13

Termo

Glossario

Descrigdio

Anel de
blogqueio

Aquisicéo

Bloco de
carregamento

Canal

CE-IVD

Ganho

Os anéis de bloqueio sdo anéis metdlicos que se ajustam ao
rotor para impedir que os tubos e as tampas se soltem
durante o funcionamento do Rotor-Gene Q MDx. As tampas
e tubos soltos podem causar danos no equipamento.

A aquisicdo é a recolha de dados de fluorescéncia. Cada
aquisi¢@o (conjunto de dados de fluorescéncia) de um canal
é apresentada no software como dados ndo analisados na
janela "Raw channel" (Canal ndo processado). Estes dados
podem ser analisados utilizando as opgdes no menu
"Analysis" (Andlise).

Os blocos de carregamento sdo blocos de aluminio
disponiveis em diferentes formatos, que sao utilizados para
conter os tubos ou Rotor-Discs durante a configuragéo da
reagdo. Os Rotor-Disc Loading Blocks também séo utilizados
com o Rotor-Disc Heat Sealer para selar a quente os
Rotor-Discs.

Um canal consiste num diodo emissor de luz (Light Emitting
Diode, LED) com um filtro de excitagdo emparelhado com
um filtro de emissdo. O LED e o filiro de excitaco excitam
as amostras, atribuindo-lhes um determinado comprimento
de onda. A fluorescéncia emitida pelas amostras atravessa o
filtro de emissdo, antes de ser detetada por um
fotomultiplicador.

Em conformidade com a Diretiva Europeia 98/79/CE para
dispositivos médicos de diagndstico in vitro.

O Rotor-Gene Q MDx utiliza um fotomultiplicador para
recolher fotdes de fluorescéncia e converté-los em sinais
eletrénicos. O ganho é uma definicdo que determina a
sensibilidade do fotomultiplicador. Se o ganho estiver
definido com um valor demasiado elevado, o sinal fica
sobressaturado. Se o ganho estiver definido com um valor
demasiado baixo, nédo é possivel diferenciar o sinal do ruido

de fundo.
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Termo

Descrigdio

Otimizacdo
do ganho

Recipientes

Rotor

Rotor-Disc

A otimizacdo do ganho é um processo que ajusta a
definigdo do ganho de forma dinédmica, permitindo que seja
selecionada uma definicdo adequada, o que resulta na
detecdo 6tima do sinal.

Numa andélise de fusdo, os recipientes sdo determinados
para definir uma regido na qual se espera que o pico de
fusd@o ocorra. Os gendtipos podem ser definidos com base
na presenca de picos em certos recipientes ou combinagdes
de recipientes.

O rotor de metal contém os tubos ou Rotor-Discs no
Rotor-Gene Q MDx. Permite que as amostras girem na
cdmara do instrumento e assegura que as amostras sdo
alinhadas corretamente com o sistema ético. O rotor é
fixado por um anel de bloqueio.

Os Rotor-Discs sé@o placas circulares de pogos de reacdo
orientados verticalmente. Estdo disponiveis formatos de
Rotor-Discs de 72 e 100 reacdes. Os Rotor-Discs sGo
selados utilizando Rotor-Disc Heat Sealing Film e o
Rotor-Disc Heat Sealer.
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Dados técnicos

A QIAGEN reserva-se o direito de alterar as especificacdes
em qualquer altura.

Condi¢oes ambientais

Condicoes de funcionamento
Poténcia 100-240 V CA, 50-60 Hz, 520 VA (pico)
Consumo de energia 60 VA (em suspensdo)

As flutuacées de tensdo da rede de alimentagéo
elétrica ndo devem ultrapassar 10% das tensdes de
alimentagdo nominais.

Fusiveis Fusivel F5A 250V
Dissipacdo de calor/  Média: 0,183 kW (632 BTU/hora)
carga fermica Pico: 0,458 kW (1578 BTU/hora)

Categoria de I
sobretensdo

Temperatura do ar 18 a 30 °C
Humidade relativa 10-75% (sem condensagdo)
Altitude Até 2000 m
Local de funcionamento Apenas para utilizagdo em interiores
Nivel de poluicdo 2
Classe ambiental 3K2 (IEC 60721-3-3)
3M2 (IEC 60721-3-3)
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Condic¢oes de transporte

Temperatura do ar -25 °C a 60 °C na embalagem do fabricante
Humidade relativa Max. 75% (sem condensacdo)
Classe ambiental 2K2 (IEC 60721-3-2)

Condicoes de armazenamento

Temperatura do ar 15 °C a 30 °C na embalagem do fabricante
Humidade relativa Méx. 75% (sem condensagdo)
Classe ambiental 1K2 (IEC 60721-3-1)

Dados mecdanicos e caracteristicas do hardware

Dimensoes Largura: 370 mm
Altura: 286 mm
Profundidade (sem os cabos): 420 mm
Profundidade (porta aberta): 538 mm
Peso 12,5 kg configuracdo padréo

Capacidade Até 100 amostras por execugdo utilizando um
Rotor-Disc 100

Software Software Rotor-Gene Q (verséo 2.3.4) ou superior
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Especificacoes térmicas

Descrigéio

Especificacao

Intervalo
de temperatura

Exatiddo
da temperatura
Resolugdo

da temperatura

Uniformidade
da temperatura

Especificacoes oticas

Descrigéio

35°Ca99°C
(50 °C a 99 °C para aplicagdes de ciclagem)
+0,5°C

(calibrada utilizando o procedimento de OTV
do Rotor-Disc)

+0,02 °C
(menor incremento programével)

+0,02 °C

Especificacao

Fontes de excitagdo
Detetor

Tempo de aquisicdo

Diodos emissores de luz de energia elevada
Fotomultiplicador

4s
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Declaracdo FCC

A "United States Federal Communications Commission"
(USFCC) (em 47 CRF 15. 105) declarou que os utilizadores
deste produto devem ser informados dos factos e das
circunsténcias seguintes.

"Este dispositivo cumpre a parte 15 das Regras FCC:

A sua utilizacGo esté sujeita as duas condigdes seguintes: (1)
Este dispositivo pode nédo causar interferéncias nocivas e (2)
este dispositivo deve aceitar quaisquer inferferéncias
recebidas, incluindo interferéncias que possam causar um
funcionamento indesejado."

"Este aparelho digital de classe B cumpre o regulamento
canadiano ICES-0003."

A seguinte declaragéo aplica-se aos produtos cobertos pelo
presente manual, salvo indicacdo em contrério aqui
especificada. A declaracéo para outros produtos aparecerd
na documentagéo fornecida com os mesmos.

Nota: Este equipamento foi testado e cumpre os limites para
os dispositivos digitais de classe B, em conformidade com a
parte 15 das Regras FCC e cumpre todos os requisitos da
norma canadiana ICES-003

Sobre equipamentos causadores de interferéncias aplicével a
aparelhos digitais. Estes limites destinam-se a proporcionar
uma protegdo razodvel contra interferéncias prejudiciais
numa instalagdo residencial. Este equipamento gera, utiliza
e pode irradiar energia de radiofrequéncia e, se ndo for
instalado e utilizado em conformidade com as instrugdes,
pode causar interferéncias nocivas em comunicagdes via
rédio. No entanto, ndo existe garantia de que ndo ocorrerd
interferéncia numa determinada instalagéo. Se este
equipamento causar interferéncias prejudiciais & rececdo de
rédio ou televisdo, o que pode ser determinado desligando e
ligando o equipamento, recomenda-se que o utilizador tente
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corrigir a interferéncia, tomando uma ou mais das seguintes

medidas:

B Reorientar ou relocalizar a antena de rececéo

B  Aumentar o espago entre o equipamento e o recetor

M Ligar o equipamento a uma tomada de um circuito
elétrico diferente do circuito ao qual o recetor estd ligado

Para obter ajuda, consulte o seu revendedor ou um técnico
qualificado de TV/rédio.

A QIAGEN GmbH Alemanha néo se responsabiliza por
quaisquer inferferéncias de rédio ou televisdo causadas por
modificagdes ndo autorizadas deste equipamento ou pela
substituicdo ou ligacdo de outros cabos de ligagdo e
equipamento que ndo os especificados pela

QIAGEN GmbH, Alemanha. A correcéo das interferéncias
causadas por tais modificagdes ndo autorizadas,
substituicdes ou ligagdes serd da responsabilidade do
utilizador.
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Declaragéo de conformidade

Nome e morada do fabricante legal
QIAGEN GmbH

QIAGEN Strasse 1

40724 Hilden

Alemanha

E possivel solicitar uma declaracéo de conformidade
atualizada aos Servigos de Assisténcia da QIAGEN.
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Residuos de equipamentos elétricos e
eletrénicos (REEE)

Esta seccé@o fornece informagdes sobre a eliminacdo de
residuos de equipamentos elétricos e eletronicos pelos
utilizadores.

O simbolo do contentor de lixo com rodas barrado com
uma cruz (ver abaixo) indica que este produto ndo pode ser
eliminado com outros residuos, devendo ser levado para
uma instalagdo de tratamento aprovada ou para um ponto
de recolha para reciclagem, de acordo com as leis e os
regulamentos locais.

A recolha e reciclagem seletivas de residuos de
equipamentos eletrénicos no momento da eliminagéo
contribuem para a preservagdo dos recursos naturais e
garantem que o produto é reciclado de modo a proteger a
satde publica e o ambiente.

Mediante pedido, a reciclagem pode ser providenciada pela
QIAGEN com um custo adicional. Na Uni@o Europeia, em
conformidade com os requisitos especificos de reciclagem da
diretiva REEE e nos casos em que um produto de substituicdo
esteja a ser fornecido pela QIAGEN, é assegurada a
reciclagem gratuita dos equipamentos eletrénicos com
marcagdo REEE.

Para reciclar equipamento eletrénico, contacte o escritério
de vendas da QIAGEN local para obter o formulério de
devolucdo necessdrio. Uma vez recebido o formulério, o
utilizador seré contactado pela QIAGEN, que solicitaré
informagdes adicionais para agendar a recolha do residuo
eletrénico ou para facultar um orcamento individual.
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Apéndice B

Este apéndice descreve com mais detalhe as técnicas
matemdticas utilizadas.

Quantificagdo

As concentragdes calculadas sGo obtidas a partir de um
modelo de regressao linear simples, com os valores
conhecidos das concentragdes logaritmicas (x) e os valores
experimentais dos valores de Cr (y).

As concentragdes logaritmicas e os valores de Cr dos
padrées sdo utilizados para construir um modelo com a
férmula:

y=Mx+B

Intervalos de confianca para as concentragées calculadas

Utilizamos o intervalo de confianga seguinte 100(1 - a)%
para uma estimativa de uma nova observagdo x0
proveniente da curva-padréo.

Yo — 43 S | (g — 112 1
SO0 2 = O gy
\ o JEbn 2.2
fl fl ik 'H.Em Y

Este é o intervalo de confianca para a concentracéo de um
Unico desconhecido.

Imagine que agora temos observagdes posteriores em

x = x0 e representamos as suas médias por ! 0. Entao,
- - .'JTE
Yo ~ N4 + [rag. f_]

e raciocinios semelhantes ao anterior resultam em
Yo — o S5 1 | (g — \:'_]2 1
1 — =+ — +_|T—T|'n D/

i 1 k n Spx '
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Esta férmula mostra de que forma sdo determinados os
intervalos de confianga para concentracdes de réplicas de
desconhecidos.

Para estimativas de padrdes, pode ser obtido um intervalo
de confianca menor:

Yg— /1 S 1 (g — 712 1
. r_) A n .u:‘rl.
] N Dxx

A implicacdo desta férmula é que a adi¢do de réplicas a
uma concentracdo individual padréo reduz a largura do
intervalo para todas as estimativas, & medida que n
aumenta. Adicionar um grande nimero de réplicas a um
desconhecido reduz a sua incerteza até um Unico padrdo. As
réplicas adicionais reduzem a incerteza pois o desconhecido
néo faz parte do modelo linear.

Intervalos de confianga para os valores de C;

Supomos que o erro nos valores de Cr replicados é linear e
distribuido normalmente.

Por este motivo, utilizamos o intervalo de confianca t de uma
amostra. Deixe que U represente o valor médio para valores

de Cr de uma réplica \ 0 - - Tn-1) EntGo, um intervalo
de confianca de 100(1 - a)% para um u do valor de Cy é:

(J' —tafan-1-—F=, T tilapan-1- _)
. YiT : W

Gostariamos de agradecer a Peter Cook do Departamento
de Matemética da Universidade de Nova Gales do Sul
(NSW), Sydney, Austrdlia, cuja ajuda foi preciosa para
verificar as abordagens mateméticas utilizadas.
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Produtos, acessdérios e consumiveis do
Rotor-Gene Q MDx

Produto indice N.2 de cat.
Rotor-Gene  Ciclador de real-time PCR com 2 canais 9002002
Q MDx 2plex (verde, amarelo), computador portétil,

software, acessérios, 1 ano de garantia das

pecas e mdo de obra
Rotor-Gene  Ciclador de real-time PCR e analisador de 9002012
Q MDx 2plex fusdo de alta resolugéo com 2 canais
HRM (verde, amarelo) e canal de HRM,

computador portdtil, software, acessérios,

1 ano de garantia das pecas e méo de obra
Rotor-Gene  Ciclador de real-time PCR com 5 canais 9002022
Q MDx 5plex (verde, amarelo, cor de laranja, vermelho,

carmesim), computador portétil, software,

acessérios, 1 ano de garantia das pecas e

méo de obra
Rotor-Gene  Ciclador de real-time PCR e analisador de 9002032
Q MDx 5plex fusdo de alta resolugcdo com 5 canais
HRM (verde, amarelo, cor de laranja, vermelho,

carmesim) e canal de HRM, computador

portétil, software, acessérios, 1 ano de

garantia das pegas e mdo de obra
Rotor-Gene  Ciclador de real-time PCR com 6 canais 9002042
Q MDx 6plex (azul, verde, amarelo, cor de laranija,

vermelho, carmesim), incluindo computador

portétil, software, acessérios, 1 ano de

garantia das pegas e mdo de obra
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Produto indice N.2 de cat.
Acessorios
Rotor-Disc O kit inclui: 2 packs Rotor-Disc 100, Verificar
100 Starter Rotor-Disc Heat Sealer, Rotor-Disc Heat
Kit Sealing Film, Rotor-Disc 100 Rotor e Locking

Ring, Rotor-Disc 100 Loading Block,

Rotor-Disc Pipetting Aid
Rotor-Disc 30 discos embrulhados individualmente 981311
100 (30) para 3000 reagdes
Rotor-Disc 10 x 30 discos embrulhados individualmente 981313
100 (300) para 30 000 reacdes
Rotor-Disc Para conter os discos do Rotor-Disc 100 no 9018895
100 Rotor Rotor-Gene Q MDx; é necessdrio o

Rotor-Disc 100 Locking Ring
Rotor-Disc Para bloquear um Rotor-Disc 100 no 9018896
100 Locking  Rotor-Disc 100 Rotor
Ring
Rotor-Disc Bloco de aluminio para a configuracdo 9018909
100 Loading manual e automdtica da reagéo nos discos
Block do Rotor-Disc 100
Rotor-Disc Auxilio para a marcagdo correta na 9018897
Pipetting Aid  configuracdo manual da reagdo num

Rotor-Disc Loading Block
Rotor-Disc Instrumento de selagem a quente para 9018898
Heat Sealer  utilizagdo com Rotor-Discs; é necessdrio

Rotor-Disc 72 ou 100 Loading Block
Rotor-Disc 60 peliculas para selar os discos do 981601
Heat Sealing Rotor-Disc 100 ou Rotor-Disc 72
Film (60)
Rotor-Disc 10 x 60 peliculas para selar os discos do 981604
Heat Sealing Rotor-Disc 100 ou Rotor-Disc 72
Film (600)
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Produto indice N.2 de cat.
Rotor-Disc 72 O kit inclui: 3 packs Rotor-Disc 72, Verificar
Starter Kit Rotor-Disc Heat Sealer, Rotor-Disc Heat
Sealing Film, Rotor-Disc 72 Rotor e Locking
Ring, Rotor-Disc 72 Loading Block,
Rotor-Disc Pipetting Aid
Rotor-Disc 72 24 discos embrulhados individualmente 981301
(24) para 1728 reagdes
Rotor-Disc 72 10 x 24 discos embrulhados individualmente 981303
(240) para 17 280 reagdes
Rotor-Disc 72 Para conter os discos do Rotor-Disc 72 no 9018899
Rotor Rotor-Gene Q MDx; é necessério o
Rotor-Disc 72 Locking Ring
Rotor-Disc 72 Para bloquear um Rotor-Disc 72 no 9018900
Locking Ring  Rotor-Disc 72 Rotor
Rotor-Disc 72 Bloco de aluminio para a configuracéo 9018910
Loading Block manual e automética da reacdo nos discos
do Rotor-Disc 72
Strip Tubes 250 tiras de 4 tubos e tampas para 1000 981103
and Caps, reacoes
0.1 ml (250)
Strip Tubes 10 x 250 tiras de 4 tubos e tampas para 981106
and Caps, 10 000 reagdes
0.1 ml (2500)
72-Well Rotor Para conter Strip Tubes and Caps, 0.1 ml; é 9018903
necessdrio um Locking Ring 72-Well Rotor
Locking Ring  Para bloquear Strip Tubes and Caps, 9018904
72-Well Rotor 0.1 ml, no 72-Well Rotor
Loading Block Bloco de aluminio para a configuracdo 9018901
72 x0.1 ml manual da reagdo com uma pipeta de canal
Tubes Unico em 72 tubos de 0,1 ml
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Produto indice N.2 de cat.
Loading Block Bloco de aluminio para a configuracdo da 9018902
72 x0.1 ml  reagdo com uma pipeta multicanal de
Multi-channel 72 tubos de 0,1 ml
PCR Tubes, 1000 tubos de paredes finas para 981005
0.2 ml (1000) 1000 reagdes
PCR Tubes, 10 x 1000 tubos de paredes finas para 981008
0.2 ml 10 000 reagdes
(10000)
36-Well Rotor Para conter PCR Tubes, 0.2 ml; é necessdrio 9018907
um 36-Well Rotor Locking Ring
36-Well Rotor Para bloquear PCR Tubes, 0.2 ml, no 9018906
Locking Ring  36-Well Rotor
Loading Block Bloco de aluminio para a configuracéo 9018905
96 x0.2 ml  manual da reagdo num conjunto 8 x 12
Tubes padréo utilizando 96 tubos de 0,2 ml
Rotor-Disc Kit para verificacdo ética de temperatura 981400
OTV Kit dos sistemas Rotor-Gene, inclui um
Rotor-Disc pré-carregado com cristais
liquidos termocromdticos, introdutores de
fluorescéncia, CD com ficheiros de
calibragéo; é necessdrio um Rotor-Disc 72
Rotor e Locking Ring ou Rotor-Disc 72
Starter Kit
Rotor Holder  Suporte auténomo de metal para montar 9018908

tubos e Rotor-Discs nos rotores

Para uma lista atualizada de kits da QIAGEN indicados para

utilizagdo com o Rotor-Gene Q MDx, consulte

www.qioqen.com/produc’rs/rofor—qeneqmdx.cspx.
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Cldusula de responsabilidade

A QIAGEN estard isenta de quaisquer obrigagdes ao abrigo
desta garantia no caso de reparacdes ou modificacdes
efetuadas por individuos que ndo pertencam & sua equipa,
exceto nos casos em que a Empresa tenha dado o seu
consentimento por escrito para efetuar tais reparacdes ou
modificacdes.

Todos os materiais substituidos ao abrigo desta garantia
terdo cobertura apenas durante o periodo da garantia
original e nunca para além do prazo de validade original da
garantia original, exceto se autorizado por escrito por um
executivo da Empresa. Os dispositivos de leitura, de interface
e software associado terGo garantia apenas durante o
periodo oferecido pelo fabricante original destes produtos.
As representacdes e garantias feitas por qualquer pessoa,
incluindo representantes da QIAGEN, que sejom
inconsistentes ou que entrem em conflito com as condicoes
desta garantia néo serdo vinculativas para a Empresa,
exceto se produzidas por escrito e aprovadas por um
executivo da QIAGEN.
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—A—

Adequabilidades, 7-86

Ajustar escala, 7-2

Ajuste do ponto de remocéo, 7-29

Ambiente, 1-5

Amplificagdo exponencial, 7-33

Andlise da concentragéo, 7-66
padrées, 7-67

Andlise da curva de fuséo, 7-44
picos, 7-46
recipientes, 7-46

Andlise do gréfico de dispersdo, 7-55

Andlise do ponto final, 7-58
controlos, 7-61

Aquisigéo, 6-14

Armazenamento, 2

Arquivos de registo, 12-1

Assisténcia, 7-111

Assisténcia técnica, 2-1

Assistente avangado, 6-7

Assistente de instalagéo rapida, 6-1

Aumento do tfempo de espera, 6-14

Avisos, 1-1

Barra de ferramentas, 7-1
Bloco de carregamento, 5-4
Bloquear
amostras, 7-106
modelos, 7-108
Botéo de alternéncia, 7-4

—C—

cdleulo de CT, 7-20

Canais, 3-4, 7-74

Canais ndo processados, 7-2
Ciclagem, 6-13

Ciclagem de desnaturagao ética, 6-18
Coeficiente de correlacédo, 7-16
Comentdrio de CT, 7-24
Configuragéo da reacdo, 5-4
Configuragéo dos tubos, 7-75
Correcdo do declive do ruido, 7-29, 7-

56
Cuidados, 1-1
Curva-padréo, 7-15

cdleulo, 7-17

exportar, 7-17

férmula, 7-17, 7-33

importar, 7-18

método de duas curvas-padréo, 7-35

sobreposicao, 7-17

—D—

Declive, 7-33

Defini¢des de ganho, 7-109
Desembalar, 4-6

Desempenho térmico, 3-1
Dimensionamento, 8-2

Dimeros de primers, 11-19
Diminuicdo da temperatura, 6-14
Discriminacdo alélica, 7-52

Duas etapas, 6-2, 6-8

Eficiéncia, 7-16, 7-33
Eliminagdo de residuos, 1-7
Eliminar ciclos, 7-3
Em espera, 6-12
Escala automdtica, 7-2
Escala predefinida, 7-2
Especificagdes

hardware, 2

bticas, 3
Estatistica automdtica, 7-27
Execugdo
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abrir, 7-8

assinaturas, 7-104

colocar em pausa, 7-71

definicées, 7-72

guardar, 7-8

iniciar, 7-71

nova, 7-7

parar, 7-71
Execugo vazia, 6-8
Exportar

dados, 8-5

formato nativo, 8-4

grdficos, 8-2

para LinReg, 7-10

—F—

Fluoréforos detetados, 3-4
FRET supressora, 6-3
Funcionamento
condigdes, 1-5, 1
hardware, 5-1
software, 6-1
Fuséo, 6-16

—G—

Gendtipos
andlise da curva de fuséo, 7-47
andlise do grdfico de dispersao, 7-56
andlise do ponto final, 7-59, 7-65
discriminacéo alélica, 7-54

Gréfico de temperatura, 7-76

Grupos, 7-87

—H—

Hibridacdo, 6-16
HRM
andlise, 7-69, 11-1, 11-19
andlise de metilagéo, 11-6
assistente avangado, 6-8
assistente de instalagéo rapida, 6-3
ciclo, 6-17
diretrizes, 11-7
Genotipagem de SNP, 11-4
kits, 11-3

preparacdo da amostra, 11-9
real-time PCR, 11-17
resolucdo de problemas, 12-1
software, 11-10

jcone da chave inglesa, 8-6
Ignorar primeiro, 7-30, 7-56
Instalagéo, 4-1
hardware, 4-7
requisitos de alimentagéo, 4-2
requisitos de ligacdo & terra, 4-2
Requisitos do PC, 4-2
requisitos relativamente ao local, 4-1
software, 4-9
Intervalos de confianga, 2

S

Janela da adequabilidade da pégina de
amostra, 7-86

Janela de configuracéo, 7-11

Janela de resultados da curva de fuséo,
7-47

Janela de resultados de quantificago,
7-22

Janela do browser de relatérios, 7-10,
7-14,7-47

Janela editar amostras, 6-6, 6-32, 7-78
estilo do rotor, 7-85

Janela editar perfil, 6-4, 6-11

.

Limiar, 7-21
Limiar de localizacdo automdtica, 7-22
LinReg
exportar para, 7-10
Locking Ring
36-Well Rotor, 5-2
72-Well Rotor, 5-2
Rotor-Disc 100, 5-3
Rotor-Disc 72, 5-3

indice-2 Manual do utilizador do Rotor-Gene Q MDx 10/2018



Indice remissivo

—M—

Manutencéo, 9-1
assistente avangado, 6-8
Medi¢ao da concentracdo de dcidos
nucleicos, 6-3, 7-66
Mensagem de erro, 12-3
Mensagens, 7-73
Menu
ajuda, 7-110
andlise, 7-12
execugdo, 7-71
ficheiro, 7-6
ganho, 7-109
janelas, 7-110
opgodes de exibigdo, 7-89
seguranga, 7-90
visualizagéo, 7-72
Método de duas curvas-padréo, 7-35
Modelos
adicionar ao assistente avangado, 6-8
adicionar ao assistente de instalacdo
rapida, 6-3
andlise de fusdo, 7-48, 8-1
andlise do grdfico de dispersao, 7-57,
8-1
andlise do ponto final, 7-66, 8-1
discriminagdo alélica, 7-54, 8-1
quantificagdo, 7-34, 8-1
Modo virtual, 4-12, 7-12

—N—

Normalizagéo, 7-3
andlise do ponto final, 7-62
tubo dindmico, 7-28, 7-56
Normalizagéo do tubo dinémico, 7-28,
7-56

NUmero de série, 4-11

—O—

Opgdes do instrumento, 7-72

Ofimizagdo do ganho, 6-10, 6-23
manual, 6-28

OTV, 10-1

Outlook, 7-114

—P—

Pégina, 7-3, 7-5, 7-82
Parémetros de detegdo, 3-4
Parémetros de excitagéo, 3-4
Pistas de auditoria, 7-103
Porta, 4-11, 7-12

Progresso do perfil, 7-77

—Q—

Quantificacdo, 7-14, 1

Quantificacdo comparativa, 7-48

Quantificacdo relativa de delta delta CT,
7-40

—R—

Realizar a dltima execucdo, 6-2, 6-8
Remocdo de valor atipico, 7-30
Réplicas do calibrador, 7-50
Resolucéo de problemas, 12-1
HRM, 12-1
Rotor-Gene Q MDx, 12-3
Rotor
36-Well, 5-2
72-Well, 5-2
especificacdes, 5-4
Rotor-Disc 100, 5-3
Rotor-Disc 72, 5-3
selecao, 6-4, 6-9
fipos, 5-1
Rotor-Disc
configuracéo, 5-9
selagem a quente, 5-9
Rotor-Disc 100, 5-3
Rotor-Disc 72, 5-3
Rotor-Disc OTV Kit, 10-2

—S—

Seguranga, 7-75, 7-90
amostras, 1-5
biolégica, 1-5
configuracdo Win7, 7-92
elétrica, 1-4
eliminacdo de residuos, 1-7
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fumos téxicos, 1-7 Tipos de amostra, 7-81
manutengdo, 1-9 Transporte, 2
perigo de aquecimento, 1-8 Trés etapas com fuséo, 6-2, 6-8
riscos mecénicos, 1-7
rotor, 1-7 —U—
substéncias quimicas, 1-6
utilizag@o adequada, 1-2 UtilizagGo prevista, 2-2
Simbolos, 1-10 Utilizador
Sistema ético, 3-3 atribuir fun¢des Win7, 7-94, 7-101
Software criar conta Win7, 7-92, 7-99
atualizagdes, 4-22 vérias contas, 7-101
mensagens de erro, 12-14
versdo, 4-13 —V—
—T— Verificagéo ética de temperatura, 10-1
Versdo, 2-2

TeeChart Office, 8-4, 8-7
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