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Informacioén sobre seguridad

1 Informacioén sobre seguridad

Antes de usar el Rotor-Gene Q MDx es fundamental
gue lea detenidamente este manual del usuario y que
preste especial atencién a la informacién sobre
seguridad. Se deben tener en cuenta las instrucciones
y la informacién sobre seguridad del manual del
usuario para garantizar el funcionamiento seguro del
instrumento y mantener la seguridad del mismo.

En este manual aparecen los siguientes tipos de
informacion sobre seguridad.

ADVERTENCIA |El término ADVERTENCIA se utiliza para informarle
acerca de situaciones que podrian provocar
A lesiones corporales a usted o a otras personas.
Los detalles de estas circunstancias se proporcionan
en un cuadro idéntico a este.

PRECAUCION |El término PRECAUCION se utiliza para informarle
acerca de situaciones que podrian provocar dafos

A en el instrumento u otros equipos.

Los detalles de estas circunstancias se proporcionan

en un cuadro idéntico a este.

Los consejos dados en este manual estan previstos
para completar, que no sustituir, los requisitos de
seguridad normales vigentes en el pais del usuario.
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Informacion sobre seguridad

1.1

Uso correcto

ADVERTENCIA/
PRECAUCION

A\

Riesgo de lesiones corporales y dafios materiales
(wi]

El uso incorrecto del Rotor-Gene Q MDx puede
provocar lesiones corporales o dafios en el
instrumento.

El Rotor-Gene Q MDx solo debe ser manejado por
personal cualificado que haya recibido una
formacion adecuada.

El mantenimiento técnico del Rotor-Gene Q MDx
solo debe ser realizado por técnicos de campo
especializados de QIAGEN.

ADVERTENCIA/
PRECAUCION

VAN

Riesgo de lesiones corporales y dafios materiales
[w2]

Rotor-Gene Q MDx es un instrumento pesado. Para
evitar lesiones corporales o dafios en el
instrumento, tenga cuidado cuando lo levante.

ADVERTENCIA/
PRECAUCION

YA

Riesgo de lesiones corporales y dafios materiales
[wa]

No intente mover el Rotor-Gene Q MDx mientras
esté en funcionamiento.

PRECAUCION

VAN

Darfos en el instrumento

No vierta agua ni productos quimicos sobre el
Rotor-Gene Q MDx. Los dafios causados por el
vertido de agua o de productos quimicos anularan
la garantia.

[C1]

Nota: En caso de emergencia, apague el Rotor-Gene
Q MDx con el interruptor que se encuentra la parte
posterior del instrumento y desconecte el cable de red
de la toma de corriente.
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ADVERTENCIA/
PRECAUCION

VAN

Riesgo de lesiones corporales y dafios materiales
[w4]

No intente abrir la tapa durante un experimento o
mientras el Rotor-Gene Q MDx esté girando. De lo
contrario, si desbloquea la tapa e introduce las
manos en el interior, corre el riesgo de tocar
componentes calientes, que conducen
electricidad o que giran a velocidades elevadas y
podria sufrir lesiones y dafar el instrumento.

ADVERTENCIA/
PRECAUCION

VAN

Riesgo de lesiones corporales y dafios materiales
[ws]

Si debe interrumpir rdpidamente un experimento,
desconecte el instrumento y abra después la tapa.
Deje que la camara se enfrie antes de introducir las
manos. De lo contrario podria sufrir lesiones al tocar
componentes calientes.

ADVERTENCIA/
PRECAUCION

VAN

Riesgo de lesiones corporales y dafios materiales
[we]

Si el equipo se utiliza de una forma no especificada
por el fabricante podria anularse la proteccion
proporcionada por el propio equipo.

ADVERTENCIA/
PRECAUCION

VAN

Riesgo de lesiones corporales y dafios materiales (w7
Las hojas de papel sueltas debajo del Rotor-Gene Q
MDx pueden afectar al enfriamiento del
instrumento. Se recomienda mantener siempre
limpia de objetos el area situada debajo del
instrumento.

PRECAUCION

VAN

Danos en el instrumento [C2]
Utilice el rotor siempre con un anillo de bloqueo.
Esto evitara que los tapones se desprendan de los
tubos durante un experimento. Si los tapones se
desprendieran durante un experimento, podrian
dafar la camara.
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VAN

PRECAUCION |Dafios en el instrumento [C3]

Examine visualmente el rotor antes de cada serie
analitica y asegurese de que no esta dafado ni
deformado.

1.2

Si toca el Rotor-Gene Q MDx durante un experimento
y se produce una descarga electrostatica, en el peor
de los casos el Rotor-Gene Q MDx puede reiniciarse.
No obstante, el software reiniciara el Rotor-Gene Q
MDx y proseguira con el experimento.

Seguridad eléctrica

Desconecte el cable de alimentacion eléctrica de la
toma de corriente antes de realizar el mantenimiento
técnico.

I\

ADVERTENCIA |Riesgo eléctrico [ws]

Cualquier interrupcion del conductor de tierra
(cable de puesta a tierra) dentro o fuera del
instrumento o la desconexién del borne del
conductor de tierra puede hacer que la utilizacion
del instrumento resulte peligrosa.

Se prohibe la interrupcién intencionada.

Tensiones letales en el interior del instrumento
Cuando el instrumento esta conectado a la red, los
bornes pueden estar bajo tensién y la apertura de
las cubiertas o la retirada de componentes puede
dejar al descubierto componentes que se
encuentran bajo tensién.

Para garantizar un funcionamiento satisfactorio y
seguro del Rotor-Gene Q MDx siga el siguiente
consejo:

B El cable de alimentacion eléctrica debe
conectarse a una toma de corriente que disponga
de un conductor de tierra (puesta a tierra).

B No ajuste ni sustituya los componentes internos del
instrumento.
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No utilice el instrumento si se han desmontado
cubiertas o componentes.

Si ha penetrado liquido en el interior del
instrumento, apaguelo, desconéctelo de la toma
de corriente y péngase en contacto con el
Servicio Técnico de QIAGEN.

Si el instrumento ya no es eléctricamente seguro, evite
gue otras personas lo utilicen y pongase en contacto
con el Servicio Técnico de QIAGEN. El instrumento
puede no ser eléctricamente seguro si;

B el propio instrumento o el cable de red
parecen estar dafados;

B hasido almacenado en condiciones
desfavorables durante un largo periodo de

I\

tiempo;
m hasido sometido a cargas excesivas durante el
transporte.
ADVERTENCIA |Riesgo eléctrico W]

El instrumento dispone de una etiqueta de
conformidad eléctrica en la que se indican la
tension y la frecuencia del suministro eléctrico, asi
como los valores de los fusibles. El equipo solo se
debe utilizar si se cumplen estas condiciones.

1.3 Entorno

Condiciones de funcionamiento

VAN

ADVERTENCIA |Atm&sfera explosiva [W10]
El Rotor-Gene Q MDx no se ha disefiado para ser

A utiizado en atmosferas explosivas.
PRECAUCION |Dafios en el instrumento [ca]

La luz solar directa puede descolorar partes del
instrumento y dafar los componentes de plastico.
Proteja el Rotor-Gene Q MDx de la luz solar directa.
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1.4

Seguridad biolégica

Las muestras y los reactivos que contengan materiales
procedentes de fuentes bioldgicas se deben tratar
como materiales potencialmente infecciosos. Utilice
procedimientos de laboratorio seguros como se
describen en publicaciones, p. ej. Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories, HHS
(www.cdc.gov/od/ohs/biosfty/biosfty.htm).

Muestras

Las muestras pueden contener agentes infecciosos.
Debe ser consciente de los riesgos que estos agentes
entrafian para la salud y debera utilizar, almacenary
eliminar estas muestras de acuerdo con la normativa
de seguridad aplicable.

ADVERTENCIA |Muestras que contienen agentes infecciosos  wii

Determinadas muestras utilizadas con este
instrumento pueden contener agentes infecciosos.
Manipule estas muestras con sumo cuidado y de
acuerdo con la normativa de seguridad aplicable.
Lleve siempre gafas protectoras, dos pares de
guantes y una bata de laboratorio.

La persona responsable (p. €]., el jefe de
laboratorio) debe tomar las precauciones
necesarias para garantizar que el entorno del
puesto de trabajo sea seguro y que los usuarios del
instrumento reciban una formacién adecuaday no
estén expuestos a niveles peligrosos de agentes
infecciosos como se define en las Hojas de Datos
de Seguridad aplicables (SDS, por sus siglas en
inglés) o en los documentos de la OSHA,* ACGIH' o
la COSHH?*.

La extraccion de humos y la eliminacidon de residuos
deben realizarse de acuerdo con todas las
normativas y leyes nacionales, estatales y locales
en materia de salud y seguridad.
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* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (Administracién de salud y
seguridad laboral) (Estados Unidos).

t ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (Conferencia
estadounidense de higienistas industriales gubernamentales) (Estados Unidos).

* COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (Control de sustancias peligrosas
para la salud) (Reino Unido).

1.5 Productos quimicos

ADVERTENCIA |Productos quimicos peligrosos wi2]
Determinados productos quimicos utilizados con el
A instrumento pueden ser peligrosos o convertirse en
peligrosos después de finalizar la ejecucion del
protocolo.
Lleve siempre gafas protectoras, guantes y una bata
de laboratorio.
La persona responsable (p. €]., el jefe de laboratorio)
debe tomar las precauciones necesarias para
garantizar que el entorno del puesto de trabajo sea
seguro y que los usuarios del instrumento no estén
expuestos a niveles peligrosos de sustancias toxicas
(quimicas o biolégicas) como se define en las Hojas
de Datos de Seguridad aplicables (SDS, por sus siglas
en inglés) o en los documentos de la OSHA*, ACGIHT
o la COSHH*.
La extraccion de humos y la eliminacidén de residuos
deben realizarse de acuerdo con todas las
normativas y leyes nacionales, estatales y locales en
materia de salud y seguridad.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (Administracion de salud y
seguridad laboral) (Estados Unidos).

t ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (Conferencia
estadounidense de higienistas industriales gubernamentales) (Estados Unidos).

* COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (Control de sustancias peligrosas
para la salud) (Reino Unido).

Manual del usuario Rotor-Gene Q MDx 09/2018 1-7



Informacion sobre seguridad

1.6

1.7

Humos toxicos

Si trabaja con disolventes volatiles o sustancias téxicas,
en el laboratorio debera instalar un sistema de
extraccion eficaz para eliminar los vapores que
puedan generarse.

Eliminacion de residuos

Los consumibles y materiales plasticos utilizados
pueden contener productos quimicos peligrosos o
agentes infecciosos. Los residuos de este tipo se
deben recoger y eliminar correctamente de acuerdo
con la normativa local sobre seguridad.

Riesgos mecanicos

La tapa del Rotor-Gene Q MDx debe permanecer
cerrada mientras el instrumento esté en
funcionamiento.

ADVERTENCIA |Piezas moviles [W13]

Para evitar el contacto con las piezas moviles
durante la utilizacién del Rotor-Gene Q MDx, el
instrumento se debe utilizar con la tapa cerrada.

ADVERTENCIA/ |Riesgo de lesiones corporales y dafios materiales
PRECAUCION w14

Abra y cierre la tapa del Rotor-Gene Q MDx con
cuidado para no pillarse los dedos ni la ropa.

PRECAUCION |Dafios en el instrumento [C5]

Asegurese de que el rotor y el anillo de bloqueo
estén correctamente instalados. Si el rotor o el anillo

de corrosién, no utilice el Rotor-Gene Q MDx y
pdéngase en contacto con el Servicio Técnico de
QIAGEN.
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PRECAUCION

VAN

Danos en el instrumento [Cé]
Si el Rotor-Gene Q MDx se pone en funcionamiento
inmediatamente después de la entrega en
entornos frios, los componentes mecanicos se
pueden bloquear.

Antes de encenderlo, deje que el instrumento se
adapte a la temperatura de la sala durante al
menos una hora.

ADVERTENCIA

VAN

Piezas moéviles [W15]
En caso de una averia causada por un fallo de la
corriente, desenchufe el cable de red y espere 10
minutos antes de intentar abrir manualmente la
tapa.

ADVERTENCIA

VAN

Riesgo de sobrecalentamiento [W16]
Para asegurar una ventilacion correcta del
instrumento, deje una distancia minima de 10 cm
en los lados y en |la parte posterior del Rotor-Gene
Q MDx.

No cubra las ranuras ni las aberturas que aseguran
la ventilacion del Rotor-Gene Q MDx.

1.8 Riesgo por calor
ADVERTENCIA |Superficie caliente [W17]
La camara del Rotor-Gene Q MDx puede alcanzar
A temperaturas superiores a los 120 °C (248 °F). Evite
tocarla cuando esté caliente.
ADVERTENCIA |Superficie caliente [w18]

A\

Durante una pausa de una serie analitica, el Rotor-
Gene Q MDx no se enfriard completamente a la
temperatura ambiente. Extreme las precauciones
cuando manipule el rotor o los tubos del interior del
instrumento.
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1.9 Mantenimiento

Realice el mantenimiento como se describe en la
seccion 9. QIAGEN le facturara las reparaciones
necesarias como consecuencia de un mantenimiento

incorrecto.
ADVERTENCIA/ |Riesgo de lesiones corporales y dafios materiales
PRECAUCION |fwa1g
Lleve a cabo unicamente el mantenimiento
A especificamente descrito en este manual.
ADVERTENCIA |Peligro de incendio [W20]

VAN

Si limpia el Rotor-Gene Q MDx con un desinfectante
a base de alcohol, deje la tapa del Rotor-Gene Q
MDx abierta para que los vapores inflamables se
dispersen.

Limpie el Rotor-Gene Q MDx solo cuando se haya
enfriado la camara.

VAN

ADVERTENCIA/ |Peligro de descarga eléctrica w21]
PRECAUCION |No desmonte el Rotor-Gene Q MDXx.
PRECAUCION |Dafios en la carcasa del instrumento [C7]

No limpie nunca la carcasa del instrumento con
alcohol ni con soluciones a base de alcohol. El
alcohol puede dafiar la carcasa. Limpie la carcasa
solo con agua destilada.

1-10
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1.10 Simbolos en el Rotor-Gene Q MDx
Simbolo Ubicacion Descripcion
Cerca de la . .
- Riesgo por calor — la camara
camara de

muestras, visible con
la tapa abierta

puede alcanzar temperaturas
superiores a los 120 °C (248 °F)

= | B

Parte posterior del
instrumento

Consultar instrucciones de uso

Placa de
identificacion en la
parte posterior del

instrumento

Marcado CE de conformidad
europea

Placa de
identificacion en la
parte posterior del

instrumento

Producto sanitario para
diagnostico in vitro

Placa de
identificacion en la
parte posterior del

instrumento

Marca de listado CSA para
Canaday EE.UU.

Placa de
identificacion en la
parte posterior del

instrumento

Fabricante legal

Placa de
identificacion en la
parte posterior del

instrumento

Marca WEEE para Europa

Placa de
identificacion en la
parte posterior del

instrumento

Marca FCC de la Comision de
Comunicaciones Federal
Norteamericana

Placa de
identificacion en la
parte posterior del

instrumento

Marca C-Tick para Australia
(identificaciéon del proveedor
N17965)
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Simbolo Ubicacion Descripcion
@ Placa de I\l/_larca RoHS %ara Cr;llna
identificacion en la | (Imitaciones de uso de

determinadas sustancias
peligrosas en equipos
eléctricos y electronicos)

parte posterior del
instrumento
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Esta pagina se ha dejado en blanco intencionadamente.
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Introduccion

2.1

2.1.1

Introduccion

Gracias por elegir el Rotor-Gene Q MDx. Confiamos en
gue se convierta en una parte integral de su
laboratorio.

Antes de usar el Rotor-Gene Q MDx, es fundamental
gue lea detenidamente este manual del usuario y que
preste especial atencién a la informacién sobre
seguridad. Se deben tener en cuenta las instrucciones
y la informacion sobre seguridad del manual del
usuario para garantizar el funcionamiento seguro del
instrumento y mantener la seguridad del mismo.

Tenga en cuenta que el Rotor-Gene Q MDx dispone
de varias configuraciones. Para obtener mas detalles,
incluida la informacién para pedidos, consulte el
Apéndice C.

Informacion general

Asistencia técnica

En QIAGEN nos enorgullecemos de la calidad y
disponibilidad de nuestro soporte técnico. Nuestros
departamentos de Servicio Técnico cuentan con
expertos cientificos con amplia experiencia tanto
practica como tedrica en biologia molecular y en el
uso de los productos QIAGEN. Si desea formular
cualquier pregunta o si tiene dificultades con el Rotor-
Gene Q MDx o con los productos QIAGEN en general,
no dude en ponerse en contacto con nosotros.

Los clientes de QIAGEN son una importante fuente de
informacion sobre los usos avanzados o especializados
de nuestros productos. Esta informacion es de gran
utilidad para otros cientificos ademas de para los
investigadores de QIAGEN. Por este motivo, le
animamos a ponerse en contacto con nosotros si tiene
cualquier sugerencia sobre el rendimiento de nuestros
productos o sobre nuevas aplicaciones y técnicas.
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2.1.2

2.1.3

2.2

Para obtener asistencia técnica e informacion
detallada, lame a uno de los departamentos de
Servicio Técnico de QIAGEN o de los distribuidores
locales (véase la contraportada).

Para obtener informacién actualizada sobre el Rotor-
Gene Q MDx, visite
www.giagen.com/products/rotor-genegmdx.aspx.

Declaracion de intenciones

La politica de QIAGEN es mejorar los productos tan
pronto como se dispone de nuevas técnicas y
componentes. QIAGEN se reserva el derecho a
cambiar estas especificaciones en cualquier
momento.

En nuestro empefio por elaborar una documentacion
util y adecuada, le agradeceriamos que nos hiciera
llegar su opinién sobre este manual. Pbngase en
contacto con el Servicio Técnico de QIAGEN.

Gestion de versiones

Este documento es el Manual del usuario Rotor-Gene
Q MDx, versidn 2.0, revisidon R1 para instrumentos Rotor-
Gene Q MDx que utilizan la versidn 2.3.4 o superior del
software Rotor-Gene Q.

Uso previsto del Rotor-Gene Q MDx

El instrumento Rotor-Gene Q MDx esta disefiado para
realizar ciclos térmicos, detecciones y/o
cuantificaciones en tiempo real mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en
inglés) en aplicaciones clinicas.

El Rotor-Gene Q MDx esta destinado a ser utilizado
exclusivamente en combinacion con kits QIAGEN
indicados para su utilizacidon con instrumentos Rotor-
Gene Q en las aplicaciones que se describen en los
correspondientes manuales de los kits QIAGEN.
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Si el instrumento Rotor-Gene Q MDx se usa con kits que
no sean de QIAGEN, es responsabilidad del usuario
validar el rendimiento de dicha combinacién de
productos para cualquier aplicacion concreta.

El instrumento Rotor-Gene Q MDx esta destinado al
diagndstico in vitro.

El instrumento Rotor-Gene Q MDx esta destinado a ser
utilizado por usuarios profesionales, como técnicos y
médicos con formacioén en técnicas de biologia
molecular y en el uso del instrumento Rotor-Gene Q
MDx.
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Esta pagina se ha dejado en blanco
intencionadamente.
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3 Descripcion general

El Rotor-Gene Q MDx es un innovador instrumento que
permite realizar una PCR en tiempo real de alta
precision y que resulta iddneo para aplicaciones
diagnésticas in vitro en combinacioén con kits
identificados como QIAGEN IVD.

El potente y sencillo software es facil de aprender
para los principiantes y proporciona una plataforma
experimental abierta para usuarios avanzados.

Ranuras de /
ventilacion o
de la tapa

Asa de
latapa ~

Camara

del rotor
Pilotos de = l

3.1 Rendimiento térmico

El Rotor-Gene Q MDx utiliza un sofisticado sistema de
calentamiento y de enfriamiento con el que se
consiguen condiciones de reaccidn dptimas. El disefio
rotatorio Unico garantiza una uniformidad 6ptima
tanto térmica como Optica entre las muestras, lo cual
es imprescindible para que el andlisis sea preciso y
fiable.

Durante una serie analitica, las muestras giran de
forma constante a 400 rpm. La centrifugacion evita la
condensacion, elimina las burbujas de aire y, sin
embargo, no sedimenta el ADN. Ademas, de este
modo, las muestras no tienen que centrifugarse antes
de realizar la serie analitica.
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Las muestras se calientan y enfrian en una estufa de
aire de masa reducida. El calentamiento se efectua
mediante un elemento de niquel-cromo integrado en
la tapa. La camara se enfria expulsando el aire por la
parte superior de la camara mientras se propulsa aire
ambiental desde la base.

Calentamiento

Los elementos
calefactores se
activan

El ventilador centrifugo dirige el aire
alrededor de la camara

La camara de
ventilacion se sella
para contener el aire

Enfriamiento

El ventilador centrifugo Los
- dirige el aire alrededor elementos
de la camara calefactores

La camara de
ventilacion se abre
expulsando el aire

caliente

El ventilador centrifugo
dirige el aire dentro de
la camara

Entrada de aire

3-2
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Representacion del sistema de calentamiento y
enfriamiento.

3.2 Sistema optico

Gracias a la posibilidad de seleccionar un maximo de
seis fuentes de excitacion y seis filtros de deteccion,
combinada con una trayectoria dptica corta y fija, el
Rotor-Gene Q MDx se puede utilizar para reacciones
multiplex ya que asegura una variabilidad de
fluorescencia minima entre las muestras y elimina la
necesidad de calibracién o de compensacion.

Las muestras se excitan desde el fondo de la camara
por medio de un diodo emisor de luz. La energia se
transmite a través de las finas paredes en la base del
tubo. La fluorescencia emitida atraviesa los filtros de
emision en el lado de la caAmara y es captada por un
fotomultiplicador. La trayectoria 6ptica fija asegura
una excitaciéon consistente de cada muestra, lo que
significa que no es necesario utilizar un colorante de
referencia interna pasiva, como p. ej. ROX™.

Camara de

Filtros de
deteccion

_ Lente

Conjunto del
detector del PMT

Conjunto
de fuente
de luz LED

Tubos en 6ptica
tras centrifugacion
del rotor
| msimectns ||
Conjunto del
e_je/motorl

Representacion del sistema optico.
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Canales disponibles

Canal
(nm)

(nm)

Excitacion Deteccion Ejemplos de

fluoroforos
detectados

Blue 365+20

470+10

Green

Yellow 530+5

Orange 58515

Red 625+10

Crimson 680+5

Disociacion460+20
de alta

resolucion

(HRM)

460+20

510+5

55745

610+5

660+10

712

pasaaltos

510+5

Marina Blue®,
Edans Bothell Blue,
Alexa Fluor® 350,
AMCA-X, ATTO 390

FAM®, SYBR® Green
[, Fluoresceina,
EvaGreen®, Alexa
Fluor 488

JOE™, VIC®, HEX™,
TET™, CAL Fluor®
Gold 540, Yakima
Yellow®

ROX, CAL Fluor
Red 610, Cy®3.5,
Texas Red®, Alexa
Fluor 568

Cyb5, Quasar® 670,
LightCycler®
Red640, Alexa
Fluor 633

Quasar 705,
LightCycler
Red705, Alexa
Fluor 680

SYBR Greenl |,
SYTO®9, LC
Green®, LC Green
Plus+, EvaGreen

Nota: Los kits QIAGEN indicados para ser usados con
los instrumentos Rotor-Gene Q MDx estan optimizados
con respecto a determinadas combinaciones de
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colorantes. Para obtener mas informacién, consulte los
correspondientes manuales de los Kits.
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4 Procedimientos de instalacion

4.1 Requisitos del lugar

Los instrumentos Rotor-Gene Q MDx se deben instalar
resguardados de la luz solar directa y lejos de fuentes
de calor, vibraciones e interferencias eléctricas.
Respecto a las condiciones de funcionamiento
(temperatura y humedad), consulte el Apéndice A. El
lugar de instalacion no debe estar expuesto a fuertes
corrientes de aire, humedad extrema, polvo excesivo
ni grandes cambios de temperatura.

Respecto al peso y las dimensiones de los instrumentos
Rotor-Gene Q MDx, consulte el Apéndice A.
Asegurese de que el puesto de trabajo esté seco y
limpio y de que haya espacio adicional para
accesorios. Para obtener informacion detallada sobre
las condiciones que el puesto de trabajo debe reunir,
poéngase en contacto con el Servicio Técnico de
QIAGEN.

Nota: Es de vital importancia que el instrumento Rotor-
Gene Q MDx se coloque sobre una superficie estable,
nivelada y no expuesta a vibraciones. Consulte las
condiciones de funcionamiento — ver Apéndice A.

El instrumento Rotor-Gene Q MDx se debe colocar a
una distancia aproximada de 1,5 m (59 pulg.) de una
toma de corriente CA correctamente conectada a
tierra.

ADVERTENCIA |Atm&sfera explosiva [W10]
El instrumento Rotor-Gene Q MDx no se ha
A disefiado para ser utilizado en atmadsferas
explosivas.
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VAN

ADVERTENCIA [Riesgo de sobrecalentamiento [W16]

Para asegurar una ventilacion correcta del
instrumento, deje una distancia minima de 10 cm
(3,94 pulg.) en la parte posterior del Rotor-Gene Q
MDx.

No cubra las ranuras ni las aberturas que aseguran
la ventilacion del instrumento Rotor-Gene Q MDx.

4.2

Toma de corriente CA

Requisitos de potencia

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

Asegurese de que la tensién nominal del Rotor-Gene
Q MDx sea compatible con la tensién CA disponible
en el lugar de instalacién. Las fluctuaciones de la
tensidn de red no deben superar el 10% de las
tensiones de alimentacién nominales.

Requisitos de puesta a tierra

Para proteger a los usuarios, QIAGEN recomienda
conectar el Rotor-Gene Q MDx correctamente a tierra
(puesta a tierra). El instrumento esta equipado con un
cable de alimentacién de CA de tres conductores
gue, una vez conectado a una toma de corriente CA
adecuada, funciona como toma de tierra. Para
preservar esta proteccion, no conecte el instrumento
a una toma de corriente CA que no disponga de una
toma de tierra.

Instalacion del cable de red CA

Conecte un extremo del cable dered de CA ala
base de enchufe que se encuentra en la parte
posterior del instrumento Rotor-Gene Q MDx y el otro
extremo a la toma de corriente de CA.
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4.3 Requisitos del PC

El PC portatil que opcionalmente se suministra con el
Rotor-Gene Q MDx cumple los requisitos del software
Rotor-Gene Q que se detallan en la tabla siguiente.

Requisitos del PC

Descripcion

Requisito minimo

Sistema
operativo

Procesadort

Memoria RAMT

Espacio en el
disco durof

Graficos
Puertost

Unidad de
DVD-ROM
Dispositivo
sefalador

Bluetooth®

Visor de
documentos
PDF o
programa
similar
Opciones de
energia

Microsoft® Windows® 10 Professional
Edition (64 bits);

Microsoft Windows 7 Professional
Edition (32 bits o 64 bits)* (Service
Pack 1)

Intel® Core™ 2 Duo 1.66GHz o
superior

1 GB de RAM como minimo

10 GB de HDD como minimo

Tarjeta grafica y pantalla de como
minimo 1200 x 800 pixeles

Puerto de serie RS-232 o puerto USB

Se requiere un panel tactil
(touchpad), un ratén o un dispositivo
equivalente

Debe estar desactivado

Debe estar instalado; no forma
parte de los paquetes de instalacion
del software

Los discos duros no deben
apagarse, entrar en hibernacion ni
pasar al modo de suspensidn
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4.4

* Se requiere Microsoft Windows 10 Professional Edition o Windows 7
Professional Edition para ejecutar el software Rotor-Gene Q con las funciones
de seguridad (consulte el apartado 7.9). Las funciones de seguridad no
estan disponibles si se usa la version Home Edition de Windows 10 o de
Wwindows 7.

T Al utilizar la version 1.0 o 2.1 del software Rotor-Gene AssayManager®, los
siguientes requisitos minimos del PC son diferentes: Se requiere procesador
Intel Core i3-380M, 4 GB de RAM de memoria principal, 250 GB de espacio
de disco duro y puerto USB.

Configuracion de seguridad de
Windows 7

Los equipos portatiles que proporciona QIAGEN para
usar con el instrumento Rotor-Gene Q MDx vienen con
Microsoft Windows 7 preinstalado y estan configurados
con una cuenta de usuario de Windows estandar (no
administrativa) y con una cuenta de administrador. En
el uso habitual del sistema, se debera usar la cuenta
estandar, ya que el software Rotor-Gene Q vy la
version 1.0 o 2.1 del Rotor-Gene AssayManager estan
disefiados para ejecutarse sin derechos de
administrador. La cuenta de administrador solo se
debera usar para instalar el software Rotor-Gene Q o
la version 1.0 o 2.1 del Rotor-Gene AssayManager y un
software antivirus (consulte el apartado sobre el
"Software antivirus"). El uso de la cuenta de
administrador se indica con un fondo de escritorio
rojo. Asegurese de que siempre inicia sesion como
usuario estandar para el uso habitual.

Qla#g3n!A6 es la contrasefia predeterminada de la
cuenta de administrador. Cambie la contrasefa del
administrador después de iniciar la sesidn por primera
vez. Asegurese de que la contrasefia sea segura y de
gue no se pierda. La cuenta del operador no tiene
contrasefa.

4-4
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Si se pierde la cuenta del administrador del portatil, le
aconsejariamos que se pusiera en contacto con
Microsoft para obtener ayuda.

Si su configuracion es diferente y no contiene ninguna
cuenta no administrativa, los administradores del
sistema deberan configurar una cuenta de usuario de
Windows estandar adicional para evitar el acceso a
areas criticas del sistema, como "Program files"
(Archivos de programa), directorio Windows (p. €j.,
acceso a la funcién de instalacion o desinstalacion, lo
gue incluye aplicaciones, componentes del sistema
operativo, ajustes de fecha/hora, actualizaciones de
Windows, firewall, derechos y funciones de usuario,
activacion de antivirus) o ajustes correspondientes al
rendimiento, como ahorro de energia.

Para crear una cuenta de usuario estandar en
Windows 7, siga los pasos descritos en el apartado
"Crear una nueva cuenta de usuario":

Abra Windows Control Panel (Panel de control de
Windows) mediante el menu "Start" (Inicio) y
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seleccione "User Accounts > Manage Accounts”
(Cuentas de usuario > Administrar cuentas).

1. Seleccione "Create a new account" (Crear una
cuenta nuevay).

e

%rﬁi— har Apoounts ¢ Mlansge ooty + | 83 W Semn Comtrul Paned B
E 3

Choose the account you would like 1o change:

Adrmin d Guest
Ledrvaregtoned Gl poCeusd o ol

Wil o5 b s i ]

Akt bl theign o oo e
W St op Pasernid Lo

G0 to thae main User Scocunts pag

el

2. Asigne un nombre a la cuenta y seleccione
"Standard User" (Usuario estandar) como el tipo de

cuenta.
| ==
G@I.ﬂ. o I-l-lnlnt!mlu b Creste New Acoount = | 3 W -Fearhn Contrl Paoe B
-
Hama the account and choose an account type I

Thit farme will appear on B Welcorne seeeen and on the Siad menu.

Emmmﬂmtmmmmmﬂtwwmmmﬁuﬂtﬂmmmﬁ
the secunty of the coenpuber,

A naIr s

Adminitrator, e complets st 10 Bhe compter and can make sy devired changed. Baned on
rptificaion peftings, sdminndrators may be sskoed to peovide Breer passeoed or confirmaticn kel
enking champes that sect othes users.

e recommarnd that you peofect every sccourt with § ong pastvwoed.

Wity it standard scount necommanding?

e —— .

[ oot Acrouns | [ cancel |
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4.5

3. Haga clic en "Create Account" (Crear cuenta).

Desembalaje del Rotor-Gene Q MDx

El Rotor-Gene Q MDx se suministra con todos los
componentes necesarios para configurar y hacer
funcionar el instrumento. La caja también contiene
una lista de todos los componentes suministrados.

Nota: Compruebe mediante esa lista que se han
suministrado todos los componentes.

Nota: Antes de proceder a la instalacion, compruebe
si el instrumento y los accesorios suministrados no
presentan dafios causados por el transporte.

La caja de accesorios esta integrada en la parte
superior del embalaje de espuma y contiene:

B Guia de instalacion (en inglés; se dispone de
traducciones en el CD que incluye los manuales)
CD (software)

CD (manuales)

Bloque de carga de 96 tubos de 0,2 ml

Bloque de carga de 72 tubos de 0,1 ml

Soporte del rotor (desmontado para un transporte
mas seguro)

Rotor de 36 pocillos (este rotor es de color rojo)
Anillo de bloqueo para el rotor de 36 pocillos

Los componentes siguientes estan embalados a
ambos lados del embalaje de espuma:

B Cable USBy cable de serie RS-232

B Juego de cables de red internacionales

B Tubos PCR, 0,2 ml (1000)

M Tubos en tiray tapones, 0,1 ml (1000)

Cuando haya extraido todos estos componentes de la
caja, retire el embalaje de espuma colocado sobre el
Rotor-Gene Q MDx. Extraiga con cuidado el Rotor-
Gene Q MDx de la caja y retire la cubierta de plastico.
Abra la tapa deslizandola hacia atras para acceder a
la camara de reaccion.
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En el interior del Rotor-Gene Q MDx ya estan instalados
los elementos siguientes:

B Rotor de 72 pocillos (este rotor es de color azul)

B Anillo de bloqueo para el rotor de 72 pocillos

En funcioén de los detalles del pedido, la caja puede
incluir un PC portatil.

4.6 Accesorios

Los Rotor-Disc y los accesorios que desean utilizarse
con el Rotor-Gene Q MDx se pueden pedir por
separado. Para obtener informacion detallada,
consulte el Apéndice C.

4.7 Instalacion del hardware

Una vez desembalado el Rotor-Gene Q MDx, continte
con la instalacion como se describe a continuacion.

PRECAUCION |Dafios en el instrumento [C6]
Si el Rotor-Gene Q MDx se pone en funcionamiento
A inmediatamente después de la entrega en entornos

frios, los componentes mecanicos se pueden
bloquear. Antes de encenderlo, deje que el
instrumento se adapte a la temperatura de la sala
durante al menos una hora.

Haga lo siguiente:

1. Coloque el Rotor-Gene Q MDx sobre una superficie
nivelada.

2. Asegurese de que por detras del instrumento
guede espacio suficiente para abrir
completamente la tapa.

3. Asegurese de que se pueda acceder facilimente al
interruptor situado en la parte posterior del
instrumento.
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4.8

4. No obstruya la parte posterior del instrumento.
Asegurese de que, en caso necesario, el cable de
red pueda desenchufarse facilimente para
desconectar el instrumento del suministro de
corriente.

5. Conecte el cable USB o el cable de serie RS-232 a
un puerto USB o de comunicacion
respectivamente de la parte posterior del PC.

6. Conecte el cable USB o de serie RS-232 en la parte
posterior del Rotor-Gene Q MDx.

7. Conecte ahora el Rotor-Gene Q MDx a la red
eléctrica. Conecte un extremo del cable de red
de CA a la base de enchufe que se encuentra en
la parte posterior del Rotor-Gene Q MDx y el otro
extremo a la toma de corriente de CA.

~ A~

Interruptor
on/off -
- (il

Puerto

de |
suministr B |

cEme @
/
Placa de Ventilador de Puerto Puerto
identificacion con el refrigeracion  de serie

Nota: Para conectar el Rotor-Gene Q MDx al PC utilice
exclusivamente los cables USB y de serie suministrados
con el instrumento. No utilice otros cables.

Instalacion del software

1. Parainstalar el software Rotor-Gene Q, inserte el
CD (software) suministrado con el instrumento en la
unidad CD del PC.
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2. Seleccione "Install Operating Software" (Instalar
software operativo) en la ventana que se abre a
continuacion.

Nota: Consulte la "Guia de instalacion de Rotor-
Gene Q" suministrada con el instrumento que le
facilitara la instalacion y le guiara en los siguientes
pasos de la instalacion del software.

Rotor-Gene Q — Pure Detection

[ Install Operating Software

B E:it

3. Cuando haya instalado el software, se creara
automaticamente un icono en el escritorio.

4. Encienda el Rotor-Gene Q MDx desplazando el
interruptor situado en la parte posterior izquierda
del instrumento a la posicion "I". Un piloto azul
"Standby" (En espera) situado en la parte frontal
del Rotor-Gene Q MDx indica que el instrumento se
encuentra operativo.
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Nota: Al iniciar el sistema Rotor-Gene Q MDx
conectado a un PC por primera vez, sera
reconocido por el sistema operativo y aparecera
una serie de mensajes. Consulte la "Guia de
instalacion de Rotor-Gene Q" suministrada con el
instrumento (CD y edicién impresa) para obtener
instrucciones.

5. Haga doble clic en el icono del escritorio "Rotor-
Gene Q Series Software" (Software serie Rotor-
Gene Q) para iniciar el software.

6. Aliniciar por primera vez el software aparecera la
ventana "Welcome" (Bienvenido), lo cual no
sucedera en posteriores actualizaciones del
software.
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€ |ntroductory Screen and Initial Setup

Welcome!

‘welcome. Before pou begin, the analysis
software needs to know a couple of things
about the bype of spstem you are using.

Maching Serial Mumnber :

Port:

COM1 +| Auto-Detect

[ Run in Wirtual Mode (For Demonstration)

Begin | Exit Program |

"Machine Serial Introduzca el nimero de serie (7

Number"
(Numero de
serie de la
maquina):

"Port" (Puerto):

"Auto-Detect”

digitos) que encontrara en la parte
posterior del Rotor-Gene Q MDx.

Seleccione el cable USB o de serie.
Seleccione el puerto de comunicacion
adecuado o haga clic en el botdn
"Auto-Detect" (Autodetectar).

Si utiliza esta opcién, el puerto USB o
de serie correspondiente se detectara
automaticamente y se mostrara en la
lista desplegable "Port".

4-12
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"Runin Virtual Si marca esta casilla, podra instalar el
Mode (For software Rotor-Gene Q en un PC que
Demonstration)"'no esté conectado a un Rotor-Gene Q
(Ejecutar en MDx. El software estara plenamente
modo virtual  operativo y podra simular series

(con fines analiticas.

OIemOStrat'VOS))'Nota: Si marca esta casilla y hay un
Rotor-Gene Q MDx conectado al PC,
antes de que comience la serie
analitica aparecera el mensaje
siguiente: "You are about to runin
Virtual mode" (Va a utilizar el modo
virtual). Para realizar una serie analitica
real debera cambiar la configuracion
en la ventana "Setup" (Configuracion)
(ver apartado 7.5.4).

"Begin” (Iniciar): Cuando haya introducido todos los
datos, haga clic en "Begin". Espere a
que finalice la iniciacion (puede tardar
unos segundos). Si ha seleccionado el
modo virtual, aparecera el mensaje
siguiente:

Rotor-Gene () Series Software x|

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.

Si no ha marcado la casilla "Run in
Virtual Mode", el software se iniciaray
abrira automaticamente.

"Exit Program" Haga clic en este botdn para salir del
(Salir del programa.
programa):
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4.9 Version del software

Para averiguar el nUmero de version, haga clic en
"Help" (Ayuda) y después en "About This Software...'
(Acerca de 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 penatties, and will

be prosecuted to the maximum extent

possible under the law. Portions of Info-Zip

(c) 1980-1589 Info-ZIP Pty Lid. " N .

ag |

Esta ventana muestra informacion general sobre el
software, incluyendo la version del software y el
numero de serie y el modelo del instrumento.

El software puede copiarse libremente para utilizarse
en una organizacion que disponga de un Rotor-Gene
Q MDx. Queda prohibido copiar el software y
distribuirlo a terceras personas ajenas a la
organizacion.

410 Software adicional en PC conectados a
instrumentos Rotor-Gene Q MDx

El software Rotor-Gene Q gestiona los procesos de
tiempo critico durante el ciclo PCR y la adquisicion de
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4.10.1

los datos. Por este motivo, es importante asegurar que
ningln otro proceso utilice una gran parte de los
recursos del sistema y enlentezca asi el software Rotor-
Gene Q. Es especialmente importante que preste
atencion a los puntos que se indican abajo.

Se aconseja a los administradores de sistema que
antes de realizar una modificacién del sistema tengan
en cuenta el efecto que esta pueda tener sobre los
recursos.

Softwareantivirus

QIAGEN tiene en cuenta la amenaza que los virus
informaticos pueden imponer en cualquier ordenador
gue intercambie datos con otros ordenadores. Se
espera que la version 1.0 o 2.1 del software Rotor-
Gene AssayManager se instale principalmente en
entornos que cuenten con politicas locales vigentes
para minimizar esta amenaza. Sin embargo, QIAGEN
recomienda siempre el uso de un software antivirus.

La eleccion e instalacion de la herramienta de
deteccidn de virus adecuada es responsabilidad del
cliente. Sin embargo, QIAGEN ha validado el software
Rotor-Gene Q y las versiones 1.0 y 2.1 del Rotor-Gene
AssayManager con el portatil QIAGEN junto con los
dos siguientes antivirus compatibles:

B Symantec® Endpoint Protection V12.1.6

B Microsoft Security Essentials V4.10.2091

Consulte la pagina de producto en QIAGEN.com para
conocer las ultimas versiones del software antivirus que
se han validado junto con el software Rotor-Gene Q y
la version 1.0 o 2.1 del Rotor-Gene AssayManager.

1 Nota: Después de la instalacion de "Microsoft Security Essentials",
debera comprobar que las actualizaciones de Windows estén
desactivadas, ya que la instalaciéon podria activar esta configuracion
(lea el capitulo "Actualizaciones del sistema operativo").
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4.10.2

Si se selecciona un software antivirus, asegurese de
gue se puede configurar de modo que la ruta de la
carpeta de la base de datos pueda excluirse de la
exploracién. De lo contrario, existe el riesgo de errores
de conexiéon de la base de datos. Dado que las
versiones 1.0 y 2.1 del Rotor-Gene AssayManager
crean dinamicamente nuevos archivos de base de
datos, es necesario excluir la ruta de la carpeta a los
archivos y no los archivos individuales. No
recomendamos el uso de los antivirus con los que se
puedan excluir tnicamente archivos individuales,

p. €j., McAfee Antivirus Plus V16.0.5. Si el equipo se
utiliza en un entorno sin acceso a la red, asegurese
también de que el software antivirus admita
actualizaciones sin conexion.

Para obtener resultados consistentes después de la
instalacion de un software antivirus, los administradores
del sistema deben garantizar lo siguiente:

B Como se ha explicado anteriormente, es necesario
excluir la ruta de la carpeta de la base de datos
de las versiones 1.0 y 2.1 del Rotor-Gene
AssayManager (C:\Program Files\Microsoft SQL
Server\MSSQL10 50.RGAMINSTANCE\MSSQL\DATA
) de las exploraciones de los archivos.

B Las actualizaciones de la base de datos de virus
no se llevan a cabo cuando la versién 1.0 o 2.1 del
software Rotor-Gene AssayManager esta en uso.

B Asegurese de que las exploraciones totales o
parciales del disco duro estén deshabilitadas
durante la adquisicion de datos PCR en tiempo
real. De lo contrario, existe el riesgo de impactos
adversos en el rendimiento del instrumento.

Lea el manual del software antivirus seleccionado
para conocer la informaciéon de configuracion.
Firewall y redes

El software Rotor-Gene Q puede funcionar en equipos
sin acceso a lared o en un entorno de red, si se utiliza
un servidor de base de datos remoto. Para el
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funcionamiento en red, el firewall del ordenador
portatil proporcionado por QIAGEN esta configurado
de forma que el trafico entrante se bloquee para
todos los puertos, excepto los necesarios para
establecer una conexion de red.

Tenga en cuenta que el bloqueo de las conexiones
entrantes no afecta a las respuestas a las solicitudes
activadas por el usuario. Se permiten las conexiones
salientes, ya que pueden ser necesarias para
recuperar actualizaciones.

Si su configuracion es diferente, la recomendacion de
QIAGEN es configurar el firewall de la manera descrita
con anterioridad. Con este propodsito, un administrador
del sistema debe iniciar sesidn y realizar los siguientes
pasos:

1. Abrir "Control Panel" (Panel de control) y seleccionar
"Windows Firewall" (Firewall de Windows).

CIE) = ¢ Contiirine + 20 ContePanai e » e

iaF

yWME M EGBE
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2. Seleccionar "Use recommended settings" (Usar ajustes

recomendados).

= L
P e reie s e i st trn = T
Cartsel Pand Hs b
- Help protect your computer with Windows Firewall
s et 1o iting st 1o yeut compuier
B Turm Wandos Freewall n g6
o
B Restere sefiatt
il
& Adaanced witngs i S Lne regemmended weftng
B e ek e ] |
b . & Home or work {private) netwarks
f . B Public netwarks
Metanorks i pubic places susch st sirpcons o coses shap r
k Wz Frewal state o !

Incarming connedttes

Biesth ol cenepetiond b prigrams that are not 2n the
St of alivend programs

Active publec pemwodks Hane |

Hetificsioon state Hetity e whes Windows Frens becks o nem
iy

Aesiom Certer

Metuccek aeed Sharing Conter

Comprobar que los ajustes siguientes estén activos:

= L
LRI T
L
Contesl Pand Home
w Firewall
i 3Pt e ing Bt UGy compuer
B @ tome orwork (private networks Nat €
Netearks s o or mork mhar o o s e v peple s e o the nefmsrk l
Window Frewal stute On |
Intamng conmpttion: Elotk ol conneciond b progrem that are not ¢n the:
8 cf ke proggamms b
. —— i -
Active home o wadk (privete) a: Hone
Metseamon itae Htty me b Vi Pl biocks o mem
| progeam
]
( l & Fubsic networks Connected (& §

Phetmerks in ki plbcet 3uch o8 st or coffe shap

| A S—— tn
Incaming connections: A e ——
o st progras
e pubis: et e
Neticason state oty ma v s Fiepwall blocks  new
Ao Centar -

Metuccek aeed Sharing Conter

Por motivos de seguridad y fiabilidad, se utilizara el
acceso alared por cable en lugar del Wi-Fi. Los
portatiles proporcionados por parte de QIAGEN
disponen de un adaptador de Wi-Fi deshabilitado. Si
su configuracion es diferente, un administrador del
sistema debe deshabilitar el adaptador de Wi-Fi de
forma manual, realizando los siguientes pasos:
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1. Abrir "Control Panel" (Panel de control) y
seleccionar "Network and Sharing Center"' (Centro
de redes y recursos compartidos).

&5 %[ 1 CotroiPame + 28 Cotrol Pasel Bems » =

Adjist your computer's settings Ve Sensllieoms =

- S )

2. Seleccionar "Change adapter settings" (Cambiar
configuracion del adaptador).

e
5[5 1 ControlPaet 20 Controt Panel e » Htwork and Shaemy Certer «[ 3 | Search con
Corsel Banel Home o
i Wiew your basic network information and set up connections
e s nenes A x @
T T GUAGEN-PC Iréarmat
Change ssiumc T comprter)
setiage
Vi yes et etk
Vo e cumantly st cannacted 0 any netwcris.
| Change you netmerbin settings
| G et roes E—
™ Setup s wieshe brossband, duliup, a8 hoe. e VPN comedtien: ¢ S g 4 euter of steeis peint
settings. ’
HemeGrop
eternet Optons
Windzan Feewak

3. Situar el cursor sobre "Wireless Network Connection"
(Conexion de red inalambrica), pulsar el botén
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derecho del ratén y seleccionar "Disable"
(Deshabilitar) en el menu contextual.

Bf

Hanama the comaction  Change sattings of ths consection £ M1 89

L o

4. Compruebe que la conexion de red inalambrica
esté deshabilitada.

4.10.3 Herramientas de sistema

Muchas herramientas de sistema pueden utilizar una
gran parte de los recursos del sistema, incluso sin la
interaccion del usuario. Ejemplos tipicos de estas
herramientas son:
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4.10.4

B Laindexacion de archivos, ejecutada como tarea
en segundo plano por muchas aplicaciones de
oficina actuales

B La desfragmentacion del disco, que a menudo se
realiza también en segundo plano

B Cualquier software que busque actualizaciones en
Internet

B Herramientas de monitorizacion y de
administracion remota

Tenga en cuenta que debido a la naturaleza
dinamica del mundo informéatico esta lista puede ser
incompleta y es posible que se hayan comercializado
herramientas que no se conocian en el momento de
la redaccidn de esta guia. Es importante que los
administradores de sistema controlen que ninguna
herramienta de este tipo esta activa durante un ciclo
PCR.

Actualizaciones del sistema operativo

Los ordenadores portatiles suministrados por QIAGEN
estan configurados de forma que las actualizaciones
automaticas del sistema operativo estan
deshabilitadas. Si su configuracién es diferente, un
administrador del sistema debe deshabilitar los
procesos de actualizacion automaticos del sistema
operativo, mediante los siguientes pasos:
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1. Abrir "Control Panel" (Panel de control) y
seleccionar "Windows Update" (Actualizacion de
windows).

T

(s (B 1 ControtPaet 1 20 Control PaceiBerms + - |6 Jf St e P

Adjisst your compuler's settings. Mo b Seruiionms

H Bachu aed Rintsre

3 Metmerk

B perznnizmen

#

I Wincows Defender

L R p——

2. Seleccionar "Change settings" (Cambiar
configuracion).

T
&5 w5 1 ControiPaet 1 28 Control PanelBerms + Wi Update =43 |[ Sear o £
[ 1 )l
s Windows Update
[re—
o S a Chack for updates for your computer |
Rastorn ki updies B aricemanca. "
ek [T
Checkiee
1ot recent check foe updetes: AT st 132 P00
Updates were imtalied AN s EE I Vi iptate sy
Ve eceree updates CTT—
(et kst ctvr Aot peechutn,Fie o1t e
]
Itated Updtes
B Windewn Amyene Upgrade.
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3. Seleccionar "Never check for updates" (No buscar
actualizaciones).

ey
P Coeemreia's vt hen s et sy chcyemeety = T
a0t usdrtes s ntall the=s
il o can sk vl therm bafare thufsing Sown Eha
i J l
Iratall updates sutomcaally [recommended]
| Dr-na:o.l p_«nwlemmmne er 1o minsd m |
|
chows Uit might edute Racll mtsrratically fst whin hodting foe etber updites. Faad o r
' ]
Hiox Cancel

4. Comprobar que la opcién "Important updates"
(Actualizaciones importantes) "Never check for
updates" (No buscar actualizaciones) esté

activada.
T
oo L o
s
S e
|
A .3 Never check for updaties jnot rocomemendod) - l
l ded updatios The time wiy | tecenve impotast vpdates
I o R P
Updite rmight et sl utirmatcaly e wh kg o o it Baod r
' | ]
ok Cancel
e — = e

En caso de que se necesiten actualizaciones debido
a vulnerabilidades de seguridad no cubiertas, QIAGEN
proporciona mecanismos para instalar un conjunto
definido de parches de seguridad validados de
Windows, ya sea en linea (si hay conexién a Internet
disponible en el portatil QIAGEN) o como paquete
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fuera de linea, preparados en un equipo
independiente con conexion a Internet.

Para obtener mas informacion, visite la pagina del
producto en QIAGEN.com.

411 Actualizacion del software

Puede descargar actualizaciones del software de la
pagina web de QIAGEN
(www.giagen.com/products/rotor-genegmdx.aspx), a
la cual también se puede acceder desde el menu
"Help" del software. Para poder descargar el software
debera registrarse en linea.
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Esta pagina se ha dejado en blanco
intencionadamente
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5.1

Procedimientos de funcionamiento
— Hardware

En este apartado se describe el funcionamiento del
Rotor-Gene Q MDx.

Tipos de rotores

Seleccione en primer lugar el tipo de tubo y el rotor
gue desee utilizar. Dispone de cuatro rotores distintos
para diferentes tipos de tubos.

Nota: Con el instrumento se suministran un rotor de 36
pocillos y un rotor de 72 pocillos. Los rotores Rotor-Disc®
Son accesorios.

IMPORTANTE: Utilice tubos idénticos en una serie
analitica. No mezcle diferentes tipos de tubos ni tubos
de diferentes fabricantes ya que ello podria afectar a
la uniformidad 6ptica. Le recomendamos utilizar tubos
QIAGEN, los cuales estan especialmente disefiados
para ser utilizados con el Rotor-Gene Q MDx (ver
Apéndice C). Los tubos de otros fabricantes pueden
presentar autofluorescencia, lo cual podria afectar a
la fiabilidad de los resultados. Ademas, los tubos de
otros fabricantes pueden variar en longitud y grosor, lo
gue puede provocar un defecto de alineacion de la
trayectoria 6ptica del Rotor-Gene Q MDx y alterar la
reaccion en el tubo. QIAGEN se reserva el derecho de
rehusar prestar soporte técnico en caso de problemas
provocados por materiales plasticos no certificados
por QIAGEN en el instrumento Rotor-Gene Q MDXx.

IMPORTANTE: La utilizacion en el Rotor-Gene Q MDx de
materiales plasticos no certificados por QIAGEN
puede anular la garantia del instrumento.

PRECAUCION |Dafios en el instrumento [C3]

Examine visualmente el rotor antes de cada serie
analitica y asegurese de que no esta dafado ni
deformado.
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Rotor de 36 pocillos

El rotor de 36 pocillos es de color rojo. El rotor de 36
pocillos y el anillo de bloqueo para el rotor de 36
pocillos permiten utilizar tubos de 0,2 ml. No es
necesario que los tubos dispongan de tapones
Opticamente transparentes porque el Rotor-Gene Q
MDx registra la fluorescencia desde el fondo del tubo
y no desde la parte superior. También se pueden
utilizar tubos con tapones abovedados.

Rotor de 72 pocillos

El rotor de 72 pocillos es de color azul. El rotor de 72
pocillos y el anillo de bloqueo para el rotor de 72
pocillos se utilizan para tubos en tira y tapones de

0,1 ml, los cuales pueden usarse para volimenes
minimos de 20 pl. Los tapones sellan los tubos de forma
seguray fiable.
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Rotor Rotor-Disc 72

El rotor Rotor-Disc 72 es de color gris oscuro. El rotor y el
anillo de bloqueo Rotor-Disc 72 permiten utilizar el
Rotor-Disc 72. El Rotor-Disc 72 es un disco con 72
pocillos para un uso de alto rendimiento. Para sellar el
Rotor-Disc 72 se aplica una lamina polimérica
transparente a la parte superior que después se sella
mediante calor. Esta lamina debe aplicarse
rApidamente y evita la contaminacion
proporcionando un sellado resistente, duraderoy a
prueba de falsificaciones. Para obtener méas
informacion sobre el Rotor-Disc 72, consulte el
apartado 5.3.

Rotor Rotor-Disc 100

El rotor Rotor-Disc 100 es de color dorado. El rotor y el
anillo de bloqueo Rotor-Disc 100 permiten utilizar el
Rotor-Disc 100. El Rotor-Disc 100 es un disco con 100
pocillos para un uso de alto rendimiento. El Rotor-Disc
100 es el equivalente rotatorio de una placa de 96
pocillos, pero dispone ademas de cuatro pocillos de
referencia. Permite la integraciéon del Rotor-Gene Q
MDx en las secuencias de trabajo de laboratorio de 96
pocillos. Los pocillos adicionales se pueden utilizar
convenientemente para mas muestras, reacciones de
control adicionales o reacciones de orientacion sin
ocupar ninguna de las posiciones predeterminadas de
los 96 pocillos. Para asegurar una perfecta
compatibilidad con el flujo de trabajo con 96 pocillos,
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los pocillos del Rotor-Disc 100 utilizan las mismas
convenciones de rotulacidn que la placa de 96
pocillos, es decir de Al - A12 a H1 - H12. Los cuatro
pocillos de referencia adicionales se rotulan de R1 a
R4. Para obtener més informacioén sobre el Rotor-Disc
100, consulte el apartado 5.3.

Especificaciones del rotor

Capacidad Volumen de
de los N° de reaccion
Tipo de rotor pocillos muestra  Tipo de tubo recomendado
Rotor de 36 200 pl 36 Tubos de PCR,20-50 pl
pocillos 0,2 ml
Rotorde 72 100 pl 72 Tubos en tira y20-50 pl
pocillos tapones,
0,1 mi
Rotor Rotor- 100 pl 72 Rotor-Disc 72 20-25 pl
Disc 72
Rotor Rotor- 30 100  Rotor-Disc 100 15-20 pl
Disc 100
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5.2

Nota: El rotor de 36 pocillos y el rotor de 72 pocillos
para el Rotor-Gene Q MDx no se deben utilizar en
instrumentos Rotor-Gene 3000 debido a
incompatibilidades de alineacién Gptica. Siga
utilizando con los instrumentos Rotor-Gene 3000 los
anteriores rotores de 36 y 72 posiciones.

Preparacion de las reacciones

IMPORTANTE: Para asegurar resultados fiables, en
cada serie analitica se deben utilizar controles
adecuados.

Las reacciones se pueden preparar mediante el
bloque de carga de 96 tubos de 0,2 ml (para tubos de
PCR de 0,2 ml), el bloque de carga de 72 tubos de

0,1 ml (para tubos en tira y tapones de 0,1 ml
equipados con una pipeta de canal Unico), el bloque
de carga de 72 tubos de 0,1 ml multicanal (para tubos
en tiray tapones de 0,1 ml equipados con una pipeta
multicanal), el bloque de carga Rotor-Disc 72 (para el
Rotor-Disc 72) o el bloque de carga Rotor-Disc 100
(para el Rotor-Disc 100). Todos los bloques estan
fabricados en aluminio y se pueden enfriar
previamente.

El bloque de carga de 72 tubos de 0,1 ml (en la foto)
alberga 18 tubos en tira, asi como un maximo de ocho
tubos de 0,5 ml que se pueden utilizar para preparar la
mezcla maestra y un maximo de dieciséis tubos de

0,2 ml que se pueden utilizar para configurar curvas
estandar. El procedimiento siguiente describe la
preparacion de las reacciones mediante el rotor de 72
pocillos. El mismo procedimiento se puede utilizar para
preparar las reacciones mediante el rotor de 36
pocillos y los accesorios adecuados.
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1. Coloque los tubos en tira en el bloque de carga y
reparta entre ellos los componentes de la
reaccion.

2. Coloque bien los tapones en los tubos en tira y
verifique visualmente que estan correctamente
sellados.
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3. Introduzca los tubos en tira en el rotor de 72
pocillos y asegurese de que cada tubo esté
correctamente colocado en su lugar en la
orientacién correcta.

Si no se colocan correctamente en el rotor, las
muestras no se alinearan de forma 6ptima encima
del sistema de deteccion, lo que puede provocar
una reduccion de la sefial de fluorescencia
registrada y de la sensibilidad de deteccion. Con
el instrumento se suministra un soporte para el rotor
que facilita la carga de los tubos.
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IMPORTANTE: Para lograr la maxima uniformidad
térmica, cada posicion del rotor debe contener un
tubo. Mediante el llenado de todas las posiciones
del rotor se asegura un flujo de aire uniforme a
cada uno de los tubos. Tenga a mano un juego de
tubos vacios con el tap6n puesto para rellenar con
ellos las posiciones no utilizadas.

4. Inserte el anillo de bloqueo en el rotor de 72
pocillos empujando las tres clavijas de
posicionamiento a través de los orificios exteriores
del rotor.

El anillo de bloqueo asegura que los tapones
permanezcan en los tubos durante el
procesamiento.
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5. Introduzca el conjunto en la camara del Rotor-
Gene Q MDx encajandolo mediante la clavija de
posicionamiento en el cubo del rotor. Para
extraerlo, simplemente presione sobre el cubo del
rotor y saquelo.

6. Cierre la tapay configure el perfil de la serie
analitica mediante el software RotorGene Q.
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5.3

Preparacion del Rotor-Disc

El Rotor-Disc 72 o el Rotor-Disc 100 incluyen 72 y 100
pocillos respectivamente en un disco de una sola
pieza disefiado para obtener un alto rendimiento. El
Rotor-Disc 72 y el Rotor-Disc 100 no utilizan tapones. En
su lugar se aplica la lamina de termosellado del Rotor-
Disc y se sella mediante calor con la termoselladora
del Rotor-Disc. Esta lamina evita la contaminacién
proporcionando un sellado resistente, duradero y a
prueba de falsificaciones. El termosellado del Rotor-
Disc se realiza tal y como se describe a continuacion.

IMPORTANTE: Antes de comenzar con este proceso,
lea la hoja de informacion del producto suministrada
con la termoselladora del Rotor-Disc.

1. Encienda la termoselladora del Rotor-Disc con el
interruptor situado en la parte posterior izquierda.
Se ilumina el piloto rojo "Power" (Encendido). La
termoselladora del Rotor-Disc tarda
aproximadamente 10 minutos en alcanzar la
temperatura de funcionamiento, momento en que
se enciende el piloto verde "Ready" (Listo).

2. Seleccione un sellado permanente o temporal.
Nota: Cuando la termoselladora del Rotor-Disc
esté lista, puede dejarla funcionar continuamente
sin ningun peligro.

3. Utilice la pestafia de posicién uno del Rotor-Disc y
los orificios guia para los tubos del bloque de
carga del Rotor-Disc para insertar correctamente
el Rotor-Disc en el bloque de carga del Rotor-Disc.

4. Prepare las reacciones en el Rotor-Disc realizando
un pipeteo manual o utilice un sistema de
manipulaciéon de liquidos automatizado.

5-10
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5. Retire la parte central de una hoja de lamina de
termosellado del Rotor-Disc plegandola
ligeramente por la mitad, pinzando la parte central
y despegandola con cuidado.

6. Coloque la lamina sobre el Rotor-Disc en la
posicion correcta tal y como indica la etiqueta
"SIDE UP" (este lado arriba). Asegurese de que la
etiqueta "SIDE UP" quede situada en el extremo
inferior del bloque de carga del Rotor-Disc.

El orificio central de la lamina debe deslizarse
facilmente sobre el cilindro del bloque de carga
del Rotor-Disc y hacia el lado superior del Rotor-
Disc.
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7. Inserte el conjunto en la termoselladora del Rotor-
Disc utilizando los rieles guia situados en la parte
lateral del bloque de carga del Rotor-Disc.
Asegurese de que el bloque de carga del Rotor-
Disc se ha introducido completamente.

8. Para activar el mecanismo de sellado, pulse
primero la barra anodizada azul del lado superior
de la termoselladora y, a continuacion, empuje
hacia atras el fiador negro.
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9. Cuando haya bajado el mecanismo de sellado, se
encendera el piloto naranja "Sealing" (Sellado). Si
el bloque de carga del Rotor-Disc no se encuentra
en la posicion correcta, sonara un pitido de
advertencia.

10. Una vez finalizado el sellado, se emitira un pitido
continuo y el piloto naranja "Sealing" comenzara a
parpadear. Pulse la barra anodizada azul para
volver a elevar y liberar el mecanismo de sellado
en su posicioén inicial.

IMPORTANTE: No prolongue el sellado durante mas
tiempo del que indica el pitido ya que de lo
contrario podria deformarse el Rotor-Disc.

Nota: Con el fin de avisarle si accidentalmente no
consigue liberar el mecanismo de bloqueo, el
piloto naranja “Sealing” intermitente se iluminara
de forma continua y el pitido continuo se
convertirad en un sonido intermitente.

11. Expulse el bloque de carga del Rotor-Disc de la
termoselladora del Rotor-Disc. Deje que la lamina
se enfrie durante aproximadamente 10 segundos.
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Retire la |amina de sellado sobrante presionandola
hacia abajo para desprenderla. No tire de la
[d&mina sobrante hacia arriba.

12. Extraiga el Rotor-Disc del bloque de carga del
Rotor-Disc.

13. Cargue el Rotor-Disc en el rotor utilizando la
pestafia de “posicibn uno” como guia para la
orientacioén correcta.
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Esta pagina se ha dejado en blanco
intencionadamente
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Procedimientos de funcionamiento — Software

6.1

Procedimientos de funcionamiento
— Software

Puede preparar nuevas series analiticas con el
asistente Quick Start o el asistente Advanced
(Avanzado) que apareceran al iniciar el software. El
asistente Quick Start esta disefiado para permitir al
usuario iniciar la serie analitica lo mas rapidamente
posible. El asistente Advanced incluye mas opciones,
como p. ej. la configuracion de la optimizaciéon de
ganancia y la configuracidon de volimenes. Para una
mayor comodidad, los asistentes ofrecen varias
plantillas con condiciones de ciclado y canales de
adquisicion predeterminados. Para cambiar el tipo de
asistente, seleccione la pestafia adecuada en la
parte superior de la ventana "New Run" (Nueva serie
analitica).

Asistente Quick Start

El asistente Quick Start permite al usuario iniciar la serie
analitica lo mas rapidamente posible. El usuario puede
elegir entre una serie de plantillas de uso frecuente e
introducir el minimo de parametros para comenzar. El
asistente Quick Start presupone que el volumen de
reaccion es de 25 pl. Para otros volumenes de
reaccion, utilice el asistente Advanced (ver apartado
6.2).

Como primer paso, seleccione la plantilla que desee
utilizar para la serie analitica haciendo doble clic en
ella en la lista de la ventana "New Run".
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x

Buick Start I Advanced

Imports the cyding
and acquisition and
sample definitions

qEThree Step with Melt from the last run open
in the software.

rform Last Run

L1]

'S Two Step
*a
% Quenched FRET
4
‘& Mudleic Acid Concentration Measurement
S
J_ | HRM™

T-.\J__;_J Other Runs

f__J Open A Template In Another Folder. ..

Cancel

I

Help

¥ Show This Screen When Software Dpens

"Perform Last  "Perform Last Run" utiliza las definiciones
Run" (Ejecutar de ciclado, adquisicion y muestras de la

Gltima serie Ultima serie analitica abierta en el
analitica): software.

"Three Step with Se trata de un perfil de ciclado de tres
Melt" (Tres pasos y de una curva de disociaciéon con
pasos con adquisicion de datos en el canal verde.

disociacion):

"Two Step" (Dos Se trata de un perfil de ciclado de dos
pasos): pasos con adquisicidon de datos en los
canales verde, amairillo, naranja y rojo.
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"Quenched Se trata de un perfil de ciclado de tres

FRET" (Extincibn pasosy de una curva de disociaciéon. A

FRET): diferencia de Three Step with Melt, la
adquisicidn se realiza al final del paso de
annealing.

"Nucleic Acid Se trata de una plantilla predeterminada
Concentration para medir la concentracion de acido
Measurement" nucleico mediante colorantes

(Medicidn de laintercalantes.

concentracion

de acido

nucleico):

"HRM": Esta carpeta contiene perfiles de
disociacion de alta resolucion.

"Other Runs" Esta carpeta contiene perfiles

(Otras series adicionales.

analiticas):

Los perfiles de ciclado y de adquisicion de todas las
plantillas se pueden modificar con el asistente.

Nota: Es posible afiadir plantillas definidas por el
usuario a la lista de plantillas del asistente Quick Start
copiando o guardando los archivos *.ret en
C:\Program Files\Rotor-Gene Q
Software\Templates\Quick Start Templates. Tras
copiar un archivo en esta ruta, la plantilla aparecera
como icono en la lista. Si desea personalizar los iconos
de sus plantillas, cree una imagen *.ico con el mismo
nombre de archivo que la plantilla.

Es posible crear subcarpetas para las plantillas
relacionadas por grupos. Esto permite organizar las
plantillas, lo que puede resultar atil si, p. ej., varios
usuarios utilizan el mismo instrumento.
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6.1.1 Seleccion del rotor
En la ventana siguiente, seleccione de la lista el tipo
de rotor.
Marque la casilla "Locking Ring Attached" (Anillo de
bloqueo acoplado) y después haga clic en "Next"
(Siguiente).
[* Quick Start
1. Rotor Selection l 2. Confirmn Profile
Rotor Type -
36-Well Rotor
Iv Locking Ring Attached
Carl_|
6.1.2 Confirmacion del perfil
Se importan las condiciones de ciclado y los canales
de adquisicidn de la plantilla seleccionada. Estos
pueden modificarse en la ventana "Edit Profile" (Editar
perfil) (ver apartado 6.2.4).
Para iniciar una serie analitica, haga clic en el botdn
"Start Run" (Iniciar serie analitica). También es posible
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guardar la plantilla antes de iniciar el ciclo haciendo
clic en "Save Template" (Guardar plantilla).

1. Rotor Selection 2 Confim Profile |
g H

New Open Save As

Help

- |

The run wil take approximately 77 minutefs] to complete. The graph below represents the un ta be performed

AL LHAL

Click on a cycle below to modify it

Inseit ater
Cycing
Mek Ingert before..
Fiemave

Hold Temperatire s 95 | geg

Hold Time : 2 |mns 0 |secs

< Back Save Template Start Run Cancel

6.1.3 Guardar la serie analitica

Tras hacer clic en el botdn "Start Run", aparecera la
ventana "Save As" (Guardar como). La serie analitica
se puede guardar en la ubicacién que el usuario
desee. Esta recibird un nombre de archivo formado
por la plantilla utilizada y por la fecha de la serie
analitica. En el nombre de archivo también se incluye
un nimero de serie (1, 2, etc.) para permitir la
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asignacion automatica de nombres a varias series
analiticas que utilicen el mismo dia la misma plantilla.

x|

& & of B

File name: IThree Step with Melt 2008-12-04 (1) j Save I
&l

Save astype: IRun File (" rex)

6.1.4 Preparacion de muestras

Una vez se haya iniciado la serie analitica, podra
definir y describir muestras en la ventana "Edit
Samples" (Editar muestras).

—Iol x|

File Edit Format Security
Standard |H0t0r Stylel

Settings :
lrﬁiven Conc. Format ; |123,45? opies/reaction Muore Options |
—Samples :
I | Edit | FesetDefsut| Gradent | [CEHEEET
C |10 |Mame | Tupe | Groups | Given Cone. |Selected |
A1 R 1000 Standard 1.000 Yes
W:2 rioo Standard 1,000 ez
W R0 Standard 100 Yz
M1 R10 Standard 100 es
Wi R0 Standard 10 Yes
Wi R0 Standard 10 ez
M7 Rt Standard 1 Ves
M R Standard 1 Tes
B1 |RNTC NTE Tes
B2 |RNTC NTE Yes
e 1100 Standard 1,000 Yes
Blce: 1000 Standard 1.000 ‘ez i
Page -
’7Name: IF‘age1 £ | » | Mew | Deletel [~ Synchronize pages

Unda | QK. Cancel Help |
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La ventana "Edit Samples" aparece tras iniciarse la
serie analitica para que el usuario pueda aprovechar
este tiempo para introducir los nombres de las
muestras. Si los nombres de las muestras se introducen
muy rapidamente durante la serie (p. ej., utilizando un
escaner de coédigos de barras), podria producirse una
transposicion de letras en los nombres de las muestras.
Por consiguiente, se recomienda no usar un escaner
de cddigos de barras y, si procede, introducir los
nombres de las muestras una vez finalizada la serie.
Para obtener informacion sobre la creacion de
definiciones de muestras en la ventana "Edit Samples",
consulte el apartado 7.8.4.
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6.2 Asistente Advanced

El asistente Advanced incluye opciones que no estan
disponibles en el asistente Quick Start, como p. €j. la
configuracién de la optimizacion de ganancia.

Para utilizar el asistente Advanced, seleccione una
plantilla haciendo doble clic en el nombre de la
plantilla en la lista de la pestafia "Advanced" de la
ventana "New Run".

ﬂ

Buick Start Advanced |

Imports the cyding
and acquisition and
zample definitions

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

Perform Last Run

*e
S Three Step with Melt

1]

'8 Two Step

| HRM™

| Other Runs
@ Instrument Maintenance

Cpen A Template In Another Folder. .,

ﬁﬁfij

Cancel

Help

0

¥ Show This Screen When Software Dpens

Las plantillas proporcionadas en esta ventana son
similares a las que se proporcionan si se utiliza el
asistente Quick Start (apartado 6.1).
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"Perform Last "Perform Last Run" importa las

Run": definiciones de ciclado, adquisicion y
muestras de la ultima serie analitica
abierta en el software.

"Empty Run” Se trata de una serie analitica vacia
(Ciclo vacio): que permite al usuario definir todos los
parametros del perfil.

"Three Step with Se trata de un perfil de ciclado de tres

Melt": pasos y de una curva de disociacion
con adquisiciéon de datos en el canal
verde.

"Two Step": Se trata de un perfil de ciclado de dos

pasos con adquisicidbn de datos solo
en el canal verde para acelerar la
serie analitica.

"HRM": Esta carpeta contiene dos perfiles de
disociaciéon de alta resolucion.

"Other Runs":  Esta carpeta contiene perfiles
adicionales.

"Instrument Contiene la plantilla utilizada durante
Maintenance" la verificacion 6ptica de la
(Mantenimientotemperatura (Optical Temperature
del Verification, OTV). Para mas
instrumento): informacién, consulte el apartado 10.
Esta plantilla esta bloqueada para
asegurar que el perfil siempre
funcionar& correctamente.

Nota: Es posible afiadir plantillas definidas por el
usuario a la lista de plantillas copiando o guardando
los archivos *.ret en C:\Program Files\Rotor-Gene Q
Software\Templates\. Tras copiar un archivo en esta
ruta, la plantilla aparecerd como icono en la lista.
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6.2.1

6.2.2

Ventana "New Run Wizard 1"

En la ventana siguiente, seleccione de la lista el tipo
de rotor.

Marque la casilla "Locking Ring Attached"y haga clic
en "Next" para continuar.

New Run Wizard

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Rator Type

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

™ Locking Ring Attached

] Mewt »» ]

Ventana "New Run Wizard 2"

En la ventana siguiente puede introducir el nombre
del usuario y notas sobre la serie analitica. También
debera introducir el volumen de reaccion.

Si ha seleccionado en la ventana 1 el rotor de 72
pocillos, en el menu desplegable "Sample Layout”
(Disefio de muestra) apareceran tres opciones. “1, 2,
3...” es la opcion predeterminada. La mayoria de los
usuarios seleccionan esta opcion. Se debe seleccionar
"1A, 1B, 1C..." si las muestras se han cargado en tubos
de tira adyacentes de 0,1 ml utilizando una pipeta
multicanal con ocho canales. Si procede, se debera
seleccionar el disefio "Al, A2, A3...".

6-10
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6.2.3

New Run Wizard [?|
Thiz zcreen dizplays mizcellansous options for the run. Complete the fields, ;hlis box ?iSpla-"'S 3
clicking Mext when you are ready to move to the nest page. thipuxﬁ;a?dérgzrﬁellg
Hoeiaioi on an item, hover

P ' wour mouse over the
N . item far help. You
ates can also click on a
comba box to display
help about its
available settings.
Reaction ]|
Wolume [uL): =
Sample Layout : |'|, 253 _Y_J
SkipWizad | ccBack | New» |

Ventana "New Run Wizard 3"

En esta ventana se puede modificar el "Temperature
Profile" (Perfil de temperatura) y el "Channel Setup"
(Configuraciéon de canales). Al hacer clic en el botén
"Edit Profile..." (Editar perfil...) aparece la ventana "Edit
Profile", donde es posible modificar las condiciones de
ciclado y seleccionar los canales de adquisicion
(apartado 6.2.4).

Tras configurar el perfil, haga clic en el botdn "Gain
Optimisation..." (Optimizacidon de ganancia...) para
abrir la ventana "Gain Optimisation" (ver pagina 6-26).
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6.2.4

New Run Wizard E|

Temperature Profile ; Thiz bos dizplays
help on elements in
the wizard. For help

oh an item, hover
vour mouse aver the
iterm for help. ou

can alzo click on a
camba box to display

help about its
available settings.

Edit Profile ..

Channel Setup :

Mame Source | Detector | Gain Create New.. |

Greenh A470nm 510nm i ;

YVellow 530nm  555hm 7 Edit..

Orange  585nm  E10nm 7 Edit Gain...

Red E25nm  BEOnm 7

Crimzon  B80nm  710hp 7 Remove

HR M 470nm  510nm 7 Rieset Detalts

Gain Qptimization...

Skipwizard | «<Back | Newt»» |

Edicion del perfil

La ventana "Edit Profile" permite especificar las
condiciones de ciclado y los canales de adquisicion.
El perfil inicial mostrado se basa en la plantilla
seleccionada durante la preparaciéon de la serie
analitica (ver pagina 6-1). El perfil se muestra de forma
grafica. La lista de los segmentos del perfil se visualiza
debajo de la representacion gréafica. Esta lista puede
incluir "Hold" (Mantener) (pagina 6-13), "Cycling"
(Ciclado) (pagina 6-14), "Melt" (Disociar) (pagina 6-19)
0 HRM si el instrumento dispone de un canal HRM
(pagina

6-20).

Cada nivel del perfil se puede editar haciendo clic en
un area adecuada de la representacion grafica o en
el nombre de la lista y cambiando después los ajustes
que aparecen.

6-12
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"Insert after..." Permite afadir un nuevo ciclo detras
(Insertar detras del ciclo seleccionado.
de..):

"Insert before... Permite afiadir un nuevo ciclo delante
" (Insertar del ciclo seleccionado.
delante de...):

"Remove" Elimina el ciclo seleccionado del perfil.
(Eliminar):

"Hold"

Un "Hold" hace que Rotor-Gene Q MDx permanezca a
la temperatura indicada durante un tiempo
especificado. Para cambiar la temperatura, haga clic
en el botdn "Hold Temperature" (Mantener
temperatura) e introduzca la temperatura mediante el
teclado o utilice la barra de desplazamiento para
seleccionar la temperatura deseada. Para cambiar la
duracion del "Hold", haga clic en los botones "Hold
Time" (Tiempo de mantenimiento), "mins" (minutos) y
"secs" (segundos).
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Edit Profile |
Z . B @
Hew Cpen  Save As Help.
The run will take approximately 89 minute(s) to complete. The graph below reprezents the run ta be perfarmed
Click on & cycle below to madify it
Insel after
Cycling
Insert hefore:
Remove

Hald Temperature : 95 | gaq

Hold Time 3 |mns 0 |secs

oK

Si realiza un ciclo de desnaturalizaciéon Optica, puede
utilizar un Hold como paso de calibracién. En este
caso, antes del "Hold" se realizard una
desnaturalizacién de calibracion. Por defecto, esto
esta configurado para el primer "Hold" de la serie
analitica, pero se puede cambiar en caso necesario.

6-14
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Click an a cycle below ta madify i

[

Cycling
Inze

Hald Temperature ; g5 |u:|eg.
Hold Time : 3 ||-|-|ir|3 ] |secs

Calibration Step: v

Cahbration Settings
Acquinng to  on

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

Offzet : 0 deq.

E dit |

Si desea mas informacioén sobre los ciclos de
desnaturalizacion 6ptica, consulte la pagina 6-20.

"Cycling"

"Cycling" repite la temperatura y los pasos de tiempo
definidos por el usuario el numero de veces
especificado. El nUmero de repeticiones se ajusta con
el boton "This cycle repeats X time(s)." (Este ciclo se
repetira X veces).

Un ciclo individual se representara de forma grafica
(como se muestra en la captura de pantalla inferior).
Es posible modificar cada paso del ciclo. Puede
cambiar la temperatura arrastrando la linea de la
temperatura en el grafico hacia arriba o abajo. Puede
cambiar la duracidon del paso arrastrando el limite de

Manual del usuario Rotor-Gene Q MDx 09/2018 6-15



Procedimientos de funcionamiento — Software

la temperatura en el grafico hacia la izquierda o la
derecha. De forma alternativa, haga clic en el paso y
utilice los botones de la temperatura y del tiempo
situados a la izquierda del grafico.

Utilice los botones "-"y "+" situados en el extremo
superior derecho del grafico para afiadir o eliminar
pasos del ciclo.

K|
. o @

Hew Cpen  Save As Help.

The run will take approvimately 89 minute(s) to complete. The graph below represents the run ta be perfarmed

Click an & cycle below to madify it

Hold Insert after
Insert before...
Remove

Thiz cycle repeats 45 | timels)
Click o one of the steps below to modify it. or press + or - to add and remave steps for this cycle

Timed Step j _-I LI
95 deg. 95 deq. for 20 secs
20 seconds

Mat &cquiiing
= 72 deq. for 20 secs
[~ Long Range
[~ Touchdawn 60 deg. for 20 secs

oK

"Long Range":Si selecciona esta casilla, el tiempo de
mantenimiento del paso seleccionado
se incrementara en un segundo con
cada nuevo ciclo.

"Touchdown": Si selecciona esta casilla, la
temperatura se reducira en un nidmero
de grados especificado durante un
ndmero de ciclos iniciales determinado.
Esto se mostrara a continuacion en la
pantalla.
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"Acquisition" (Adquisicion)

Los datos se pueden adquirir en cualquier canal en
cualquier paso del ciclado. Para configurar un canal
para la adquisicion de datos, haga clic en el botdn
"Not Acquiring" (Sin adquisicién) (si un canal ya ha sido
configurado para la adquisicidn en este paso, aqui se
indicaran los canales de adquisicion).

lTimeu:I Step "i

95 deq.

10 zeconds

Mot Acquinng

[~ LongBange
[T Touchdown

Tras hacer clic en el botén "Not Acquiring”, aparecera
la ventana "Acquisition".
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Same as Previous : I [Mew Acquizition) j
—dequisition Configuration :
Awailable Channels : Acquinng Channels :

Name | LI Nams |
Crimzon Green
HF LI
Orange
Red <«
rellow

To acquire from & channel, select it from the list in the left and click >. To stop acquiring from a
channel, zelect it in the nght-hand list and click <. To remove all acquisitions, click <<.

| Don't Acquire Help

Dye Chart > > |

Dye Channel Selection Chart

470nm | 510nm Fam SYBR Green 14, Fluorescein, EvaGreen', Alexa Fluor 4334

ellow 530nm | 555nm JOEY WICE HEX, TETY, CAL Fluor Gold 5404 *akima *ellow
Orange | 585nm | 6100m ROx, CAL Fluor Red 5104, Cy3 54, Texas Redy Alewa Fluar 568
E25nm | B60nm | Cy5+, Quasar 6704, Alexa Fluor B33+
E80nm | 710hp Quazar?05Y, Alexa Fluor 620+
4E0nm | 510nm SvT0 9%, Ewalireent

Para configurar un canal para la adquisicion,
seleccione el canal y desplacelo desde la lista
"Available Channels" (Canales disponibles) a la lista
"Acquiring Channels" (Canales de adquisicion)

mediante el 2] botdn Para eliminar un canal
seleccionado de la lista "Acquiring Channels" utilice el

< boton El boton « elimina todos los canales de la
lista "Acquiring Channels". Si hace clic en el botdn
"Don't Acquire" (No adquirir), también se eliminan
todas las adquisiciones del paso.

Si el peffil incluye varias secuencias de ciclado, los
datos adquiridos se pueden agregar a los datos
adquiridos del ciclado anterior. Utilice el menu
desplegable "Same as Previous" (Igual que anterior)
para seleccionar el paso del ciclado al que se deben
agregar los datos.

El Dye Channel Selection Chart (Grafico de seleccion
del canal de colorante) ayuda al usuario a decidir
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gué canal es adecuado para el colorante que desea
utilizar. Los colorantes que se muestran en la tabla son
colorantes de uso comun y no indican los limites del
instrumento.

Las opciones de adquisiciéon arriba descritas también
son validas para los pasos de "Melt", exceptuando que
0 no es posible agregar datos de adquisicion
mediante el menu "Same as Previous".

Disociacion e hibridizacion
Una disociaciéon es una rampa entre dos
temperaturas, de una temperatura baja a una

temperatura mayor. El rango de temperatura
permitido abarca de 35 a 99 °C.

Para configurar una disociacion, especifique la
temperatura de inicio, la temperatura final, los
incrementos de temperatura, el tiempo durante el que
se mantiene la primera temperatura de adquisicion
antes de que se inicie la rampa, el tiempo que debe
mantenerse cada incremento y los canales de
adquisicion.

La rampa se generara entre dos temperaturas. Si la
temperatura de inicio es mayor que la temperatura
final, el nombre del paso cambiara a "Hybridisation"
(Hibridizacién). Puede modificar la opcién "Acquiring
To" (Adquirir en), que en la captura de pantalla inferior
esta fijada en Melt A (Disociaciéon A), haciendo clic en
ese botdn. Aparecera la ventana "Acquisition" y podra
seleccionar los canales.

Ramp frarm |50 ill degrees to (30 :II degrees,

Rizing by ﬂ deqres(z] each step,

W ait fior IE":l— zeconds of pre-melt conditioning on first step,
W ait fior j geconds for each step afterwards.

Acquire to Melt & | on Green

Manual del usuario Rotor-Gene Q MDx 09/2018 6-19



Procedimientos de funcionamiento — Software

Cuando ejecute una disociaciéon estandar, la
temperatura aumentara a intervalos de 1 °C con una
pausa de 5 segundos antes de cada adquisicion. El
Rotor-Gene Q MDx se puede configurar para realizar
disociaciones a intervalos de 0,02 °C. El tempo de
mantenimiento minimo entre los pasos de temperatura
varia en funcién del niUmero de grados entre cada
paso.

Disociacion de alta resolucion

El andlisis de disociacion de alta resoluciéon (HRM)
califica las muestras de ADN bicatenario segun su
comportamiento de disociacion (desnaturalizacion).
Es similar al andlisis de la curva de disociacion clasico,
pero proporciona mucha mas informacién para un
rango mas amplio de aplicaciones. Las muestras se
pueden diferenciar en funcidn de la secuencia, de la
longitud, del contenido de GC o de la
complementariedad de las cadenas hasta el nivel de
cambios en un par de bases individual.

El andlisis HRM solo se puede realizar en instrumentos
que tienen instalado hardware y software HRM. Los
datos se adquieren utilizando fuentes y detectores
HRM especializados. El analisis HRM también incluye la
opcion de realizar una optimizacion de la ganancia
justo antes de iniciar la desnaturalizacién. Tras la HRM,
los datos se pueden analizar con un software de
analisis HRM (apartado 11).

"Optical Denature Cycling" (Ciclo de
desnaturalizaciéon optica)

Optical Denature Cycling es una técnica apasionante
disponible en el Rotor-Gene Q MDx que realiza un
analisis de desnaturalizacion en tiempo real para
determinar el pico de disociacion de una muestra de
referencia. Mediante esta técnica se indica la
desnaturalizacion PCR del producto con una precisidon
mayor que mediante el ajuste de una temperatura de
desnaturalizacion concreta durante un tiempo de
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mantenimiento determinado. Para realizar esta
técnica, simplemente introduzca un tubo de
referencia de un producto PCR en la posicién 1 del
rotor. El tubo de referencia también debe contener un
reactivo de deteccién que permita detectar la
disociacion de las cadenas.

Al realizar el calentamiento hasta la temperatura de
desnaturalizacion inicial, por defecto se realizara una
disociacion en el canal verde de 80 °C a 95 °C. El
usuario puede ajustar los parametros de esta
disociacion inicial. A partir de estos datos se generara
una curva de disociacion que después se analiza
automaticamente.

El pico de disociacion se vuelve a referenciar a los
datos sin procesar para obtener un umbral de
desnaturalizacion. A continuacion, el instrumento se
calienta para cada paso de "Optical Denature
Cycling" con la mayor rapidez posible y los datos se
adquieren de forma continua. Cuando el tubo de
referencia haya alcanzado el nivel de fluorescencia
del umbral de desnaturalizacion, el instrumento se
enfriard inmediatamente y continuara con el siguiente
paso programado del ciclo. Durante el ciclado no se
calculara ningun pico. En vez de ello, el nivel de
fluorescencia se referenciara al pico de disociacion,
desighandose asi el umbral de desnaturalizacion.

En el grafico siguiente se han superpuesto los valores
de fluorescencia sin procesar y la primera derivada.
Asi se muestra la correspondencia entre el umbral de
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desnaturalizacion y el pico de disociacion obtenido
durante la calibracion.

135

“\\_\ Pico de

-
Eﬂ.?ﬁ- Umbral de |
= desnaturalizacio _.-"_
0.5 n !
Fi
!
025 —_— =L -
o 1 1
ﬂ 75 a0 a5 90
“c

Para realizar el "Optical Denature Cycling" necesitara:

M Un producto PCR preamplificado que debera
colocar en la posicion 1 del rotor. Esta muestra
debe contener el mismo producto PCR que las
muestras de interés y un reactivo de deteccion
para la monitorizacién de la disociacion del
producto PCR.

B Un perfil de desnaturalizacion éptica. Podra crear
un nuevo perfil o editar un perfil existente (ver
detalles mas abajo).

Un ciclo de desnhaturalizacidon dptica tiene un aspecto
casi idéntico a otros ciclos. Las diferencias principales
son el paso de disociacién que se inserta
automaticamente al principio del perfil y el perfil nitido
del paso de desnaturalizacion durante el ciclado. El
ciclo de desnaturalizacion Optica no requiere tiempos
de mantenimiento definidos ya que la disociacién del
producto se monitoriza en cada ciclo.

Para realizar esta técnica se necesita la siguiente
informacion sobre la serie analitica:
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B Latemperatura de desnaturalizacion inicial. Esta
temperatura es la misma que en el paso de
desnaturalizacion de un perfil de ciclo estandar.

B La posicidn del tubo de la muestra PCR que
generara una curva de disociaciéon en el canal
verde.

B Se debe definir un perfil para Optical Denature
Cycling.

Cree un nuevo ciclo de desnaturalizacién Gptica de la
forma siguiente.

1. Abrala ventana "Edit Profile". Haga clic en "New"
(Nuevo). En la ventana que se abre a
continuacion, haga clic en el botén "Insert after"y
seleccione "New Cycling" (Nuevo ciclo) en el
mend. Seleccione uno de los pasos de
temperatura haciendo clic en el grafico. En el
menu desplegable, cambie de "Timed Step" (Paso
temporizado) a "Optical Denature"
(Desnaturalizacion 6ptica). Aparecera un pefrfil
predeterminado que incluye un paso de
desnaturalizacién y un paso de ciclo de
desnaturalizacion 6ptica.

7 e
|

La region en declive al principio de la serie
analitica representa la calibracion. Los puntos
verdes representan las adquisiciones realizadas en
cada ciclo durante el calentamiento. Los puntos
azules representan la adquisicion al final del paso
de annealing a 60 °C. Tenga en cuenta que
aunque el perfil muestre cada paso con la misma
temperatura de desnaturalizacion, es posible que
esto no se corresponda con la realidad. Sila
muestra necesita un poco mas de tiempo para
disociarse hacia el final de la serie analitica, el
proceso de desnaturalizacion 6ptica esperara a
gue se efectue la disociaciéon en funcién de los
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datos de fluorescencia y no segun el tiempo. Por

este motivo, el trazado de la temperatura puede
variar para cada ciclo.

Haga clic en la primera mitad del grafico con el
simbolo de desnaturalizacion 6ptica . En el lado
izquierdo de la pantalla aparecera la informacion
"Calibration Settings" (Ajustes de calibracion).

This cycle repeats 45 |time[s]
Click on one of the steps below to modify it, o press + or - to add and remove steps for this cycle.

Optical Denature j B LI
Calibration Settings f E
thequiing to RealTime on j
tube 1. Ramp from 80 to 95 f
!
I

and hold for 3 mins O secs.
Offset : 0 deg.

s B0 deg. for 40 secs
Edit I

oK I

3. Lainformacion proporcionada en "Calibration
Settings" suele ser correcta. Para modificarla, si es

necesario, haga clic en "Edit" (Editar). Aparecera la
ventana "Calibration Settings".

i" Calibration Settings ) x|
— Settings ;
The Optizal Denature Calibration settings determing hiow
to perform the initial melt up to the denaturation
temperature, to determing the fluorescence level at
which the reference zample has denatured.
Tube Positian =
Fiamp from IBU j to |55 ﬂ deqg. c.
Hald far 3 I iz ] | SRCE
I =]
Denature Offset 0 ~deg c.
k. Cancel
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4. Asegurese de que:

m eltubo indicado en "Tube Position" (Posicién del
tubo) contenga un producto PCR que genere
un pico de disociacion en el canal verde;

B latemperatura final de la rampa no queme la
muestra, pero sea lo suficientemente alta
como para permitir la disociacion;

B el tiempo de mantenimiento sea lo
suficientemente largo como para
desnaturalizar la muestra;

B la desviacion de desnaturalizacion se haya
ajustado correctamente. El valor
predeterminado de 0 °C es adecuado para la
mayoria de las disociaciones. Las disociaciones
con transiciones abruptas pueden requerir una
desviacion de desnaturalizacion de
-0,5°C a -2 °C, como lo ha determinado el
usuario, para asegurar la deteccion de la
transicion de disociacion.

También puede definir un paso de deshaturalizacién
introduciendo un nuevo paso Hold. Haga clic en
"Insert before" y seleccione "New Hold at Temperature"
(Nuevo mantenimiento a temperatura) en el menda.
Apareceran los ajustes de calibracion.

Hald Temperature ; 95 |u:|eg.
Hold Time : 3 ||-|-|ir|3 1] |se-:s

Calibration Step: W

Cahbration Settings
Acquinng to RealTime on
tube 1. Ramp from 80 to 95
and hold for 3 minz 0 zecs.

Offzet : 0 deq.

E dit |

Los ajustes de calibracién se sincronizan con los ajustes
de desnaturalizaciéon, de modo que una modificacion
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del tiempo de mantenimiento en el paso de
desnaturalizacién actualizard automéaticamente el
tiempo de mantenimiento de la calibracién. Esto se
debe a que el proceso de calibracion y la
desnaturalizacion son equivalentes en Optical
Denature Cycling.

Cambiar un paso existente para utilizar "Optical
Denature Cycling"

Para modificar un paso de desnaturalizacion existente
en una secuencia de ciclado, seleccione el ciclo en la
lista de la ventana "Edit Profile". A continuacion,
seleccione el paso de desnaturalizacion haciendo clic
en él en la pantalla.

Timed Step =l EE

95 deq. for 20 sece

Optical D enature
SECONS

Mot #cguiring

II: ;0"9;:3”95 B0 deg. for 40 secs
ouchdovn

oK

Haga clic en el menu desplegable y seleccione
"Optical Denature". Se eliminan la temperatura y el
tiempo de mantenimiento y aparece el icono
"Optical Denature”

Optimizacién de ganancia

Durante la preparacion de una nueva serie analitica
puede ser util utilizar la funcién "Gain Optimisation".
Esta funcidn le permitira optimizar la ganancia para un
ajuste que le proporcionara el rango deseado de
fluorescencia inicial con la temperatura ajustada
(normalmente la temperatura a la que se produce la
adquisicidn de los datos) en cada uno de los canales
en los que se esta realizando la adquisicion. El objetivo
de la optimizacién de ganancia es asegurar que se
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adquieran todos los datos en el rango dinamico del
detector. Si la ganancia es demasiado baja, la sefial
se perdera en el ruido de fondo. Si es demasiado alta,
todas las sefiales se perderan fuera de la escala
(saturadas).

El rango de ganancia para cada canal es de -10 a
10, donde -10 el valor de menor sensibilidad y 10 el de
mayor.

Cuando ejecute reacciones por primera vez, le
recomendamos que prepare una muestra de prueba
gue contenga todos los componentes de la reaccion.
Introduzca la muestra de prueba en el Rotor-Gene Q
MDx y utilice la optimizacion de ganancia para
determinar el ajuste de ganancia 6ptimo. Sila
ganancia seleccionada mediante Gain Optimisation
produce una sefial débil, debera aumentar el "Target
Sample Range" (Rango de muestra diana). Si produce
una sefal saturada, debera reducir el "Target Sample
Range".

Para realizar la optimizacién de ganancia, haga clic
en el botdén "Gain Optimisation..." (Optimizacion de
ganancia...) en la ventana "New Run Wizard 3" (ver
apartado 6.2.3).
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New Run Wizard fE

Temperature Profile ; Thiz bos dizplays
help on elements in
the wizard. For help

oh an item, hover
vour mouse aver the
iterm for help. ou

can alzo click on a
camba box to display
help about its

available settings.
Edit Profile ..

Channel Setup :

Mame Source | Detector | Gain Create New.. |
A470nm 510nm 7 ;

YVellow 530nm  555hm 7 Edit..
Orange  585nm  E10nm 7 Edit Gain...
Red E25nm  BEOnm 7
Crimzon  B80nm  710hp 7 Remove
HR M 470nm  510nm 7 Rieset Detalts
Gain Qptimization...

Skipwizard | «<Back | Newt»» |

Aparecera la ventana "Auto-Gain Optimisation Setup”
(Configuracioén de la optimizacion de ganancia
automatica). Esta ventana permite la optimizaciéon
mediante el ajuste automatico de los ajustes de
ganancia hasta que |los valores de todos los canales
seleccionados se encuentren dentro de un cierto
rango o por debajo de un determinado umbral.
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Auto-Gain Optimigation Setup
— Optimization ;

oy Auto-Gain Optimization will read the fluoresence on the inserted zample at
'\% different gain levels until it finds one at which the flucrescence levels are

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

Set temperature to |50 jldegrees.

Optimise Al | Optimise Acquinng |

¥ Perform Dptimisation Before 1st &cquisition
[~ Peiform Dptimisation &t 60 Degress &t Beginning Of Fun

— Channel Settings :

| | Add.. |
MHame I Tube Position | Iin Reading I Max Reading | tdin G ain | bax Gain Edit... |
Green 1 5FI 10F! -10 10 Remove |
Remoyve Al |
Srtart I vl Erral I Cloze | Help |
"Set Antes de realizar una lectura, el Rotor-

temperature Gene Q MDx se calentara o enfriara

to" (Ajustar para ajustarse a la temperatura

temperatura especificada. Por defecto, esta

a): temperatura esta ajustada como
temperatura de adquisicion.

"Optimise "Optimise All" intentara optimizar todos
All/Optimise  los canales conocidos por el software.
Acquiring" "Optimise Acquiring" solo optimizara
(Optimizar los canales que se utilizan en el perfil

todo/Optimizartérmico y que estan definidos en la
adquisiciéon): serie analitica (ciclado y disociacion).
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"Perform Seleccione esta casilla para optimizar
Optimisation la ganancia en el primer ciclo en el
Before 1st gue se realice la adquisicion de datos.
Acquisition” Esto se recomienda para la

(Realizar optimizacidon de ganancia

optimizacibn automatica.
antes de la 12
adquisicion):

"Perform Seleccione esta casilla para optimizar
Optimisation la ganancia justo antes de iniciar el
At [x] Degrees ciclo. El Rotor-Gene Q MDx se calienta
At Beginning ofa la temperatura especificada, se
Run" (Realizar realiza la optimizacion de gananciay
optimizacién a a continuacion el ciclado comienza
[xX] grados al con el primer paso, normalmente un
principio de la paso de desnaturalizacién. Esta
serie analitica):opcion se puede seleccionar en los
casos en los que una optimizacién de
ganancia durante el ciclo alargaria
demasiado el paso inicial.
Normalmente es preferible utilizar
"Perform Optimisation Before 1st
Acquisition" porque asi la optimizacion
de ganancia se realiza ajustandose lo
maximo posible a las condiciones de
la serie analitica.

"Channel Este menu desplegable permite
Settings" agregar canales. Seleccione el canal
(Configuraciénque desee y haga clic en "Add"

de los (Agregar).

canales):
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"Edit... " Abrira una ventana en la que se

(Editar...): podra ajustar el "Target Sample
Range". El "Target Sample Range" es el
rango de fluorescencia inicial que se
debe ajustar para la muestra en el
tubo especificado. La optimizacion de
ganancia automatica lee cada canal
utilizando los ajustes de ganancia del
rango especificados en "Acceptable
Gain Range" (Rango de ganancia
aceptable). Selecciona el primer
ajuste de ganancia que produce una
lectura de fluorescencia dentro del
"Target Sample Range". En el ejemplo
mostrado, la optimizaciéon de
ganancia automatica busca un ajuste
de ganancia entre -10 y 10 que
proporcione valores entre 5y 10 Fl en
el tubo 1. Generalmente, para los
colorantes intercalantes es adecuado
un '"Target Sample Range"de 1 a 3 Fl,
mientras que un rango de 5 a 10 Fl es
mas adecuado para los productos
quimicos de sonda.

Auto-Gain Dptimisation Channel Settings x|

Channel Settings :
Channel : Green Tube Position : I'I ﬂ

Target Sample Fange: |5 jl Flup to |10 jl Fl.

Acceptable Gain Range: |-10 ﬂ ko I'IEI ﬂ

(] I Cancel | Help
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"Remove/ "Remove" elimina el canal resaltado.
Remove All" "Remove All" elimina todos los
(Eliminar/Eliminarcanales.

todos):

"Start" (Inicio):  "Start" inicia la optimizaciéon de
ganancia. Se selecciona una
ganancia que produce niveles de la
sefial de fluorescencia dentro del
rango especificado. Sila
fluorescencia se encuentra fuera del
rango especificado, se seleccionara
una ganancia que produzca sefales
gue se ajusten lo maximo posible al

rango.
"Manual" Se abrira la ventana "Manual Gain
(Manual): Adjustment” (Ajuste de ganancia

manual) (ver pagina 6-33).

"Changing Gain Si al principio de una serie analitica la

During a Run" ganancia era demasiado alta o

(Modificar la demasiado baja, esta puede

ganancia modificarse durante los diez primeros

durante una ciclos. Aparecera una linea vertical

serie analitica): en el punto donde se haya
modificado la ganancia. Los ciclos
anteriores a la modificacion se
excluiran del analisis.

Nota: Es posible que "Gain Optimisation" seleccione un
ajuste que no se encuentre dentro del rango
especificado. Esto se puede deber a los cambios de la
fluorescencia después del primer paso "Hold". No
obstante, el resultado de la optimizacién de ganancia
proporciona una buena indicacién del nivel de
fluorescencia con el que se iniciara la serie analitica.
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Ajuste de ganancia manual

Para realizar un "Manual Gain Adjustment”’, haga clic
en "Manual..." en la ventana "Auto-Gain Optimisation
Setup". Aparecera la ventana "Manual Gain
Adjustment”. Esta ventana muestra los valores de
fluorescencia con cualquier temperatura ajustada en
tiempo real. Se utiliza si no se dispone de informacion
previa sobre una muestra y, por consiguiente, la
ganancia debe determinarse para garantizar que la
sefial de la muestra es suficiente para la deteccion.

B Manual Gain Adjustment b x|

File Help

.7 Cycling A.Green

T

Page: Page 1

100

@
2

Fluorescence
@
2

0
BankOn |  Bank Off
o T T 3 T 3 T 3 3 i 3 g g u y MNamedOn | AllQn | Al Of
gw 2 3 4 5 6 7 8 g 10 M 12 13 14 15 Edit Gamples
Time:
. = |
120 7 =
100 Edit Gains.
Start
80
. Stap
40 %
20
o 3 " 3 4 3 u 3 3 i 3 y y T y
E i 2 3 4 5 3} 7 8 8 10 1 12 13 14 15
Time:

Por defecto, en la pantalla se visualiza todas las
muestras. Podra eliminar o agregar muestras con los
botones de conmutacion situados en el lado derecho.
Los botones de conmutacion son celdas coloreadas,
cada una de las cuales se corresponde con una
muestra de la pantalla. Se visualizan las muestras
representadas por celdas de color brillante, mientras
gue las muestras cuyas celdas tienen un color mas
tenue no aparecen. Las muestras se pueden activar o
desactivar haciendo clic en la correspondiente celda
o arrastrando el puntero del ratén simultdneamente
sobre varias celdas.
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6.2.5

Recomendamos realizar el ajuste de ganancia
manual de la forma siguiente.

1.

En la ventana "Manual Gain Adjustment” ajuste la
temperatura a la temperatura de adquisicién
necesaria para la serie analitica.

Nota: La temperatura no se ajustara mientras el
Rotor-Gene Q MDx esté funcionado. Reinicie el
Rotor-Gene Q MDx para que las modificaciones
de temperatura realizadas surtan efecto.

Haga clic en "Start". Se inicia la serie analitica. La
temperatura del Rotor-Gene Q MDx se ajusta a la
temperatura especificada en la ventana. Los
gréaficos en la ventana comienzan a mostrar datos.

Espere a que la temperatura se estabilice.
Anote el valor final de fluorescencia (Fl).

Si el valor Fl no presenta el nivel necesario, haga
clic en "Edit Gains..." (Editar ganancias...) y editelo.
Es posible que este proceso no sea instantaneo ya
gue el Rotor-Gene Q MDx tarda aprox. 4 segundos
en adquirr cada punto en cada canal y durante
este tiempo la interfaz de usuario estara
desactivada.

Repita el proceso hasta que el valor FI presente el
nivel deseado.

Haga clic en "Stop" (Parada). Si, cuando haga clic
en el botdn "Stop", la serie analitica todavia esta
adquiriendo datos, el Rotor-Gene Q MDx finalizara
primero la adquisicion y después se parara. Este
proceso puede tardar hasta cinco segundos para
cada canal de adquisicion.

Ventana "New Run Wizard 4"

En esta ventana se resume la serie analitica.
Compruebe los parametros y, si son correctos, haga
clic en "Start Run". El programa le solicitara un nombre
de archivo. Con el botén "Save Template" puede
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guardar los ajustes de la serie analitica en forma de
plantilla para usarlos en el futuro.

New Run Wizard g|
Summary :
Setting | alue |
Green Gain 5
Ratar 36-wfell Ratar
Sample Layout 1.2.3. .
Reaction Yolumea [in microliters) 25

Start Run

Once you've confirmed that your run settings are conect, click Start Run to Save Template
beqin the run. Click Save Template to save settings for future runs.

Skipwizard | << Back |

6.2.6 Ventana "New Run Wizard 5"

Introduzca en esta ventana tipos de muestras y
descripciones mientras la serie analitica esta en curso.
La funcionalidad de esta ventana es idéntica a la de
la ventana "Edit Samples" (pagina 7-88). Los datos
sobre la muestra también se pueden introducir una
vez finalizada la serie analitica.

El botén "Finish and Lock Samples” (Finalizar y bloquear
muestras) cierra la pantalla e impide que se
modifiquen los nombres de las muestras. Para mas
informacion sobre esta y otras funciones de seguridad,
consulte el menu " Proteccion de acceso al software
Rotor-Gene Q" (pagina 7-101).
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New Run Wizard rz|

Settings
Given Conc. Format : | ﬂ Unit : |Copie$ j Mare Options
Samples :
B | Ecit | ResstDefaut | Gradient | NGEIEIRRIER
C |ID |Name | Type | Groups | Given Conc. |5e o

1 JOEE-34 Unknown Ve

2 JOEE-3B Unknown e
I :.oEEaC Unknown Ve
I :JOEE3NTC Unknown Ye

] Unknown Ve
- 3 Urknown e
| Uriknown e

a Unknown e

9 Unknawn el
L »
FPage :
Mame : |Page 1 MNew [~ Swynchronize pages

Skipwizard | <<Back | Frish | Finish and Lock Samples
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7.1

7.2

Interfaz del usuario para analisis

En este capitulo se describe la interfaz del usuario del
software Rotor-Gene Q.

Area de trabajo

El area de trabajo constituye el telébn de fondo de la
ventana principal. En esta area se pueden abrir
esquemas de datos sin procesar y resultados de
analisis. Si abre simultdneamente varias ventanas,
podra organizarlas haciendo clic en el botén
"Arrange" (Organizar) de la barra de herramientas.
Dispondra de diferentes opciones de organizacion de
las ventanas que podra seleccionar haciendo clic en
la flecha hacia abajo situada al lado del botén
"Arrange”.

=

Reports  Arrange

-

Smart Tiling

Tile Horizonkally
Tile Mertically
Cascade

Barra de herramientas

Estos botones son accesos directos a acciones de uso
frecuente. También podra acceder a estas acciones

mediante los menus desplegables.

T EH PIIE| O Ju‘? g @ & W K 5 .

New Open Save | Stark Pause Siop | Help Settings Progress Profile  Temp. Samples Analysis Reports Arrange

JChannels . Cycing A.Green . Cycling A.vellow . Cycling A.Orange . Cydling A.Red
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7.3 Visualizacion de canales sin procesar
Haga clic en estos botones para visualizar los datos sin
procesar (no analizados) procedentes de canales
concretos en la serie analitica.

“ Chanmels 7 Cycling &.&reen 0 Cycling Avellow 0 Cyeling &.Orange 7 Cycling A.Red
Cuando visualice estos datos, dispondra de diferentes
opciones para cambiar la presentacion de los datos.
Los datos sin procesar también se pueden transformar
para facilitar diferentes tipos de analisis.
"Adjust Scale" Para seleccionar "Adjust Scale", haga
(Ajustar clic con el botén derecho del ratén
escala): en la ventana adecuada. "Adjust
Scale" abrird una ventana en la que
podra especificar una escala.
Adjust Scale E1
bl airuarn ; |11U ill
MirimLin ; IU ill
o x|
"Autoscale" "Autoscale" intenta ajustar la escala
(Escala a los valores maximos y minimos de
automatica): los datos.
"Default Scale” "Default Scale" restablece la escala
(Escala para visualizar de 0 a 100 unidades
predeterminada):de fluorescencia.
Icono de llave  Consulte el apartado 8.5 para
inglesa: obtener mas informacion.
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ﬂ i s 10 15 2 = El * 0 4

Cycle
Adust Scale... | Auto-Scale) Defauk Scale| Dulioml Page 1 - y
Normalise to Cychng A, Yellow
Narmalise to Cycing A.Crange
Narmalise to Cycling A.Red
Crop shart cycles
Crop end eydes

"Options" Aparecera el menu desplegable superior,
(Opciones):que proporciona opciones para la
transformacién de los datos sin procesar.

"Normalise Permite la normalizacion de los datos de
to.." amplificacion a datos de un colorante de
(Normalizar referencia pasivo, p. ej. ROX, adquiridos
a..): en otro canal.

"Crop start Se creara un nuevo juego de datos de

cycles" canal, en el cual se habran eliminado
(Cortar determinados ciclos iniciales. Esta opcion
ciclos resulta util si en los ciclos iniciales se

iniciales): observan grandes saltos que se pueden
producir si se utilizan determinados
productos quimicos.

"Crop end Se creara un nuevo juego de datos de

cycles" canal, en el cual se habran eliminado
(Cortar determinados ciclos finales.

ciclos

finales):
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1.4

"Page 1"
(Pagina 1):

Indica la pagina actualmente
seleccionada para visualizar los esquemas
de datos sin procesar. La ventana "Edit
Sample" permite crear multiples
definiciones de muestras. Por ejemplo, los
datos se pueden visualizar con lineas de
diferente grosor, con diferentes
definiciones de muestras y otras opciones
de visualizacioén. Esto es especialmente util
si se realiza una cuantificacion relativa en
un Unico canal, ya que el usuario podra
cambiar facilmente la vista entre el gen
de interés y las muestras constitutivas
definiendo dos paginas de muestras.

Cambio entre muestras

En el lado derecho de la ventana principal existen
botones de conmutacién que incluyen una leyenda

de muestras. Estos botones consisten en celdas
coloreadas, cada una de las cuales se corresponde
con una muestra en la pantalla. Los botones de
conmutacion se utilizan para controlar qué muestras
se pueden visualizar en la pantalla. Se visualizan las

muestras representadas por celdas de color brillante,
mientras que las muestras cuyas celdas tienen un color
mas tenue no aparecen. Las muestras se pueden
activar o desactivar haciendo clic en la
correspondiente celda o arrastrando el puntero del
raton simultdneamente sobre varias celdas. Los
botones "Bank On" (Base activada) y "Bank Off" (Base
desactivada) ocultan y muestran respectivamente

todas las muestras actualmente visibles en la lista.

Utilice la barra de desplazamiento para visualizar el
grupo siguiente de muestras.

Nota: El nimero de muestras visualizadas es dinamico

y depende del espacio disponible en la ventana.
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Si hace clic en "Named On" (Activar con nombre) se
mostraran solo las muestras a las que se haya
asignado un nombre. Esta es una forma rapida de
mostrar solo las muestras relevantes. Si hace clic en "All
On" (Activar todas) o "All Off' (Desactivar todas) se
mostraran respectivamente todas o ninguna de las
muestras en el rotor. Si pulsa el botén "Edit Samples..."
se abrira la ventana "Edit Samples", donde podra
editar los nombres, los tipos y las concentraciones
estandar de las muestras (ver apartado 7.8.4).

Los botones de conmutacion se muestran abajo. Las
opciones adicionales mostradas apareceran tras
hacer clic con el botén derecho del ratén en los
botones de conmutacion.

Page: Fage 1
Al
Al
Al
A4
AR
AR
AT
AR

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

Select Groups

B5
BE
B7
B8

Fam

« | Y
Bank On | Bank O
Mamed On | AllOn | Al OF
Edit Samples...
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"Page"
(Pagina):

"Toggle
Sample

ID Display”
(Cambiar
visualizacién
delasID de
muestra):

"Select Non-
Empty
Samples"
(Seleccionar
muestras no
vacias):

Esta etiqueta situada en la parte
superior de los botones de
conmutacion indica la pagina de la
muestra visualizada. Las paginas
permiten realizar diferentes analisis
independientes a partir de un Unico set
de datos de canal. Por ejemplo, podra
ejecutar dos curvas estandar en el
canal verde y generar informes
independientes. Encontrara mas
informacion sobre la configuracion de
las paginas de muestras en el apartado
7.8.4.

Si utiliza un rotor de 72 pocillos, las
muestras se visualizaran en el formato
Al a A8, B1 a B8, etc. La opcion "Toggle
Sample ID Display" permite al usuario
cambiar a una clasificacion numérica
de las muestras (1 hasta 72).

Esta opcidn anula la seleccion de las
muestras que tienen un "Type" (Tipo)
especificado como "None" (Ninguno)
en la ventana "Edit Samples". De este
modo se asegura la visualizacién
exclusiva de las muestras relevantes
para el analisis.
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7.5

7.5.1

"Select
Groups”
(Seleccionar

grupos):

Si ha definido grupos, esta funcién
conmutara (activard/desactivara) la
visualizacion de las muestras en los
grupos. Los grupos son recopilaciones
arbitrarias de muestras que permiten
elaborar informes avanzados de los
resultados estadisticos. Por ejempilo, se
pueden definir grupos de muestras de
paciente tratadas y no tratadas. Los
grupos se pueden configurar en la
ventana "Edit Samples”.

Menu "File" (Archivo)

"New" (Nuevo)

Tras seleccionar "File" y "New", aparecera la ventana

"New Run". En esta ventana ofrece plantillas de uso

frecuente organizadas en las pestafias "Quick Start" y

"Advanced". Cuando haya seleccionado la plantilla,
el asistente le guiara a través de la preparacion de la

perfiles.

serie analitica y le permitird modificar los ajustes y los
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(I x

Buick Start I Advanced I

Imports the cyding
and acquisition and
sample definitions

'S Three Step with Melt from the last run open
in the software.

erform Last Run

L1}

2 Two Step

(1]

2 Quenched FRET

L 1]
*% Nudleic Add Concentration Measurement

—

’-..IL J HRM™

5

Other Runs

o

'.I_
’?__J Open A Template In Another Folder...

Cancel

Help

I

¥ Show This Screen \When Software Opens

Para obtener informacién sobre las plantillas
disponibles, consulte el apartado 6.1 y el apartado 6.2.

New Run

"New... " Se iniciara la preparacion del ciclo
(Nuevo...): mediante la plantilla seleccionada.
"Cancel" Se cerrara la ventana.

(Cancelar):

"Help": Se abrira la ayuda en linea.
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7.5.2

"Show This Si esta casilla esta seleccionada,
Screen When cuando se inicie el software
Software aparecera la ventana "New Run".
Opens"

(Mostrar esta

pantalla al

abrir el

software):

"Open" (Abrir) y "Save" (Guardar)

"Open..." Se abrird un archivo de ejecucion

(Abrir): Rotor-Gene Q previamente guardado
(*.rex) o un archivo de serie analitica
Rotor-Gene Q (archivo *.rea).

"Open Se mostraran los cuatro dltimos
Recent... " archivos que se han abierto o

(Abrir guardado.

reciente...):

"Save" Se guardaran los cambios realizados
(Guardar): en un archivo de serie analitica.

File Analysis Run Gain View Security Window Help

g;:n e i e

Criblecent » Stop Settine

Save |

Save As... Run File. ..

Impork BataEram Previous B, . Template...

Reports... Run Archive...

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

i LIMS Export...

Exit LinReg Export Format...
Matlab Export...

N e
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"Save As..."
(Guardar
como...):

"Run File..."
(Archivo de
ciclo...):

"Template..."
(Plantilla...):

"Run Archive..

(Archivo
ciclo...):

Utilice esta funcién para guardar el
archivo de serie analitica o los datos
con formatos diferentes. Las opciones
se indican abajo.

Se guardara una copia del archivo. El
usuario puede cambiar el nombre y la
ubicacién donde se guarda. Este es el
formato predeterminado.

Se guardaran la configuracién del
perfil y los ajustes asociados, pero no
los datos del ciclo. La plantilla se
puede utilizar para iniciar ciclos futuros.

."Se guarda con un formato de archivo

mas compacto. Guarde los archivos
con este formato antes de enviarlos
por correo electrénico. De este modo
se reducira el tiempo de envio del
archivo y se asegurara que los archivos
no se dafien por los clientes de e-mail.

"LIMS Export..." El analisis se guardara en formatos

(Exportacion
LIMS...):

"Excel Data

compatibles con LIMS segun las
necesidades del usuario. Para mas
informacion, péngase en contacto
con el Servicio Técnicos de QIAGEN.

Todos los canales sin procesar se

Sheet..." (Hoja exportaran a una hoja Excel®. Solo se

de datos
Excel...):

exportaran las muestras
seleccionadas.

"Excel Analysis Todos los andlisis de |la serie analitica
Sheet..." (Hoja actual se exportaran a una unica hoja

de analisis
Excel...):

Excel.
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"LinReg Export Todos los datos de canal sin procesar

Format..." se exportaran a un formato que puede
(Formato de serleido por LinReg (una herramienta
exportacion de analisis de eficacia). Para obtener
LinReQ): informacion detallada, ver mas abajo
"Exportar a LinReg".
"Matlab Los datos se exportaran a un formato
Export..." gue puede ser leido por el programa
(Exportacion cientifico Matlab (o su equivalente de
Matlab...): codigo abierto Octave). Esto puede
ser Util para la investigacion de
meétodos.
"RDML Permite la exportacién de archivos
Export..." conformes con el estandar RDML v1.1.
(Exportacion El archivo de exportacion RDML
RDML...): creado es un archivo en formato XML

comprimido en un archivo ZIP, con una
extension de archivo *.rdml, y es
conforme con el documento del
esquema RDML
(http://www.rdml.org/RDML _v1 1 PR.xs
d) proporcionado en el sitio web
http://www.rdml.org/files.php.

Exportar a LinReg

LinReg es una herramienta desarrollada por C.
Ramakers y sus colaboradores.* La herramienta LinReg
se puede descargar en: http://LinRegPCR.nl.

El software Rotor-Gene Q permite al usuario exportar
los datos sin procesar a un formato que a
continuacioén podréa serimportado por la herramienta
LinReg para el analisis.

* 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.

Manual del usuario Rotor-Gene Q MDx 09/2018 7-11



Interfaz del usuario para analisis

7.5.3

754

1. Abra el archivo de serie analitica Rotor-Gene Q
gue contenga los datos sin procesar.

2. Para exportar los datos al formato de exportaciéon
LinReg, seleccione "Save As..." y después "LinReg
Export Format...".

3. Microsoft Excel mostrara automaticamente los
datos sin procesar exportados.

4. Inicie la herramienta LinReg.
La herramienta le pedira que seleccione el rango
de celdas donde se localizan los datos. La
herramienta solo puede analizar cada vez un
canal sin procesar, de modo que debera
seleccionar una parte adecuada de la hoja Excel.

Informes

Tras seleccionar "Reports" (Informes), aparecera la
ventana "Report Browser" (Navegador de informes). Si
los datos ya se han analizado, el informe del
correspondiente andlisis se puede visualizar desde la
ventana "Report Browser". Se ofrecen varios tipos de
informe con niveles de detalle diferentes.

Lol

— Report Categories :

i b Melt A Green [page 1]
- uantitation
! ycling & Green (page 1]
a Delta CT Relative Quantitation
elta delta
elative Quant. Analysiz
- Comparative: Guantitation
. i Cycling & Green [page 1)
-2 Standard Curves Pelative Quantitation
2 standiard curve
. Relative Quant Analyziz

s
2 Quantitation {Full Report)

’e
2 Quantitation (Standard Report)

Shaw I Cancel

Configuracién

La configuracién inicial del Rotor-Gene Q MDx se
debe completar durante la instalacion. No obstante, si
lo desea, esta opcidn le permitird modificar la
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configuracion de conexidn del Rotor-Gene Q MDx
después de la instalacion.

setup x|

General |

— Mizzellaneousz Options

The software can simulate bazic operation af the
machine for testing and training purpozes. Ticking
thiz b will enable a "irtual bMachine simulation.

[ wirtual Mode

[Intick thiz box to prevent further access to thiz
zetup screen.

W 2llow acoess to this setup screen

Part IEEIh-H "I Auto-Detect |

Cancel I Help

"Virtual Mode" Seleccione esta opcion si desea

(Modo virtual): utilizar el software sin haber
conectado un Rotor-Gene Q MDx. El
software dispondra de todas las
funciones. Este modo es til para fines
de demostracion, andlisis de datos y
configuraciéon de plantillas.

"Allow access Sino ha seleccionado esta opcion

to this setup durante la configuracién, ya no podra

screen” (Permitir acceder a esta ventana. Esta medida

acceso a esta de seguridad impedira que los

pantalla de usuarios modifiquen los ajustes. Para

configuracion): restablecer el acceso, péngase en
contacto con su distribuidor.
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7.6

7.6.1

"Port": Seleccione el puerto de
comunicacion correcto para permitir
la comunicacioén entre el PC y el
Rotor-Gene Q MDx.

"Auto-Detect” Si no sabe qué puerto seleccionarr,
haga clic en "Auto-Detect" para
buscar todos los puertos disponibles.

Menu "Analysis" (Analisis)

Analisis

Tras hacer clic en "Analysis", aparecera la ventana
"Analysis". En esta ventana podra crear nuevos analisis
y visualizar andlisis existentes. El método de analisis se
selecciona mediante las pestafias. Aparecera una
lista de los canales que se pueden analizar mediante
el método seleccionado. Los ensayos multiples
ejecutados en el mismo canal se pueden analizar de
forma independiente, siempre que se hayan
configurado como paginas separadas en la ventana
"Edit Samples". Junto a las paginas que ya se han
analizado aparece una marca de verificacion verde.
Esto significa que los ajustes de umbral y de
normalizacién se han guardado para este analisis.
Para visualizar o analizar un canal haga doble clic en
él. Aparecera la ventana de analisis especifica.
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Analysis A

25td Curves (Rel] | Other.. |

Mel Delta Delka CT Relative Quantitation
- Allelic Discrimination
E—"'d!m Alresn Compatative Quantitation
E_I,Il:l!ng A.Drange Scatter Graph Analysis
E_l,lc:lfng A Red EndPoint Analysis
Cycling A.Yellow Concentration Analysis
High Resolution Melt Analwsis
Show All Analysis Options. ..
Show | Hide |
[T auto-shiink window
"Auto-shrink Si selecciona "Auto-shrink window",
window" la ventana se minimizara si no se

(Minimizacion esta usando. Para restablecer el
automatica de tamano de laventana haga clic en
ventana): ella.

Organizar el area de trabajo

Cada vez que inicie un nuevo analisis, las ventanas de
este se organizaran para ajustarse a las ventanas que
ya aparecen en pantalla. Si se visualizan muchas
ventanas, esto puede ser muy engorroso. Cierre las
ventanas que no necesite y haga clic en "Arrange” en
la barra de herramientas. Las ventanas se organizaran
automaticamente segun el método "Smart Tiling"
(Organizacioén inteligente en mosaico). Como
alternativa, seleccione otro método de organizacion
haciendo clic en la flecha junto al botén "Arrange”.
También dispondra de opciones adicionales si hace
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clic con el botén derecho del ratén en el nombre de

un analisis.
Cluantitation | ; M el |
IZI,I ng & Greer [Page 1]
Cyeling & Orange Show
Cycling & Red Hide
Cucling & elow Remove Analysis...
"Show" Se mostrara el analisis seleccionado.
(Mostrar):
"Hide" Se ocultara el analisis seleccionado.
(Ocultar):
"Remove Se eliminard completamente el
Analysis..." andlisis seleccionado. Esto significa
(Eliminar gue se perderan los ajustes de
analisis...): normalizacién o los recipientes de
disociacion que haya configurado en
el analisis.
7.6.2 Cuantificacion

Seleccione la pestafia "Quantitation" (Cuantificacion)
en la ventana "Analysis" y haga doble clic en el
nombre del canal o seleccione el canal y después
pulse "Show" para abrir el canal deseado. Aparecen
tres ventanas: la pantalla principal, la curva estandar y
los resultados.
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Informes

"Reports"

(Informes):

"Reports" abre la ventana "Report
Browser", donde podra generar un
informe del andlisis actual. Dispondra
de tres opciones: "standard report", "full
report"y "concise report" (informe
estandar, informe completo e informe
conciso). Haga doble clic en la opcién
gue desee para abrir el informe en la
ventana "Preview" (Vista preliminar).

Tras generar el informe, podra utilizar
los botones situados en la parte
superior de la ventana "Preview" para
imprimir, guardar, enviar el informe por
correo electrénico o exportarlo a
Word.

Breven |

=

FErint

Save Az

=

Email

Close ‘

Toword

Curva estandar

"Std. Curve"
(Curva

estandau):

Este botdon abre la ventana "Standard
Curve" (Curva estandar). Por defecto,
esta ventana se abrira cuando se abra
un analisis. Si cierra la ventana, podra
volver a abrirla con este comando.
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E Standard Curve - Cycling A.Green (Page - |EI|£|

40 \ Cyoling & Green (Paoe 17
! ! ! ! R=0.89359
gt T oo teoo oot RA2=0.00930
; ; ; h=-3.282
and - R L o N I B=_33-949
i i i Efficiency=1.01
— . . . . . .
w0 ; | | ,
254 ExpotkGraph.,, 0 f-iTeegoo- e e REEEE - ---
Standard Error Mean | |
01 overlay L3 (et ol e G T
v Show Stats ; E
15';_‘ Foanm Gut ': """" —— : .
10 Return ko) Default Pasition 0404 10M5 1006 0007
Concertration
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Los valores en la curva estandar se
recalcularan de forma dinamica si
modifica el nivel umbral haciendo clic
enlalinea de umbral y arrastrandola en
la ventana principal.

Los puntos azules en la curva
representan las muestras que se han
definido como estandar y los puntos
rojos representan los puntos de datos
desconocidos de la muestra.

Nota: Si redefine los ajustes
predeterminados para recalcular la
curva estandar desactivando la
visibilidad de la muestras estandar
mediante los botones de conmutacion
situados en el lado derecho de la
pantalla, estos desapareceran del
calculo de la curva estandar. La
eliminacion de los ajustes
predeterminados del grafico para
aumentar el valor R*2 no es un
procedimiento cientificamente valido.
Un modelo fallido constituye una
indicacion de que las muestras también
pueden haber fallado y por
consiguiente se debera incluir en los

resultados.
"Efficiency" Representa la eficacia de reaccién de
(Eficacia): la serie analitica. Este valor se analizara

con mas detalle en la pagina 7-33.

Manual del usuario Rotor-Gene Q MDx 09/2018 7-19



Interfaz del usuario para analisis

"R"™2 value
(correlation
coefficient)"
(Valor R™2

El valor R*2 o valor R2 hace referencia
al porcentaje de datos que
concuerdan con la hip6tesis de que los
modelos forman una curva estandar. Si

(coeficiente de el valor Rz es bajo, los modelos no

correlacion):

"R value
(square root of
correlation
coefficient)"
(Valor R (raiz
cuadrada del
coeficiente de
correlacion):

"M and B" (M y
B):

coincidiran facilimente con una linea de
mejor ajuste. Esto significa que existe la
posibilidad de que los resultados (es
decir, las concentraciones calculadas)
no sean fiables. Un valor R2 bueno es
aproximadamente 0,999.

Nota: Es posible alcanzar un valor R*2
alto con una curva estandar deficiente
si se han ejecutado un nimero
insuficiente de modelos. El valor R™2
mejorara si se reduce el niumero de
modelos. Si desea obtener indicaciones
mas precisas sobre la fiabilidad de los
resultados, utilice como guia los
intervalos de confianza en las
concentraciones calculadas.

El valor R es la raiz cuadrada del valor
R~™2. En general, el valor R*2 es mas util
para determinar la correlacion.

La pendiente (M) y la interseccidén (B)
de la curva estandar se calculan
automaticamente con la férmulay =
Mx + B y se muestran en la ventana
"Standard Curve".

7-20

Manual del usuario Rotor-Gene Q MDx 09/2018



Interfaz del usuario para analisis

"Export Si hace clic con el botén derecho del
Graph..." ratdén en la curva estandar, aparecera
(Exportar la opcidn para exportar el grafico (ver
grafico): apartado 8.4).

"Overlay” Si se han realizado multiples series de

(Superposicidn):cuantificaciéon en la misma serie
analitica, podra superponer las curvas
estandar en la misma ventana. Esto
resulta util para la visualizaciéon grafica
de la diferencia entre distintos umbrales.
Esta funcidn se muestra en la captura
de pantalla inferior.

EStandard Curve - Cycling A.Green (Page 1) — |E||i|
Cycling A.Green (Page 1)
e A I R .| R=099369
' ' ' ' ' ' R2=0.999359
3€F-a------m T EEEEEEEEP P Fossoanoos oo - aooo| M=-3.292
: - - - - | B=33949
A I e e - i St Efficiency=1.01
B2 T e
7[5 S SO e O R
- e
—
= 28
e Export Graph... e - T
224 Standard Error Mean L. .
20+
w Show Stats Cycling &.Orange (Page 3)
181 Zoom out Cycling &.Red (Paged) | 7 H o
16 Refurn bo Default Position F---------- e P T
10400 1001 10402 10403 1004 1005 10406 10407
Concentration

Calculo de la curva estandar

"‘conc =..*Cr + .."y"Cr=.."son dos versiones de la
férmula utilizada para correlacionar los valores Cr y las
concentraciones. En las publicaciones se utiliza con
mayor frecuencia la féormula "Cr = ...". La curva
estandar puede ser "Floating" (Flotante) o "Fixed" (Fija).
Si es "Floating", se calculara una formula 6ptima para
la curva estdndar cada vez que el umbral se desplace
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en la ventana principal. Si es "Fixed", la férmula no
cambiara porque se ha importado de otra serie
analitica.

Standard Curve
conc=107-0.304*CT + 11.832)
CT = -3.292%oqlzconc] + 38.949
Twpe : Floating

[mpart Curve. .. Reset

Importar curva

La importacidon de una curva estandar permite estimar
concentraciones si no se dispone de una curva
estandar en una serie analitica concreta y la eficacia
de reaccioén no ha variado entre dos series analiticas.
Podra importar las curvas de otro canal o de otra serie
analitica haciendo clic en "Import Curve" (Importar
curva).

Si es necesario, la curva estandar puede ajustarse.
Ajustar la curva estandar significa que solo se
importara a la serie analitica actual la eficacia de la
curva estandar fuente. Si se debe ajustar o no la curva
estandar dependera de los productos quimicos
utilizados.

Para ajustar la curva estandar, utilice en la nueva serie
analitica una referencia con una concentracion
conocida. Defina una referencia fijando el tipo de
muestra en "Standard" (Estandar) e introduciendo un
valor de concentracion en la ventana "Edit Samples".
Para mejorar la precisidon puede introducir varias
copias de la misma referencia. Tenga en cuenta que
no es posible definir varios modelos o concentraciones
de referencia. Por ejemplo, es posible disponer de tres
referencias duplicadas de 1000 copias, pero no es
posible disponer de una referencia de 1000 copias y
de otra con 100 copias en la misma serie analitica.
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Una vez se haya importado la curva estandar, el tipo
de curva estandar cambiara a "Fixed". Haga clic en
"Reset" (Restablecer) para volver a cambiar el tipo de
la curva estandar a "Floating".

Abajo se muestra una captura de pantalla de la
ventana "Import Standard Curve" (Importar curva
estandar).

Import Standard Curve
— Import Standard Curve
& Current Flun

" From Other Bun...

LChannels :
Cycling & ellow conc= 107(-0.301°CT + 12.525) CT = -3.322"log(conc) + 41.608
Cycling & Orange conc=107(-0.309°CT +11.185) CT = -3 235og(conc) + 36.157
Cycling & Red conc=107(-0.316*CT +11.817] CT =-3.165%0gcanc] + 37.404

" From External 5 ource [Post-6.0 Standard Curve Format) :

CT =|— * lag[Conc) +|—

Efficiency = N/&
€ From Esternal S ource [Pre-6.0 Standard Curve Format) ©
Conc =107 “CT +
[I I ] Cancel I
Efficiency = MAA

Help |

Mediante esta ventana podra importar una curva
estandar de otro canal analizado en la serie analitica
actual o de otra serie analitica.

"Current Run" Si selecciona esta opcion, los analisis de

(Serie cuantificaciéon en otros canales de esta
analitica serie analitica se mostraran con las
actual): curvas estandar correspondientes.
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"From Other
Run..." (De
otra serie
analitica):

"Channels"
(Canales):

Si selecciona esta opcion, se abrira un
cuadro de didlogo en el cual podra
seleccionar un archivo de serie analitica
para abirirlo. Si se ha realizado un analisis
de cuantificaciéon para la serie analitica,
se mostraran las curvas estandar para
cada canal analizado.

Nota: Los ajustes del analisis de
cuantificacion se deben haber
guardado en el archivo de serie
analitica.

Se muestran los canales analizados y las
férmulas correspondientes para el
calculo de las curvas estandar.

"From ExternalEn esta seccidn se pueden introducir

Source" (De
una fuente
externa):

Céalculo Cr

"Invert raw

directamente los valores M y B. Esto
resulta Gtil en los casos en los que 10s
valores proceden de una fuente
externa, como p. €. de una hoja de
calculo Excel.

Determinados productos quimicos

data” (Invertir producen una sefial de fluorescencia

datos sin
procesar):

gue disminuye de forma exponencial en
lugar de aumentar. Es posible analizar
estos datos con "Quantitation”, pero
debera haberse seleccionado la casilla
"Invert Raw Data". Para todos los demas
analisis de cuantificacion, esta casilla
debe permanecer desactivada.

[T lnwert Baw Data
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"Cr El valor Cr es el numero de ciclo en el

Calculation" punto donde la curva de amplificacion

(Céalculo CT): cruza un umbral de deteccion. El valor
Cr para cada muestra se establece
ajustando una linea de umbral y
calculando la interseccién con cada
una de las curvas.

"Threshold"  Para ajustar un umbral, haga clic en el

(Umbral): icono (una rejilla con una flecha roja),
haga clic en el grafico y arrastre la linea
al nivel deseado manteniendo pulsada
la tecla del raton. De forma alternativa,
introduzca un valor logaritmico. De
forma alternativa puede utilizar "Auto-
Find Threshold" (Deteccidén automatica
del umbral) para determinar
automaticamente el umbral. Si ajusta el
umbral manualmente, deberéa ajustarlo
en la fase exponencial de la serie
analitica, muy por encima del nivel de
fondo para evitar el ruido y por debajo
del inicio de la meseta de la sefial en los
ciclos posteriores.

CT Calculation

[~ Flip =ign of normalised dats

Threshald : IW ﬂ
Elirminate Cyclss |1—ﬂ

befare :
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"Eliminate
Cycles
before"
(Eliminar
ciclos

anteriores):

"Auto-Find
Threshold":

Resultados

Para ajustar un umbral, haga clic en el
icono (una rejilla con una flecha roja),
haga clic en el grafico y arrastre la linea
hacia la derecha manteniendo pulsada
la tecla del raton. De este modo se
eliminara el umbral para los ciclos de
nuamero inferior.

Nota: Esto es util si existe ruido durante
los ciclos iniciales, por ejemplo, debido
a los efectos de mezclado de las
muestras.

Esta funcidn explora la region
seleccionada del grafico para localizar
un ajuste de umbral que proporcione
calculos 6ptimos de las
concentraciones existentes. Podra
cambiar la regidn seleccionada
introduciendo nuevos valores para los
limites superior e inferior en los cuadros
de texto que aparecen.

Para la mayoria de los analisis son
adecuados los limites superior e inferior
predeterminados. Se explora el intervalo
de los niveles de umbral para obtener el
ajuste 6ptimo de la curva estandar en
funcion de las muestras que se han
definido como modelos (es decir,
donde el valor R mas se aproxima a
1,0).

Auto-Find Theeshold |

Se abrira la ventana "Quantitation Results". Por
defecto, esta ventana se abrirA cuando se abra un
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analisis. Si la ha cerrado, podra volver a abrirla con
este comando.

g A G P 1] 2

Cyeling A Grean Page 1] 1

Cycing A Gieen Page 1) & MO B 006 5162 1A -7 [1.290+06 6.7 -07)
Cpcing A Giresn Page 1) 5 N 10e7 Standed G T00C+0F 7 ATESOF L0

Cypeing AGreen Page 1) & 10e? Slangand 9 TO0ET 7 SEE 07 W

Cypeting & Giteon Page 1) 7 10wt Stenid | P0&F LOGEWE 7706 28% 0 083 1015 1060) BO0E o5 [2AIF 406 2 48E 05}
kg s e Page 1) 8 el Suded | 103 UOER REE05  143%

g A Gt [P 1) 0 "3 tandied | 104 VIEA6 TTNE0E 23

Cycing AGrean [Page 1 |10 0e5  Standerd | 1241 100605 AR A 1 013 (1330 1330 TR0 [26004 . 250005
Cpcingafioen Poge 1) 11 BN 10¢5  Stancad | 1375 TGS LI TR

Gt AGiesn Page 1) 12 10 Slerndad 1353 1 +£% AR 152%

Cyeting & Gioen Page 1) 13 ek Stendard | 1565 100E W 224Ee04 1237% 1 025 (1484 1608 ZSEE DA [T AZE W0 5 36E «04)
Cyeding & Given Page 1) 14 10wt Stanciwd | 1554 LODE+4 7 408+04 X

Cying A Givr g 1) |15 ] tandd | 151 100604 A0GEa A

Cycing A Green Page 1) 16 el Standerd | 3% AMEA AT S nm 024 [2043.21.69) SE50-02 [1130-01, 25000
Cpcing & Gireen [Page 1) 17 10ed Stenderd  20UFY TOELD G nx

Gyt AGreen Page 1) 18 e Sledad NI TO0E-  GME.O2 0Ex

Cypctng & G Page 1) 13 102 Starcard NEG Muli C1f 1006 08

Cypeding £ Giiwens Page 1) 30 10m3 Steied | JR9E 1.00 «00 S A1 mix

Cyehng A Givean Faga 1) 21 Med  Staedad HEG Ml DY) 10000

Cycing A Gieen Page 1) 22 (1[4 HTE NLG [NTC)

Cpeing A Green [Page 1) 23 NI WIC NEG [NIC)

Cpelrng A Green Page 1] 4 HIC HIC MEG [KIT]

En la ventana "Quantitation Results", los resultados de
una serie analitica se resumen en forma de tabla. Para
exportar la tabla a Excel, haga clic con el botén
derecho del ratén y seleccione "Export to Excel"
(Exportar a Excel). Excel se abrira automaticamente.
Para copiar los datos en una hoja de calculo
existente, seleccione la opcién "Copy" (Copiar), abra
la hoja de calculo y seleccione "Paste" (Pegar).

La ventana "Quantitation Results" incluye las columnas

siguientes.

"Analysis" El set de datos actual (canal de
adquisicion y pagina de muestras).

"No." El nimero de la muestra.

"Color" El color del grafico de la muestra
individual definido.

"Type" El tipo de muestra definido.

"Ct" El valor Cr determinado.
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"Ct
Comment"
(Comentario
Ct)

"YVar":

"Rep. Ct"

Una anotacion automatica de la
determinacion Cr, si se excluyen los
valores Cr. Son posibles los marcadores
siguientes:

NEG (Multi Ct): El umbral corta la curva
de fluorescencia al menos dos veces
(doble interseccién). No se puede
determinar un valor Cr inequivoco.

NEG (NTC): El aumento general de la
fluorescencia no cumple las
condiciones definidas en la funcion
"NTC threshold" (Umbral NTC) del menu
"Outlier Removal" (Eliminaciéon de
valores atipicos) (ver abajo). Por
ejemplo, una curva de fluorescencia se
cruza con el umbral existente pero el
aumento en general reducido de la
pendiente sugiere un control sin plantilla
Y No se proporciona un valor Cr.

NEG (R.Eff): El aumento general de la
fluorescencia no cumple las
condiciones definidas en la funcion
"Reaction efficiency threshold" (Umbral
de eficacia de la reaccién) del menu
"Outlier Removal" (ver abajo). Se
excluyen las muestras que no presentan
una determinada eficacia de reaccion
Yy no se proporciona el valor Cr. Este
marcador solo aparecera si la funcién
correspondiente esta activada.

La diferencia porcentual entre la
concentracion calculada y conocida.
%Var=Abs(Calculada/Existente-1)

La Cr media de todas las muestras que
tienen el mismo nombre que esta
muestra.
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"Rep. Ct Std. La desviacidon estandar del valor Cr de
Dev." (Rep. todaslas muestras que tienen el mismo
CT Desv. est.): nombre que esta muestra.

"Rep. Ct 95% Un rango Cr que estadisticamente

C.L." considera el 95% de las variaciones del
valor Cr. Esta es una medida estadistica
por lo bajo que se puede utilizar como
medida de calidad. Este rango se
puede reducir ejecutando mas réplicas
o reduciendo la variacion en las
réplicas.

"Rep. Calc. La concentraciéon calculada para todas
Conc" (Rep. las muestras con el mismo nombre.

Calc. Conc): Nota: No se trata de la media simple de

las concentraciones calculadas. Es la
media geométrica que constituye una
media matematicamente mas
adecuada debido a la naturaleza
exponencial de la amplificacion en
tiempo real.
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"Rep. Calc.
Conc. 95%
C.L" (Rep.
Calc. Conc.
95% C.1.):

Un rango de concentraciones que
considera el 95% de la variacion en la
muestra individual, asi como el modelo
de regresion lineal en el que se basa.
Una interpretacion de esta medida es
que se trata del rango de
concentraciones que se pueden
esperar el 95% del tiempo si esta serie
analitica se ha realizado repetidas
veces con el mismo grado de variacion.
Se trata de un calculo porlo bajo y el
rango puede ser bastante amplio
debido a la variacién inherente a
cualquier andlisis en tiempo real. Este
rango puede ser amplio si los modelos
se ejecutan con concentraciones
diferentes a las de las muestras
desconocidas, si se utiliza un numero
reducido de duplicados o si existe una
variacion significativa.

IMPORTANTE: Las variaciones indicadas
por este método son inherentes al
proceso exponencial de la
amplificacion en tiempo real y no son
achacables al Rotor-Gene Q MDx. Las
pruebas similares realizadas en
cicladores basados en bloques
producirian variaciones mayores debido
a la menor uniformidad térmica de los
sistemas basados en bloques. Para
comparar, silo desea, diferentes
cicladores, le recomendamos que
compare la desviaciéon estandar del
valor Cr.

Nota: Encontraréa informacion mas detallada sobre los
intervalos de confianza en el Apéndice B.

Nota: Excepto las columnas "Color", "Name", "Ct"y
"Ct Comment", cada una de las columnas se puede
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mostrar u ocultar haciendo clic con el botén derecho
del ratén en la ventana y posteriormente
seleccionando o no el nombre de la columna.

i Quant. Results - Cycling A.FAM/SYBR (Page 1) =131xl
Mo MName [E: Ct Comment | Given Conc (Cop| Cals Cone [Capie| % War [=]
1 H10°8 Analysis 300000000, 324,345 068, g1z
2 Pzaos v No. 300000000, 301.264.230, 0.4%
3 Waaos v Color 300000000, 308453920, 28%
4 Wza0e v Name 300000000,  298576.301, 05%
I El S 30.000.000,  27.524578, 8.3%
s 307 v Ct 30.000.000, 26405444, 12,0%
A ES 07 e 30.000.000, 2870129, 4.3%
I ES 07 v Given Conc (Copics) 30.000.000, 23847613, 205%
9 B a0E L e ) 3.000.000, 3392142, 131%
10 30E s 3.000.000, 3170820, 57%
11 306 v a0 3.000.000, 3130.752, 44%
12 300s i 3.000.000, 3.166.396. 55%
13 QM ai0’s | ¥ Rep. Ctstd. Dev. 200,000, 21.913, 7%
14 | aa0s v Rep.CE{85%CD 300,000, 305744, 1,9%
15 3K10°5 Rep. Calc. Conc. 300,000, 312.045, 4.0%
16 K105 Rep. Calc. Conc. {35% CI) 300.000, 324.69E, 8.2%
17 [l 0t 19,47 30,000, 32420, B.1%
15 0 1959 30,000, 23,872, 04%
19 30 1953 30.000, 31102, 37
20 a0 1952 30.000, 3130, 4.3%
21 103 2293 3.000, 2850, 0%
2 1073 229 3.000, 2793, 6.9%
23 341073 22,94 3.000, 25825, 58%
24 31073 22,91 3.000, 25888, 37%
x Wzao0z 2603 00, 322, 75%
x W0z 2611 300, 305, 16%
27 Wzooz 26,25 300, 275, 85%
2z W30z 26,18 300, 291, 3%~
K1 | M

Para mayor comodidad, la funcién "AutoStat"
(AutoEst.) calculara automaticamente la media, la
desviacion estandar y los valores minimos y maximos
de las muestras de interés. Seleccione los resultados
gue le interesen pasando el ratdén sobre ellos con el
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botdn izquierdo pulsado y los valores apareceran en la
tabla en el lado derecho de la pantalla.

En esta captura de pantalla se analizan las
concentraciones de varias muestras.

@ Quant. Results - Cycling &.Green (Page 1) [_ (O] =| Statistics
Given Conc [Cop| Cale Conc [Copie n;:::ul: Sﬁ:igggg
1442 30000000 58% || oy 3
1453 30000000 : 16.2% )
14.40 30000000 5] 4.2% Mean: 27328521
17.44 3000000 3422624 141% Std Dev: 1.07537
1758 3000000 03351 34% (Qrders of Mag )
17.42 3000000 34E7111 158.6%
20.99 300000 285353 49%
2092 300000 2983938 0.4%
21.04 300000 27hB02 8% = Copy |
2470 ann N 10
Kl W A

IMPORTANTE: La funcion "AutoStat" tiene en cuenta el
contexto. Esto significa que generara informacion util
siempre que sea posible.

Por ejemplo:

No es posible obtener un intervalo de confianza
del 95% a partir de un set de concentraciones
calculadas seleccionadas porque también debera
tenerse en cuenta el modelo de regresion.

En lugar de un valor absoluto, para las
concentraciones calculadas se indica la
desviacion estandar "Orders of Magnitude"
(Ordenes de magnitud). Se trata de una variacion
porcentual. Por ejemplo, un valor de 1,07537
representa una variacion del 7,54% (278 974 -

322 611)=(300 000/1,07537 — 300 000*1,07537). La
indicacion de un valor absoluto no tiene sentido
para una curva estandar. El valor podria indicarse
con la concentracién minima para crear un error
percibido bajo (+ 3 copias) o con la concentracion
alta (x 3 000 000 de copias). Por este motivo se
indica la desviacion estandar "Orders of
Magnitude".
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B Paralas concentraciones calculadas se utiliza la
media geométrica en lugar de la media
aritmética. Esta tiene en cuenta la naturaleza
exponencial de la PCR en tiempo real. Por
ejemplo, en el caso de diluciones dobles con 1, 2,
8 y 16 copias, la media debe ser de cuatro copias
porque se encuentra en el centro de la serie de
dilucion. No obstante, la media aritmética es 6,75.
La media geométrica es (1*2*8*16)(1/4)=4 copias.

Normalizacion de tubo dinamico

La opcion "Dynamic Tube" (Tubo dinamico) esta
seleccionada por defecto y se utiliza para determinar
el fondo medio de cada muestra justo antes de iniciar
la amplificacion.

La normalizaciéon estandar simplemente toma los
cinco primeros ciclos y los utiliza como indicador del
nivel de fondo de cada muestra. A continuacion,
todos los puntos de datos para la muestra se dividen
por este valor para normalizar los datos. Esto puede ser
impreciso porque para determinadas muestras el nivel
de fondo a lo largo de cinco ciclos puede no ser
indicativo del nivel de fondo justo antes de la
amplificacion. A diferencia de ello, la normalizacion
de tubo dinamico utiliza la segunda derivada de
cada trazo de la muestra para determinar un punto
de partida para cada muestra. A continuacion se
calcula el promedio del nivel de fondo desde el ciclo
1 hasta este niumero de ciclo de partida para cada
muestra. Este método proporciona los resultados de
cuantificacion mas precisos.

Tenga en cuenta que para determinados sets de
datos la fluorescencia de fondo no es uniforme
durante los ciclos antes de que comience la
amplificacion. En estos casos puede ser necesario
desactivar la normalizacion de tubo dinamico
haciendo clic en "Dynamic Tube", ya que podria
reducir la precision de la cuantificacion.
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Correccion de la pendiente de ruido

En condiciones 6ptimas, la fluorescencia de fondo (FI)
de una muestra deberia permanecer constante antes
de la amplificacion. No obstante, algunas veces la Fl
muestra un aumento o una disminucién gradual a lo
largo de varios ciclos debido a los productos quimicos
utilizados. Esto produce un sesgo del nivel de ruido. La
correccion de la pendiente de ruido utiliza una linea
de mejor ajuste para determinar el nivel de ruido en
lugar de una media y realiza la normalizacién con
respecto a esta linea. Si selecciona esta opcion
haciendo clic en el boton "Slope Correct" (Corregir
pendiente), podra mejorar los datos procedentes de
duplicados si las lineas base de la muestra presentan
una pendiente pronunciada. La correcciéon de la
pendiente de ruido mejorara los datos si los fondos de
los datos sin procesar presentan una pendiente
ascendente o descendente antes del punto de
partida (Cr).

Si la pendiente no es uniforme o los ciclos iniciales de
la linea base muestran un aumento o una disminucion
significativos de la sefial en comparacion con el resto
de la curva, la correccion de la pendiente de ruido
puede producir efectos no deseados, tales como
curvas de control negativo que cruzan el umbral
debido a la aproximacién de la linea base como linea
de mejor ajuste y la normalizacién consiguiente de los
datos sin procesar. En consecuencia, esta funcién no
siempre mejora la calidad de los datos y debe usarse
Unicamente si las curvas de datos sin procesar
muestran una pendiente uniforme.

Ajuste del punto de partida

El algoritmo de ajuste del punto de partida puede
usarse para definir una longitud minima de la linea
base utilizada para la nhormalizacién. Para aplicar el
ajuste del punto de partida deben definirse dos
parametros. Si se calcula un punto de partida con la
funcién “Dynamic Tube* inferior al primer parametro,
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se utiliza el segundo parametro como punto de
partida. El ajuste del punto de partida unicamente
puede utilizarse junto con la normalizacion de tubo
dinamico.

"Ignore first" (Ignorar primero)

Es posible que la sefial de fluorescencia procedente
de los primeros ciclos de una serie analitica no sea
representativa del resto de la serie. Por este motivo, se
pueden lograr mejores resultados si se ignoran los
primeros ciclos. Se pueden ignorar un maximo de 10
ciclos. No obstante, si los primeros ciclos son similares a
los ciclos subsiguientes, se obtendran mejores
resultados si se desactiva "lgnore First" porque el
algoritmo de normalizaciéon dispondra de mas datos
con los que trabajar.

"Outlier Removal'

Para diferenciar entre los cambios menores de la
fluorescencia y las reacciones propias en los controles
sin plantilla (NTC) se proporcionan dos medidas: "NTC
Threshold" y "Reaction Efficiency Threshold". "NTC
Threshold" se recomienda para la mayoria de las
aplicaciones. El método utilizado debera validarse.
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El outlier Removal ) x|

—MNTLC Threshold :
Percentage of largest Fl change :
e

0%

15% anx

Ay zample with a total change in fluorezcence
I 2 % |esa than this percent [relative to the largest

change in any tube] will not be dizplayed.

— Reaction Efficiency Threshold :
[~ Enabled Only zamples which have an individual

Thisshd: E100 j % walue will be dizplayed after

reaction effiency at leazt equal to this

normalization.

| ] I Cancel Help

"NTC

Permite excluir del analisis las muestras o

Threshold": NTCs que presentan una ligera deriva

ascendente. No se indicaran las
muestras que presenten un cambio por
debajo del "NTC Threshold"y en la
columna "CT Comment" aparecera un
marcador "NEG (NTC)".

El porcentaje es relativo con respecto al
cambio maximo mas amplio detectado
en un tubo. Por ejemplo, si una muestra
ha comenzado con un fondo de 2 Fl y
ha aumentado hasta 47 Fl, entonces 45
Fl representara el 100%. Un "NTC
Threshold" del 10% consideraria ruido
cualquier muestra con una Fl inferior a
4,5 Fl.

"Reaction El "Reaction Efficiency Threshold" es un
Efficiency método alternativo para excluir el ruido
Threshold™:  del andlisis. Este algoritmo de

normalizacion utiliza las técnicas de
calculo de la eficacia de la reaccién en
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la cuantificacibn comparativa (ver
apartado 7.6.6). Se excluiran todas las
muestras que no presenten como
minimo una eficacia de reaccion de
este nivel y en la columna "CT
Comment" aparecera un marcador
"NEG (R.Eff)".

Un nivel de 0% indica que durante la
fase exponencial no ha tenido lugar
ninguna reaccion. 100% indica que
durante la fase exponencial ha tenido
lugar una reaccioén totalmente eficaz.
Los porcentajes negativos indican que
durante la fase exponencial la sefial de
fluorescencia ha disminuido.

La investigaciéon actual todavia no
dispone de datos concluyentes sobre
los niveles exactos de eficacia
necesarios para diferenciar entre las
propias reacciones, la contaminacion y
otros efectos. Por este motivo,
recomendamos utilizar esta funcidon con
prudencia, asumiendo que cualquier
muestra con una reaccion genuina
presentara una fase exponencial visible
con cierto aumento de la fluorescencia.
Si este valor se ajusta por encima de 0%,
se excluiran algunas muestras con un
aumento de la fluorescencia ineficaz
aunque perceptible, mientras que un
ajuste inferior a 0% mostrara muestras
cuya fluorescencia haya disminuido
durante la fase exponencial y que
claramente se deben excluir.

Nota: Si se excluye un valor debido a la activacién de
una de estas técnicas, en la ventana "Quantitation
Results" no se mostrara un valor Cr correspondiente.
Simultdneamente en la columna "Ct Comment"
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aparecera un marcador que indicara la exclusién. Por
ello es importante asegurarse de que la columna "Ct
Comment" esté siempre visible.

En la imagen siguiente se han excluido las muestras 7,
8 y 9 debido al "Reaction Efficiency Threshold".

_ipix
Mo, |Mame  |Type | ot | Ct Comment | Given Conc [copies/ieaction] |
7 10e6 Standard MEG [R.Eff] 1.00E +05
8 10e6 Standard MEG [R.Eff] 1.00E+06
5 10e6 Standard MEG [R.Eff] 1.00E +05
10 105 Standard | 15,04 1,00E+05
11 105 Standard | 15,03 1.00E+05
12 | 10e5 Standard | 15,05 1,00E+05
all |

Pendiente, amplificacion, eficacia de reaccion

La pendiente (M) de una reaccién (mostrada en la
ventana "Standard Curve") se puede utilizar para
determinar la amplificacién exponencial y la eficacia
de una reaccién mediante los calculos siguientes:

Amplificacion exponencial = 10-/M)
Eficacia de la reaccion = [10¢/M)] - 1

Valores 6ptimos para M, la amplificacidon exponencial
y la eficacia de reaccion son respectivamente -3,322,
2y 1. La eficacia de la reaccion se indica en el
informe (en los informes completos y estandar, ver
pagina 7-17) y en la ventana "Standard Curve".

La pendiente se calcula como el cambio en el valor
Cr dividido por el cambio en la entrada logaritmica
(p. ej. nUmero de copias). Una amplificacién con
eficacia del 100% significa una duplicacion del
producto de amplificacién en cada ciclo, lo cual da
lugar a un valor M de -3,322, un factor de
amplificacion de 2 y una eficacia de reaccion de 1.

Con un valor M de -3,322, el calculo es el siguiente:

Amplificacion exponencial: 10¢1/-3.322) = 2
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Eficacia de reaccion: [10¢1/-3322] -1 =1

Otro ejemplo: un valor M de 3,8 significa que la
reaccion tiene una amplificaciéon exponencial de
aproximadamente 1,83 y una eficacia de reaccién de
0,83 (o del 83%).

Desviacion

En una férmula que describe la relacién entre dos
variables, la desviacion se expresa conlaletra B (y =
Mx + B). La desviacion también se denomina a veces
"interseccion". B representa el valor Ct para una
concentracion existente de 1 unidad. Si se introduce 1
en la férmula de concentracidon como se muestra

abajo:
Cr=log(l)*M +B
Cr=0*M+B

El resultado sera Ct =B

La interseccion puede variar de serie analitica en serie
analitica y es una medida menos estable que el
gradiente. Por este motivo, el gradiente se analiza con
mas frecuencia que la interseccion.

Ventana principal

La ventana principal muestra los graficos de
amplificacién en una escala logaritmica.

Haciendo clic en "Linear Scale" (Escala lineal) en la
parte inferior de la ventana, la escala cambiara de
escala logaritmica a escala lineal y viceversa. El
cambio entre estas escalas solo altera el aspecto de
los gréaficos, no los céalculos. Esto se puede verificar
mediante el uso de la herramienta pinpointer,
haciendo clic con el botdn derecho del ratén en el
grafico y seleccionado a continuacion "Show
pinpointer" (Mostrar pinpointer). La escala logaritmica
facilita la visualizacidn de los valores mas pequefios en
el grafico, mientras que la escala lineal facilita la
visualizacion de la reaccién completa.

Manual del usuario Rotor-Gene Q MDx 09/2018 7-39



Interfaz del usuario para analisis

7.6.3

Nota: Los graficos de amplificacion se actualizan en
tiempo real ya que el Rotor-Gene Q MDx adquiere
activamente los datos durante la serie analitica. Esta
monitorizacién de los datos en tiempo real permite al
usuario visualizar los resultados tan pronto como las
curvas registran un crecimiento exponencial. Asi se
pueden sacar conclusiones preliminares y tomar
decisiones para la serie analitica siguiente.

Plantillas para el analisis de cuantificacion

Las plantillas para el andlisis de cuantificacion
permiten al usuario exportar los ajustes de
normalizaciéon y de umbral a un archivo *.qut
individual. Este archivo se puede importar y volver a
aplicar en otros experimentos. Consulte el apartado
8.1 para obtener mas detalles.

Imported Settings
<hone:

Irnport... | Export...

Dos curvas estandar

Mediante el método de dos curvas estdndar se
pueden realizar andlisis relativos de expresidbn génica
utilizando un gen de normalizacion.

El método requiere una curva estandar para cada
gen. La concentracién de cada gen se cuantifica
segun su curva estandar. A continuacion, la expresion
del gen de interés se normaliza con el gen de
normalizacién (a menudo un gen constitutivo).

Es importante que los patrones y las muestras de
duplicaciones se disefien correctamente durante la
preparacion de la muestra (ver apartado 6.1.4). En
especial, las muestras correspondientes deben tener el
mismo nombre en cada analisis. En una reaccioén
multiplex, en la que las posiciones de los tubos del gen
de interés y del gen de normalizacion son idénticas,
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sera suficiente un unico set de definiciones de
muestra. Si realiza analisis relativos con un gen de
normalizacién utilizando un Unico canal (es decir, las
reacciones se ejecutan en tubos separados con el
mismo fluoréforo), es recomendable que cree dos
paginas de muestra. La primera debera etiquetar las
posiciones de los tubos con nombres de muestra para
el gen de interés, mientras que las demas posiciones
se dejaran sin nombre. La segunda debe etiquetar las
posiciones utilizadas para el gen de normalizacion. A
continuacion, el software emparejara las muestras de
los dos analisis segun los nombres.

Analisis de expresion mediante el método de dos
curvas estandar

Los datos se pueden analizar primero para cada gen
utilizando el analisis de cuantificacion. De lo contrario,
los resultados para cada gen se determinaran
automaticamente mediante la herramienta "Autofind
Threshold" (Autodetectar umbral).

1. Seleccione en la ventana "Analysis" la pestafia "2
Std Curve (Rel.)" (2 curvas est. (Rel.). Haga clic en
"New Analysis..." (Nuevo analisis...).
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[ uantitation | belt
2 Std Curves [Fel) | Other..

Show | Hide |
V¥ Auto-shrink window

2. Introduzca un nombre para el andlisis.

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

Cancel

Relative Quant. Analysis

3. Designe las paginas utilizadas para el analisis del
gen de normalizacion y el analisis del gen de
interés. Por ejemplo, si hace clic en "Gene of
Interest Standard Curve" (Curva estandar del gen
de interés) se abrira la ventana "Selection of Gene
of Interest Standard..." (Seleccién de la curva
estandar del gen de interés). Seleccione la pagina
en la que se ha cuantificado el gen de interés.
Repita el procedimiento para el gen de
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normalizaciéon. Opcionalmente podra definir un
calibrador. Si selecciona esta opcién, al calibrador
se le asignara un valor de 1y todas las demas
concentraciones de muestra se calculardn con
respecto a esta muestra.

Relative Quantitation | x| |
=z| Heports Erpnit

2 Standard Curves Relative Quanhitation |

[ Gene of Interest Standard Curve
[ Homaliser Standard Curve
[ Calibrator Defined

€0 Selection of Gene of Interest Standar... |

Currently Selected : [None]

To zelect an exizting analysiz to uze, or to create a
new analvziz, select a channel from the list, then click
Select. This window will close and you will be taken to
the main window of this analyzis.

El Cycling A ellow

Select Other Bun... Cancel

Manual del usuario Rotor-Gene Q MDx 09/2018 7-43



Interfaz del usuario para analisis

Tras finalizar las selecciones, las opciones
apareceran marcadas tal y como se muestra en la
imagen inferior.

Relative Quantitation |
5 Reports @ E xport
2 Standard Curves Relative Quantitation |

Gene of Interest Standard Curve

Mormalizer Standard Curve
[ Calibratar Defined

W Auto-shiink window

4. Haga clic en el botdn "Reports” para visualizar el
"Report Browser". Seleccione el analisis con el
nombre correcto en la lista. Haga clic en el botén
"Show" para visualizar el informe de la
cuantificacion relativa. La opcion "Export" exporta
los resultados a una nueva hoja de calculo Excel. Si
se incluye un calibrador, los resultados se
calcularan con respecto a la muestra de

calibrador, a la que se le ha asignado un valor de
1.

_imix

— Report Categories

- [General]
- el Curve Analpsiz
EE Comparative Quantitation
5-Delta Dieka CT Relative Quantitation
‘ Relative Quant. Analysis
B2 Standard Curves Relative Huantitation
- Relative Quant. Analysis

MIQE Repart {2 Standard Curves Full Report)

oy
'% Relative Quant(Standard Curve)

Show I Cancel

5. Las concentraciones se leen de las curvas
estandar del gen de interés (GOI Conc.) y se
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muestra el gen de normalizacion (Norm. Conc.), asi
como la concentracion relativa (Relative Conc.).
Los resultados se pueden guardar como archivo
Word.

BekRIoERE Rl

RERE

Esrrason Rate (Log0h

—-
il
-
|

Gens Exsiesalon Graph (Logaimic)

6. Losvalores "Rel Min" (Min. rel.) y "Rel Max" (Max. rel.)
se generan calculando la desviaciéon estandar del
cociente de las desviaciones estandar del gen de
interés y del gen de normalizaciéon mediante la
formula siguiente:
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7.6.4

2 2
CVreIconc = \/CVGOI + CVNorm

donde:
stddev

S
X meanvalue

CV =

Cuantificacion relativa delta delta Cr

El método delta delta Cr permite realizar analisis
relativos de expresion génica. Fue descrito por Livak y
Schmittgen (2001)*.

Para este método no es necesario incluir curvas
estandar en cada serie analitica. Cada muestra se
normalizara primero para la cantidad de plantilla
afiadida mediante la comparacidon con el gen de
normalizacion. Estos valores normalizados se vuelven a
normalizar con respecto a un tratamiento con un
calibrador. El calibrador puede ser p. ej. un gen
natural, un control sin tratar o una muestra a tiempo
cero.

Es esencial que las eficacias de amplificacién del gen
de interés y del gen de normalizacion sean idénticas y
gue esto se valide segun las directrices de Livak y
Schmittgen.

Es fundamental que los nombres de las muestras se
definan correctamente en la ventana "Edit Samples",
etiguetando de forma idéntica las mismas muestras en
cada analisis de cuantificacién compuesto.

1. Analice los datos mediante "Quantitation”. No sera
necesario ejecutar una curva estandar una vez se
haya realizado la validacion.

2. Enla pestafna "Other" (Otros) de la ventana
"Analysis" seleccione "Delta Delta Cr Relative

* Livak, K.J. and Schmittgen, 7.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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Quantitation" (Cuantificacién relativa delta delta
CT). Seleccione "New Analysis" (Nuevo analisis).

25t Curves [Rel) | ar-— 11
it I M Allelic Dizcrimination

w" Cucling & Green [Page
" Cycling &.0range [Pag

Clearing Point Analyziz

Comparative Quantitation
Concentration &nalyziz

[Delta Delta CT Relative Quantitation

EndPaint &nalvziz

High Resolution Melt Analysis
Scatter Graph Analyziz

Show All Analyziz Options. ..

Show | Hide |
™ Auto-shiink window

3. Introduzca un nombre para el andlisis.

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

Cancel

Relative Guart. Anahysis

4. Pararealizar el andlisis debera seleccionar
"Validation Run Performed" (Serie analitica de
validacion realizada). Defina las paginas donde se
han analizado el gen de interés y el gen de
normalizacion.
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Relative Quantitation |
EE] Heports Ewpart |

Delta Delta CT Relative Quantitation I

1 alidation Fiun Perfarmed
[ Gene of Interest Quantitation
[ Hommaliser Buartitation

[ Calibrator Defined

=

{6 Selection of Mormalizer Standard Curve |

Currently Selected : [Mone]

To zelect an exizting analysiz to uze, or to create a
new analpsiz, select a channel from the list, then click
Select. This window will cloze and yau will be taken to
the main window of this analysis.

El Cycling & Orange

------ o’ Gene of Interest

Select Other Bur.... Cancel

5. Haga clic en el botén "Reports" para visualizar el
"Report Browser". Seleccione el analisis con el
nombre correcto en la lista. Haga clic en el botén
"Show" para visualizar el informe de la
cuantificacion relativa. La opcion "Export" exporta
los resultados a una nueva hoja de calculo Excel. Si
se incluye un calibrador, los resultados son relativos
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a la muestra de calibrador, la cual tiene un valor

de 1.
_ibix]
— Feport Categories : —Templates :
-~ [General)

MIQE Report (Delta Delta Ct Con

- bl Curve Analysis

Bi Comparative Huantitation

=-Dela Dekta CT Relative Quantitation

- " Relative Guant. Analysis

&-2 Standard Curves R elative Quantitation
- Relative Quant, dnalysiz

*8 MIGE Report (Delta Delta Ct Full Report)

]
3 Relative Quant{Delta Delta)

Shaw I Cancel |

Mas abajo se muestra un ejemplo de los resultados
de este analisis. Se visualizan los valores Cr para el
gen de interés (GOI CT), los valores Ct para el gen
de normalizacién ("Norm. CT"), Delta Cr,

Delta Delta Cty la concentracion relativa
("Relative Conc."). La expresidn es relativa a la
muestra de calibrador, a la que se le ha asignado
una expresion relativa de 1.

Si desea méas informacién sobre la desviacion de
los calculos de los valores "Rel Min"y "Rel Max",
consulte la referencia Litvak y Schmittgen (2001)*.

C| Replicate Name  [GOICT [Mom. €T [DeltaCT  [Delta Delta CT] Relative Cone. [Rel Min [RelMax [ Calibrator
Dilution 8 2837 |
Diation 7 37.61 28.39 522 4.40 0.04728 004128 0.05414
Dilution & 3872 2828 7.44 262 016228 014304 017663
Dilution § 35.04 2824 E.&0 198 0.25292 011715 054605
Dilation 4 32.94 2812 482 0.00 1.00000 0.E5432)  1.44025 Yes
Dilution 3 31.66 2823 343 -1.38 260825 216257 314579
Dilution 2 30.08 2302 203 279 £.92153 E.49040 732130
Dilution 1 2861 2792 063 412 1741856 1B.47833) 1841322
Q5 011U 2811
0316 17l 37.62 2810 9.51 470 0.03857 0.03633  0.04034
11U 36.64 2815 869 388 (1.0E805 004415 010483
3B 34.45 28.05 E40 1.59 0.33308 028206 0.39325
Q54 3267 2829 438 -0.43 1.34925 1.09820)  1.65770
Q82 30.07 2798 209 273 51982 E18888  7.0807¢
Qsz 26.88 2764 076 B67 47 E1474 45.02202) 5035677
Qs1 24.07 2710 -3.03 -7.88 23060440, 20845384 25510870

* 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

Andlisis de la curva de disociacion

El andlisis de la curva de disociacién analiza la
derivada de los datos sin procesar tras el alisamiento.
Este analisis se utiliza habitualmente para el
genotipado y la diferenciacién alélica. Los picos en la
curva se agrupan en bins y se descartan todos los
picos por debajo del umbral. A continuacion, los bins
se pueden asignar a los genotipos mediante el
comando "Genotypes" (Genotipos).

Cuando haya finalizado la serie analitica, para
determinados productos quimicos se puede afadir un
paso de disociacidn para visualizar la cinética de
disociacion de los productos amplificados. La
temperatura aumentara a una velocidad lineal y se
registrara la fluorescencia de cada muestra. Mas
abajo se muestra una curva de disociacion tipica.

WS [N A
MEWn0)
M7 Wnl)
MN2MnC)
MNIMnC)
W ilin €
50l
10310081

] [ @ & 2w WEAAWEZ o
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Peak Calling
|+ Flip sign of dF AT

Thieshold:  [0.30821 1|
Temperature
Threshold : I55 1'
Peak Binz
Mame | Value | width | =

Bind 8042 4 —
BinB 8355 4 hd

MNew | Edit | Hemu:uvel
Imported Settings

<Rane:
[rpart.... | Ewsport... I
"Flip sign of Antes de definir los picos, asegurese
dF/dT" (Invertir de que el signo dF/dT es correcto
signo de para que el set de datos proporcione
dF/dn): picos positivos.
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"Defining
peaks" (Definir
picos):

En el andlisis de la curva de
disociacion, los picos se pueden
definir y presentar utilizando diferentes
métodos. Uno de ellos es llamar
automaticamente todos los picos
para cada muestra. El otro es asighar
picos a bins, lo que resulta util para el
genotipado.

Los bins definen el area donde se
espera gue se produzcan picos. El
software de analisis de la curva de
disociacién reune los picos en grupos
de bins en virtud de valores pico
reales en la curva. Si es necesario, los
bins se pueden editar.

Cualquier pico que se encuentre
dentro del rango definido del bin se
asighara al bin. Si existen dos bins
cercanos, el pico se asignara al bin
mas proximo.

Nota: Los bins no se deben posicionar
visualmente para calcular las
posiciones pico. Ajuste los bins en el
area aproximada de interés y utilice
los valores reales notificados en la
tabla de resultados para obtener un
resultado mas preciso.

"Peak Bins" (Bins Para definir un bin, haga clic en el

de pico):

botdon "New Bin" (Nuevo bin) y a
continuacion haga clic en el grafico
manteniendo pulsado el botén del
raton para definir el centro del bin.
Repita este proceso para agregar otro
bin. Utilice el botén "Remove" para
eliminar bins.
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"Threshold": Para ajustar el umbral (eje y), haga
clic en el icono 1, a continuacion
haga clic en el grafico y,
manteniendo pulsado el botdén del
raton, arrastre la linea de umbral al
nivel deseado.

"Temperature Para ajustar un umbral de

Threshold" temperatura (eje x), haga clic en el

(Umbral de icono 21, a continuacién haga clic en

temperatura): el grafico y, manteniendo pulsado el
botén del ratén, arrastre la linea de
umbral hacia la derecha. De este
modo se eliminara la linea de umbral
para las temperaturas mas bajas.

Nota: Esto es util si existe ruido en la
sefial a temperaturas bajas.

Informes

Abre la ventana "Report Browser", donde podra
seleccionar un informe para previsualizarlo. Podra
generar un informe basado en el canal actualmente
seleccionado o un informe de genotipado multicanal.

Resultados

Se abrira la ventana "Melt Curve Results" (Resultados
de la curva de disociacién), en la que se visualizaran
los picos de muestra.

Genotipos

Haga clic en "Genotypes..." (Genotipos...) y
seleccione los genotipos como se muestra a
continuacion.
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%# Edit Genotypes for Melt A Green |

Genotype : Abbrew. : Bind BinB

IHn:nmn:nz_l,lgn:nus IMM I_ _I
IH eterazygoLs IMW I_ I_

|Wild Tupe |ww

Ok

E;'u:el |
e Help |

Esta ventana permite asignar genotipos a la
incidencia de picos en bins. En la captura de pantalla
se muestra la configuracidon predeterminada del
genotipo, en la que las muestras heterocigadticas
presentan dos picos, las muestras homocigoticas un
pico en el primer bin y las muestras naturales un pico
en el segundo bin. Puede introducir una abreviatura
en el campo situado al lado del nombre de cada
genotipo. Esto se utiliza en la impresién de informes de
genotipado multicanal para facilitar la lectura de
todos los resultados de los multiples canales.

S
ST T

Para los andlisis multiplex, los genotipos se deben
configurar en cada canal. Si, por ejemplo, se ejecuta
un analisis de extincion FRET de dos canales, en el que
se espera un genotipo natural y uno heterocigoético en
cada canal, los parametros de los bins se deberan
configurar para cada canal. Los resultados se
proporcionaran a continuaciéon en un informe
multiplex.

Plantillas para el analisis de disociacion

Las plantillas para el analisis de disociacion permiten al
usuario exportar los ajustes de normalizacién, de
umbral, de genotipo y de bin a un archivo *.met
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individual. Este archivo se puede importar y volver a
aplicar en otros experimentos. Consulte el apartado
8.1 para obtener mas detalles.

Imported Settings
<hone:

Irnport... | Export...

7.6.6 Cuantificacion comparativa

La cuantificacion comparativa compara la expresion
relativa de muestras con una muestra de control en
una serie analitica si no se dispone de una curva
estandar. Esto se utiliza con frecuencia para el analisis
de micromatrices. Warton y colaboradores (2004)*
proporcionan un ejemplo de esta técnica.

1. Pararealizar el analisis, seleccione "Other"y
después "Comparative quantitation”
(Cuantificacion comparativa) en la ventana
"Analysis". Haga doble clic en el canal que desee
analizar.

2. Seleccione una muestra de control mediante el
menu desplegable situado en el lado derecho de
la pantalla, debajo de los botones de
conmutacion.

3. Losresultados se calculan automaticamente y se
visualizan en la ventana "Comparative
Quantitation Results" (Resultados de cuantificacidon
comparativa) debajo del gréafico.

Las primeras columnas de la ventana "Comparative
Quantitation Results" muestran el nimero de la
muestra y el nombre. La columna "Takeoff" (Punto de
partida) indica el punto de partida de la muestra. La
segunda derivada del grafico de amplificaciéon

* Warton, K., Foster, N.C., Gold, W.A., and Stanley, K.K. (2004) A novel
gene family induced by acute inflammation in endothelial cells. Gene
342, 85.

Manual del usuario Rotor-Gene Q MDx 09/2018 7-55



Interfaz del usuario para analisis

produce picos que corresponden a la velocidad
maxima del aumento de la fluorescencia en la
reaccion. El punto de partida se define como el ciclo,
en el cual la segunda derivada se encuentra al 20%
del nivel maximo e indica el final del ruido y la
transicion a la fase exponencial.

Este grafico muestra una segunda derivada de un
grafico de amplificacion e indica las posiciones
relativas del segundo pico de la derivada y el punto
de partida.

120%

Méaximo de la segunda derivada
10:0% .

80% /‘\
60% / \
[\

20%

—20% *_~

—40%

La columna "Amplification" (Amplificacién) indica la
eficacia de la muestra. Una reaccidon con una
eficacia del 100% produciria un valor de amplificacion
de 2 para cada muestra, lo que significa que el
amplicon se ha duplicado en cada ciclo. En los datos
sin procesar, la sefial debe duplicarse en la fase
exponencial. Por ejemplo, si la sefial fue de 50
unidades de fluorescencia en el ciclo 12 y de 51
unidades de fluorescencia en el ciclo 13, deberia
aumentar a 53 unidades de fluorescencia en el ciclo
14. Todos los valores de amplificaciéon de cada
muestra se promedian para obtener el valor de
amplificacion que se muestra a la derecha de la
pantalla, debajo de los botones de conmutaciéon. A
mayor variacion entre los valores de amplificacion
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calculados para cada muestra, mayor sera el
intervalo de confianza (indicado por el valor detras
del signo ). Para un nimero elevado de muestras (N),
el intervalo de confianza proporciona una
probabilidad del 68,3% de que la amplificacion real
de las muestras se encuentre dentro de este rango (1
desviacion estandar). Duplicando el intervalo + se
obtendra un intervalo de confianza del 95,4% para un
N elevado.

Duplicacion del calibrador

Al igual que con el método delta delta Cr se requiere
una muestra de calibrador y las mediciones seran
relativas a dicha muestra de calibrador. Se podran
analizar las duplicaciones del calibrador ya que, si
muchas posiciones de las muestras tienen el mismo
nombre, se utilizara el promedio de los puntos de
partida de estas muestras. Para utilizar esta funcion
correctamente, asegurese de que las duplicaciones
tengan nombres idénticos.

Calibrator Replicate
[ TG E

Rezults
Average Amplfication 1.78+-0.04

Para calcular la expresion se utiliza la amplificacion
media. Por ejemplo, una muestra con un valor de
amplificaciéon bajo tardara mas tiempo en alcanzar un
determinado numero de copias absoluto que una
muestra con un valor de amplificacion mayor. La
columna "Rep. Conc." de la ventana "Comparative
Quantitation Results" proporciona la concentracion
relativa. La concentracion relativa de cada muestra
en comparacioén con la muestra de calibrador se
calcula segun el punto de partida y la eficacia de
reaccion. Esto se expresa en notacion cientifica.

Nota: El valor indicado en "Average Amplification” a la
derecha del sigho + representa la desviacion estandar
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7.6.7

de la amplificacion media tras la eliminacidon de los
valores de amplificacién atipicos. Si este valor es alto,
es posible que exista un error grande en los valores de
concentracidn generales calculados.

El software calcular& las concentraciones relativas de
la forma siguiente:

1. El punto de partida de cada muestra se calcula
examinando los picos de la segunda derivada.

2. Se calcula el aumento medio de los datos sin
procesar cuatro ciclos después del punto de
partida. Este sera el valor de amplificacion para la
muestra.

3. Se eliminaran las amplificaciones atipicas para
compensar el ruido en la fluorescencia de fondo.

4. Las amplificaciones restantes se promediaran. El
resultado sera la amplificacién media.

5. Para cada duplicaciéon del calibrador se calculara
el punto de partida medio.

6. La concentracion relativa de una muestra se
calcula como Amplificacion”™(Punto de partida del
calibrador — Punto de partida de la muestra).

7. Elresultado se indicara en notacion cientifica en la
columna "Rep. Conc." de la ventana "Comparative
Quantitation Results".

Diferenciacion alélica

La diferenciacion alélica utiliza datos cinéticos en
tiempo real procedentes de dos o0 mas canales para
el genotipado de las muestras. Para realizar este el
analisis, seleccione "Other" y después "Allelic
Discrimination" (Diferenciacion alélica) en la ventana
"Analysis". Si desea realizar una diferenciacion alélica,
no bastara con hacer doble clic en un canal para
gue se analice ya que este analisis se realiza utilizando
simultAneamente varios canales. Para realizar este
analisis mantenga pulsada la tecla CTRL y haga clic
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para resaltar cada canal que desee analizar o arrastre
el puntero del ratdn sobre esos canales. Una vez se
hayan resaltado todos los canales deseados, haga
clic en "Show". La lista se actualizara para mostrar
todos los canales en una linea con una marca de
verificacion al lado de los mismos. Esto indica que
todos se utilizaran en un analisis. Para eliminar uno o
varios de estos canales, haga clic con el boton
derecho del ratén sobre el analisis y seleccione
"Remove Analysis...". A continuacion podra incluir estos
canales en otro analisis de diferenciacion alélica. Un
canal no puede utilizarse en mas de un analisis
simultaneamente.

"Reports" Se abrira el informe "Allelic
Discrimination Analysis" (Analisis de
diferenciacion alélica) para la
visualizacion previa.

"Results": Se abrira la ventana "Allelic
Discrimination Results" (Resultados de la
diferenciacién alélica). Esta ventana se
abrira por defecto cuando se visualice
por primera vez el analisis.

"Normalization Hay disponibles una serie de opciones
options" para optimizar la normalizacién de los
(Opciones de datos sin procesar:

normalizacion): " . " o
) B "Dynamic Tube" (normalizaciéon de

tubo dindmico)

B "Slope Correct" (correccion de la
pendiente de ruido)

B ‘"Ignore First x cycles" (Ignorar los x
primeros ciclos) (correccion del ruido
en ciclos iniciales)

B ‘'Takeoff point adjustment”

Para mas detalles, consulte la pagina 7-

33.
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"Discrimination Introduzca valores en estos cuadros de

Threshold" texto para ajustar el umbral de

(Umbral de diferenciacién. Todas las curvas que

diferenciacién):superen este umbral se consideraran
muestras de genotipado. Haga clic en
el icono situado a la derecha de cada
cuadro de texto y arrastre el umbral en
el grafico para ajustar estos valores
visualmente.

Discrimination Threshold

Theshold:  [005302 | ™|
Eimeﬂmdl—J

"Genotypes".  Se abrira la ventana "Genotyping"
(Genotipado) que sirve para definir los
genotipos que se detectaran en cada
canal. Esta ventana permite asignar
genotipos a canales para el analisis
de diferenciacion alélica.

En el ejemplo siguiente, una muestra
sera heterocigodtica si los valores en los
canales Cycling A.Green y Cycling
A.Yellow cruzan el umbral.

¥¢ Genotyping

LI x|

Genotype |F|eacting Channels |

“wild Type Cycling A.Green

Heterazpgous Cycling A Green Cycling A ellow
Mutant Cycling & ellow

Y HE Cancel Help |
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7.6.8

"Allelic analisis Las plantillas para el analisis alélico

templates” permiten al usuario exportar ajustes de
(Plantillas para normalizacidon, de umbral y de

el andlisis genotipo a un archivo *.alt individual.
alélico): Este archivo se puede importary

volver a aplicar en otros experimentos.
Consulte el apartado 8.1 para obtener
mas detalles.

Imported Settings
<hones

Irnpart... | Expart... |

Analisis con diagrama de dispersion

El andlisis con diagrama de dispersion permite el
genotipado a partir de la expresion relativa de
graficos de amplificacion en dos canales. A diferencia
de la diferenciacion alélica, el genotipo se determina
en virtud de las regiones definidas por el diagrama de
dispersion en lugar de a partir de un umbral Unico.
Para realizar este el andlisis, seleccione "Other"y
después "Scatter Graph Analysis" (Analisis con
diagrama de dispersion) en la ventana "Analysis".

Si desea realizar un andlisis con diagrama de
dispersion, no bastara con hacer doble clic en un
canal para que se analice ya que este analisis se
realiza utilizando simultAneamente dos canales. Para
realizar este analisis mantenga pulsada la tecla MAYUS
y haga clic para resaltar los canales que desee
analizar o arrastre el puntero del raton sobre los
canales. Una vez se hayan resaltado todos los canales
deseados, haga clic en "Show".

La lista se actualizara para mostrar todos los canales
en una linea con una marca de verificacion al lado
de los mismos. Esto indica que todos se utilizaran en un
analisis. Para eliminar uno o varios de estos canales,
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haga clic con el botén derecho del ratén sobre el
analisis y seleccione "Remove Analysis...". A
continuacion podra incluir estos canales en otro
analisis con diagrama de dispersion. Un canal no
puede utilizarse en mas de un analisis
simultaneamente.

"Reports™

"Results":

"Normalization

options”
(Opciones de

Se abrira el informe "Scatter Analysis"
(Analisis de dispersién) para la
visualizacién previa.

Se abrira la ventana "Scatter Analysis
Results" (Resultados del analisis de
dispersion). El genotipo de cada
muestra se determina mediante las
regiones definidas por el usuario en el
diagrama de dispersion.

Hay disponibles una serie de opciones
para optimizar el modo en el que se
normalizaran los graficos de los datos

normalizacién):sin procesar:

B '"Dynamic Tube" (normalizacién de
tubo dinamico)

B '"Slope Correct" (correcciéon de la
pendiente de ruido)

B ‘'Ilgnore First x cycles" (correcciéon
del ruido en los ciclos iniciales)

B 'Takeoff point adjustment”

Para mas detalles, consulte la pagina

7-33.
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"Genotypes..." Se abrira la ventana "Genotyping", que
(Genotipos...): sirve para definir los genotipos que se

detectaran en cada canal. En esta
ventana se pueden asignar genotipos
en virtud de los canales en los que
reacciona una muestra. Los canales
seleccionados se utilizaran para
etiquetar las esquinas del diagrama de
dispersion y guiaran al usuario hasta el
area general del diagrama de
dispersion, donde se deben definir
regiones.

¥ Genotyping x|
Genatype

wild Type
Heterozygous
b utant

| Reacting Channels | ﬂ

Cucling A Green
Cycling A.Green Cucling & elow
Cycling A ellow

Cancel Help |
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"Scatter El diagrama de dispersion muestra la
Graph" expresion relativa de los dos canales
(Diagrama  seleccionados. La visualizacion se
de normaliza para tener en cuenta los

dispersion):  diferentes aumentos en cada canal y se
somete a una transformacion
logaritmica para acentuar las
diferencias de expresion entre las
muestras.

Para realizar el genotipado, el usuario
debe definir regiones haciendo clic en
una seleccioén del grafico y
arrastrandola. A continuacion, la
seleccion se puede etiquetar en funcién
de los genotipos configurados en la
ventana "Genotyping".

"
@ Scatter Analysis Graph - Cycling A Green, Cycling A Yellow [Pags 1) i Scatter Analysis Results - G
____________ No, | Name Genatype
14 Ty, : : 1 |20ng
: ; 2 bi0ng
e} PR ey hadild Tome
»

Heterozygaus

-T00p
-100p;
1 b10pg

a
a

“wiild Type

"Scatter Las plantillas para el analisis con

graph diagrama de dispersidbn permiten
analysis exportar los ajustes de genotipo y de
templates” regién a un archivo *.sct individual. Este
(Plantillas archivo se puede importar y volver a
para el aplicar en otros experimentos. Consulte

analisis con el apartado 8.1 para obtener mas
diagrama de detalles.
dispersion):
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7.6.9

Imported Settings
<hones

Irnpart... | Expart...

Analisis de punto final

El andlisis de punto final permite la diferenciaciéon
entre las muestras amplificadas y no amplificadas al
final de una serie analitica. Los resultados son
cualitativos (positivo/negativo) y no cuantitativos.

El andlisis de punto final se muestra en la captura de
pantalla inferior.

BE Rotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - allelic discrimination demo.
Fie Analysis Run Gan View Secrity Window Help

7 € Q@ |vew @ @ ¥ H W B H 5.
New Open Save Help Settings Progress Profle  Temp. Samples Analysis Reports Amange

Channels /7 Cyding A.FAM/SYBR 7 Cyding A.JOE 7 Cyding A(from 40).FAM/SYBR .7 Cycling A(from 40). 10E

(=] &

Results  Genotypes...

Cycling A(from 40) FAWSYER - Circles
Cycling A(from 40).J0E - Diamands

Bank On Bank Off
MamedOn | AlOn | Al Off
Edit Samples..

Cortiols | Thiesholds |

Positive Controls

W (1) Heterozygous

Negative Controls

Heterozygous | Pasitive Contral Reaction Reaction 18) Mutation
2 Heterozpgous  Unknown Het Reaction Reaction [9)'wild type:
3 |wild type Unknown “wild Reaction Mo Reaction
4 |Heterozygous | Unknown Het Reaction Reaction
5
E

To set the defined controls,
click Edit Samples.

Heterozygous  Unknann Het Reastion Fieaction
Wi type Unknown wild Reaction Mo Fieaction

Ruotor-Gene Q Series Software 4.7 (Build 1) WIRTUAL MODE | Curient User: CORBE TT linsonay [Administrators]

El andlisis de punto final se parece a la diferenciacion
alélica porque los resultados son cualitativos y porque
los nombres se pueden asignar a determinadas
permutaciones de las reacciones en diferentes
canales. No obstante, en el andlisis de punto final solo
se dispone de una Unica lectura, a diferencia de la
diferenciacioén alélica que utiliza una lectura ciclo por
ciclo para cada muestra. Esto significa que el usuario
debe identificar los controles positivos y negativos
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para facilitar el andlisis. Para los datos sin procesar, los
niveles de las sefiales se normalizan con respecto a los
controles positivos y negativos conocidos para cada
canal. El usuario debera seleccionar después un nivel
de sefal porcentual como umbral.

Términos utilizados en el analisis de punto final

A continuacidén se explican algunos términos utilizados
en los analisis de punto final.

"Positive
control"
(Control
positivo):

"Negative
control"
(Control
negativo):

"Threshold"
(Umbral):

"Signal level"
(Nivel de
senal):

Se trata de una muestra que se sabe
que produce una amplificacion.

Se trata de una muestra que se sabe
que no produce una amplificacién. Esta
representa la tipica seflal de fondo.

El umbral es el nivel de sefial por encima
del cual una muestra se considera
positiva (amplificada). Este valor debe
ser ajustado por el usuario para cada
serie analitica.

Un porcentaje de la sefial de
fluorescencia normalizado para que la
seflal maxima de los controles positivos
sea 100% y la sefial minima de los
negativos sea 0%.
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"Genotype" Una interpretacion de diferentes

(Genotipo): permutaciones de las reacciones en
diferentes canales. Por ejemplo, el
genotipo "heterocigoto" se podria
asignar a muestras que han
reaccionado en los dos canales, verde
y amavillo. El genotipo también se
puede utilizar para notificar los
resultados de las reacciones con
controles internos. Por ejemplo, los
resultados se podrian indicar como
"inhibido", "positivo" o "negativo” en
funcién de si se ha observado o no una
reaccion en determinados canales.

Configuracion del perfil

=
1. Rotor Selection 2. Canfirm Profile |
-8 | @
New Open SaveAs | Help

The run will take approximately B minute(s) to complete. The araph below represents the mn to be performed

Click on a cycle below to madify it

Hold Insert after... I
Insert before... I
Remove I

This cycle repeats. 5 | time(s).
Click on one of the steps below to madify it, or press + or - to add and remove steps for this cucle,

Timed Step j J ;I
A0 deq.
10 secands

Acquiring to Cycling &

an Green

[~ LongRange
™ Touchdown 50 deg. for 10 secs

< Back Save Template Start Run Cancel

Para realizar un analisis de punto final, ejecute un perfil
manteniendo la temperatura a 50 °C durante varios
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minutos y después un paso de ciclado con 1 paso (50
°C durante 10 segundos) y la adquisicién en el canal
deseado. Ajuste el niumero de repeticiones a 5, tal y
como se muestra arriba. Estos tiempos solo son
referencias y pueden variar para la aplicacién en
cuestion. A mayor numero de repeticiones en el perfil,
mayor sera la cantidad de datos disponibles para
realizar el andlisis. El analisis promediara
automaticamente todas las lecturas para obtener un
valor Unico para cada muestra. No existe un numero
especifico de repeticiones necesarias. Salvo que se
necesite un nivel de precision muy alto, normalmente
seran suficientes cinco repeticiones.

Analisis

El andlisis de punto final se puede realizar
simultaneamente en varios canales. Para crear un
nuevo analisis, haga clic en la pestafa "EndPoint"

(Punto final), seleccione los canales arrastrando el
puntero del ratén sobre ellos y haga clic en "Show".

[uantitation I Scatter

E ndPoint | Other..

Show | Hide |
[T Auto-shrink window
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Definir controles

Cuando abra por primera vez un andlisis de punto
final, aparecera el siguiente mensaje si todavia no se
han definido controles positivos y negativos.

Rotor-Gene () Series Software X
i To use end-point analysis you must have positive and negative controls in each channel. To define these contrals dick
OK,

Haga clic en "OK" (Aceptar). Aparecera la ventana
"Edit Samples", donde podra definir controles positivos
y negativos. Para definir una muestra como control
positivo o negativo, haga clic en la celda del tipo de
muestra y seleccione el tipo de control
correspondiente en el menu desplegable.

Nota: Para realizar el analisis, los controles se deben
activar mediante los botones de conmutacion
situados en el lado derecho de la ventana.

b Select Positive and Negative Controls x|

Flease select at least one positive and negative contral, then click OF. These
controls will be used as references for the fluoiescence required for a reaction,
‘Y'ou should select positive and negative contrals for each channel

Settings :
lrﬁiven Conc. Format : |123,45?. hd
~ Samples ;

.J Edit | Reset Default Gradientl

H 1D |Mame | Type | Groups | Given Conc. |Selected | =]
A1 | Optical Denaturation Ref. Unknawn Mo
A2 zample 1 untreated Unknoin Mo
A3 zample 1 untreated Unknawn Mo
Ad | zample 1 untreated Unknawn Mo

- AS Sample 1 treated Unknown Mo

- AB Sample 1 treated Unknowin Mo

W7 Sanple 1 teated Unknowin Mo

B 22 Sample 2 urtreated Unknowin Mo

- B1 | Sample 2 untreated Unknaown Mo

- B2 | Sample 2 untreated Unknown Mo

- B3 | sample 2 reated Unknown Mo

- B4 | sample 2 reated Unknown Mo

- BS | sample 2 reated Unknown Mo

- BE | Sample 3 unireated Unknown Mo LI

| S —— == ~

Page :
’7Name: IF‘age1 =4 | > Mew | Drelete I~ Swunchronize pages

oK Cancel |
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Esta pantalla funciona del mismo modo que la
ventana "Edit Samples" (apartado 6.1.4).

Normalizacion

La normalizacién de los datos del analisis de punto
final ajusta todos los niveles de las sefiales al rango
entre 0% y 100%. Seleccione al menos un control
positivo y uno negativo o mas si desea analizar
multiples canales y no se han multiplexado los
estandares. Se debe ejecutar mas de un control
positivo y uno negativo si existe el riesgo de que un
control positivo no produzca una amplificacion.

1. Se analizaran para cada canal todos los controles
positivos y el canal con la maxima fluorescencia se
fijard como 100%. Esto significa que si se ejecutan
controles duplicados, un control positivo podra
fallar sin que esto afecte a la serie analitica.

2. Se analizaran todos los controles negativos y el
canal con el nivel de fluorescencia minimo se fijara
como 0%.

3. Los valores de fluorescencia sin procesar de las
muestras restantes se ajustaran con respecto al
control positivo maximo y al control negativo

minimo.
Por ejemplo:

Muestra Tipo Fluorescencia
1 Control positivo 56,3

2 Control positivo 53,0

3 Control negativo 45

4 Control negativo 4,3

5 Muestra 48,1

6 Muestra 6,4

Esta serie analitica se ha ejecutado con éxito ya que
los dos controles positivos y los dos controles negativos
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proporcionan resultados similares y se encuentran
fuera de los valores de fluorescencia de las muestras.

Los valores normalizados son:

Muestra Tipo Expresion (%)
1 Control positivo 100,0

2 Control positivo 93,7

3 Control negativo 0,4

4 Control negativo 0,0

5 Muestra 84,2

6 Muestra 4,0

La muestra 1 ha sido el control positivo con la
fluorescencia maxima, asi que se ha fijado como
100%. El otro control positivo ha sido ligeramente
inferior. La muestra 4 con el control negativo minimo se
ha fijado como 0%. Ahora esta claro que la muestra 5
probablemente haya amplificado, mientras que la
muestra 6 probablemente no haya amplificado.

Nota: En funcién de los controles positivos y negativos
seleccionados, es posible obtener niveles de expresidn
superiores a 100% o inferiores a 0%. Un resultado
superior al 100% puede significar que la muestra
presenta una expresion mucho mayor que los
controles positivos. Un resultado inferior al 0% puede
significar que es menos probable que haya
amplificado la muestra a que hayan amplificado los
controles negativos. Debido a que este andlisis es
cualitativo, los resultados de este tipo no constituyen
ningUn problema.

Si los controles negativos producen una mayor
fluorescencia que los controles positivos, las muestran
se han preparado incorrectamente y aparecera el
mensaje siguiente.
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EndPoint Analysis - Cycling A_Green [Page 1]

= E &

Feports Fesultz:  Genotypes...

Graph cannot be displayed az the negative controls are either at the zame level, or higher than the positive contrals.

Normalizacién en multiples canales

Es posible analizar los datos de las sefiales en multiples
canales, pero la preparacidon de las muestras es mas
compleja. El andlisis de punto final presupone que se
ha realizado el multiplexado y, asi, cada tubo solo
podra tener una posicién Unica. Actualmente no es
posible analizar una preparacion en la que una
posicién de muestra es un control positivo para un
canal y un control negativo para otro.

Aunque en la ventana "Edit Samples" solo se
proporcione una unica definicion de muestra por
posicion de tubo, la normalizacion se realizara
independientemente para cada canal.

Si una posicion de tubo es un control positivo para al
menos un canal, esta se debera especificar como
control positivo en la columna "Type" de la ventana
"Edit Samples". De lo contrario, su tipo debera ser
"Sample" (Muestra). Esto también es valido para los
controles negativos.

Por ejemplo, si una muestra es un control positivo en el
canal verde pero no en el amarillo, aun asi debera
definirse como control positivo. Dado que se utiliza el
control positivo maximo en cada canal, si al menos
existe un control positivo en el canal amavrillo que
amplifica, la definicion de la muestra como control
para el canal verde se ignorara.
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Umbral

El umbral se utiliza para determinar el porcentaje de
expresién necesario para una reaccion en cada
canal. Cuando se hayan definido los controles
positivos y negativos, todos los canales se nhormalizaran
a la misma escala de 0 a 100%. Por este motivo solo es
necesario un unico umbral, incluso si se analizan
multiples canales.

Haga clic y arrastre la linea de umbral a un area entre
0y 100. El umbral no debe estar demasiado cerca de
las muestras a ambos lados de la linea porque esto
indicara que la serie analitica no ha sido concluyente.
Si la diferencia que define una muestra como
amplificada o no amplificada es un porcentaje muy
bajo, esto significa que si se repitiese la reaccioén la
muestra podria aparecer en el otro lado del umbral.
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Genotipos

Esta opcidn abre la ventana "Genotyping" que sirve
para definir los genotipos que se detectaran en cada
canal.

Genotype |F|eacting Channels | ﬂ
Wwild Type Cycling A.Green
Heterozygous Cycling A .Green Cucling A.elow
Mutant Cycling &.'elow
=

Esta ventana permite asighar genotipos a canales. En
el ejemplo anterior, una muestra sera heterocigética si
los valores en los canales Cycling A.Green y Cycling
A.Yellow cruzan el umbral.

Plantillas para el analisis de punto final

Las plantillas para el andlisis de punto final permiten al
usuario exportar los ajustes de genotipo y de umbral a
un archivo *.ent individual. Este archivo se puede
importar y volver a aplicar en otros experimentos.
Consulte el apartado 8.1 para obtener mas detalles.

Imported Settings
<hone:

Irnport... Export...
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7.6.10

Andalisis de concentraciones

El andlisis de concentraciones permite utilizar el Rotor-
Gene Q MDx para medir las concentraciones de ADN
u obtener valores de fluorometria.

La siguiente captura de pantalla muestra este tipo de
analisis.

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

New Open Save Help Setfings Progress Profle  Temp. Samples Analysis Reports Amange
Channels 7 Cyding A.Green

Page: Page 1

EEX

!! Concentration Measurement - Cycling A.Green (Page 1)

Reports  Std. Curve  Results
|Av. Fluorescence
25000 6 & Cycling A Green - Circles
20.00
(-
(3] o]
15.00 ©
f2o Bank On Bank Off
1000 Named On_| Al On | AIOH
Edit Samples.
g Yoo ? o0 Analysis Method
L o0
O 00 " Linear Regression

T 12 39 10111314 151718 192122 2325 26 27 29 30 3133 34 35 37 3839 41 4243 45 46 47 Sampke | & Splne Cuve Fit

Given Canc (pg/] Cale | ~
1 Lambda Standard | Standard 1.000.0

2 Lambda Standard | Standard
3 Lambda Standaid  Standard
3 Lambda Standaid | Standard

1.000.0
1.000.0
500.0

400
Conce]

200

Lambda Standard | Standard 500.0 f
3

WIRTUAL MODE | Cunent User: CORBETT /linsonay [Administrators]

I Rator-Gene Q Series Software 4.7 (Build 1)

Preparar una serie analitica

Para realizar analisis de concentraciones, prepare
primero las muestras y los patrones fluorescentes. Lo
ideal es hacerlo por triplicado.

Preparacion de los patrones

La curva estandar sirve para determinar la
concentracion de ADN de cada muestra analizada.

El ADN utilizado para la curva estandar debe ser un
tipo de ADN similar al de las muestras que se estan
analizando. Se recomienda determinar la
concentraciéon de al menos una muestra de ADN
mediante espectrofotometria ultravioleta y utilizar esta
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muestra como patrén. Deben utilizarse un minimo de
tres patrones (con duplicaciones). Y lo que es mas
importante, los patrones de ADN utilizados en la
deteccidn de la fluorescencia solo son lineales en un
rango de 1 a 100 ng/pl. Dentro de este rango, sila
concentracion de ADN se reduce a la mitad, el valor
de la fluorescencia también lo hard. Los intervalos de
confianza para las concentraciones fuera de este
rango son muy amplios debido a la no-linealidad de
los productos quimicos.

Tipo de ADN analizado

Se han observado diferencias en los analisis de
diferentes formas de ADN (p. ej. ADN genémico en
comparacioén con ADN plasmido). Por ello, solo se
deben analizar juntos tipos de ADN similares y se debe
evitar el uso de ADN plasmido como patrén cuando
se analice ADN gendmico.

Preparacion de la serie analitica

Para preparar la serie analitica, seleccione "Nucleic
Acid Concentration Measurement" en el asistente
Quick Start.
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x

Buick Start I Advanced I

e A default template for
= Perform Last Run measuring the

i concentration of

'S Three Step with Melt nudeic add using

intercalating dyes.

L 1]

'S Two Step

L 1]
% Quenched FRET

deic Acd Concentration Measurement

’?]—_J Open A Template In Another Folder...

Cancel

I

Help

¥ Show Thiz Screen \when Software Dpens

Nota: Asegurese de que se ejecute un control positivo,
como p. ej. un patréon de alta concentracion, en la
posicion de tubo 1. Sin un control positivo, el software
no podra optimizar los ajustes de ganancia para una
sensibilidad maxima. El programa se lo solicitara antes
de cada serie analitica.

Analisis

El analisis de concentraciones relaciona el nivel de
fluorescencia con un valor de concentracion. Se
dispone de dos modos de andlisis. La seleccion del

analisis 6ptimo depende de los productos quimicos y
de la aplicacion.

"Linear Regression" (Regresion lineal) analiza los datos
presuponiendo una relacién lineal y calculando los
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7.6.11

valores desconocidos a partir a un modelo lineal
generado. Determina el error de medicion
examinando la desviacién de los valores a partir de un
modelo lineal. Silos valores de la concentracion son
lineales, este es el tipo de analisis mas adecuado
porque proporciona al usuario un andlisis estadistico
de la varianza (ANDEVA).

"Spline Curve Fit" (Ajuste de curva spline) solo
presupone que los valores de concentracion
aumentan con la fluorescencia. Mientras que este
método hace mas precisos los calculos de los datos
no lineales, no puede proporcionar un ANDEVA y no
presupone un modelo lineal.

Analisis de curvas de disociacion de alta
resolucion

El andlisis de disociacion de alta resoluciéon (HRM)
clasifica las muestras caracteristicas segun la longitud
de las secuencias, el contenido de GCy la
complementariedad. El andlisis HRM se utiliza en
aplicaciones de genotipado, como p. €j. el analisis de
mutaciones genéticas o de polimorfismos de
nucledtido simple (PNS), y en aplicaciones de
epigenética para el analisis del estado de metilacion
del ADN. El analisis HRM proporciona resultados
precisos y reduce los gastos de sonda y de etiquetado
en comparacioén con otros métodos.

Para realizar el analisis, seleccione "Other"y después
"High Resolution Melt Analysis" (Analisis de curvas de
disociacion de alta resolucion) en la ventana
"Analysis". Haga doble clic en el canal que desee
analizar. Las curvas de disociacion del canal sin
procesar se normalizan promediando todos los valores
de fluorescencia iniciales y finales y forzando que los
puntos finales de cada muestra sean iguales a la
media.
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B R otor-Gene  Series Software YIRTUAL MODE - high resolution melt demo o ] X4 |

File Analysis Run Gain Yiew ‘Window Help
= " A r i g B
JEH PR | # & & i & B =
Settings Progress Profle  Temp. Samples Analysis Reports Arrange

Mew Open Sawe | Stark Pause Stop | Help

]|

Channels 7 Melt AFarRed . Melt Alfrom 52).FarRed ‘

B4 HRM Normalised Graph - Melt A(from §2).FarRed (Page 1) - |of || Page: Page 1

Wormaised Graph | Difterence Graph |

100

Mormalised Fluorescence
o
=]

%

T T T T T T T T T T T T |- = T T Al
825 B30 635 B840 B45 850 B55 860 865 O70 675 080 B85 890 8IS Bank On Bank Off
deg. NamedOn | AIOn | AlIDK
— Ecit Samples.
i HRM Results - Melt A(from 82).FarRed {(Page 1) )= |

Genolype Confidence % ’"E’"':?“‘;"“" dagiony
mutation 100.00 S —

2 heterozpgate | 100.00 Start: {324 =

4 Wl mutation 96.72 End: [528 :ll

5 195 heterozygote | 97.58

7 Weaz heterozygate | 97.80 Tuailing Rianas

R wild type 100.00 Y

9 M2 wild type 99.96 =

10 W heterozvgate | 9891 End: [837 =4

12 0190 heterozygote | 96.23

13 167 wild type 9923 Confidence Percentage

FiotorGene  Series Software 1.7 (Buid 94] [VIRTUALMODE

La llamada automatica de muestras se activa
haciendo clic en "Genotypes". Para llamar
automaticamente muestras desconocidas, introduzca
el nombre del genotipo seguido del nimero de la
muestra que se utiliza como control positivo.

=

Genatype Control -~
mutation 138
wild type 2Mm
heterozpgote 197

LClear | or | Cancel

Para mas detalles sobre el andalisis HRM, consulte el
apartado 11.
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7.7

7.7.1

71.7.2

Ve

Menu "Run" (Serie analitica)

"Start Run"

Esta opcidn inicia el perfil de temperatura definido
con los ajustes de ganancia actuales. Antes de
iniciarse la serie analitica, aparecera la ventana
"Profile Run Confirmation" (Confirmacion de perfil de
serie analitica). Se mostrara una representacion
gréafica del perfil de temperatura junto con los ajustes
de ganancia para cada canal.

"Pause Run" (Pausar serie analitica)

Esta opcidn permite pausar y continuar una serie
analitica. Pausar y continuar una serie analitica puede
afectar gravemente a los resultados de la misma. Por
este motivo, un marcador en los datos indicara que la
serie analitica ha sido pausada y la longitud de la
pausa. También se insertara un mensaje en la pestafa
de mensajes de la ventana "Run Settings" (Ajustes de
la serie analitica) (ver apartado 7.8.1).

'’ Pause Run |

Y'ou can pauze the run an thiz zcreen. A
marker will be recorded in the channel

data ta zhaw the duration of the pause. FiEsume |
Help |
Cloze |

ADVERTENCIA | Superficie caliente [Wi1g]

Durante una pausa de una serie analitica, el
Rotor-Gene Q MDx no se enfriara
completamente a la temperatura ambiente.
Extreme las precauciones cuando manipule el
rotor o los tubos en el interior del instrumento.

7-80

Manual del usuario Rotor-Gene Q MDx 09/2018



Interfaz del usuario para analisis

7.7.3

7.8

7.8.1

"Stop Run" (Parar serie analitica)

Si selecciona esta opcion, aparecera un mensaje que
le solicitara que confirme la parada de la serie
analitica.

Menu "View" (Ver)
"Run Settings"

General

En esta ventana podra configurar los datos de la serie
analitica, el nombre de archivo de la serie analitica, la
fecha del analisis, el operador y las notas
relacionadas.

La ventana contiene toda la informacion, excepto el
perfil, necesaria para configurar una serie analitica.
Tras la finalizacidon de una serie analitica, en esta
ventana apareceran los datos siguientes: el ciclador
utilizado, los ajustes de ganancia, el numero de
canales y la hora de inicio y final.
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General I Machine Optiohs | Mezsages I Channels I Tube Layout | Security I

Filename : F:\Departmentz4QCAE xperimentalD ata-F G KR GEOO0YR 12052740 ark,

Operator : ||

Motes : :l
-

Feaction Walure - |2|j =1 Thisrefers to the tatal valume of the misture

il in the: tube.
Other Fun Channel: saved for this run; ﬂ

Information Cycling A Green
Cycling B.rellow
Cyeling C.0range
Cycling 0.Red
Created with termplate
'C:ADocuments and Settings\labpc. CORBETTA\D esktopTemphRGEOOD
Riun haz finished.
Started at 16/12/2005 3.35:58 Ak
Finizhed at 16/12/2005 3:53:40 Ak
Offzet Coefficient : 0
Pragram Yersion : Rotor-Gene 8000 Seres Software 1.7 [Build 3]
Machine Seral No: 000E27

-

Ok | Cancel | Anpl |

"Machine Options" (Opciones de la maquina)

Esta pestafia incluye ajustes para la configuracion del
Rotor-Gene Q MDx.
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RunGettings £l

General | Machine (lptions

: i Messages I Channelz I Tube Layout | Security |

—Rator Type

36-well Rotar

Raotar-Disc 72
Rotor-Disc 100

¥ Locking Ring Attached

Ok | Cancel | Apply |

Seleccione el rotor que esta actualmente instalado en
el Rotor-Gene Q MDx. Si abre una serie analitica
existente, este ajuste indicara el rotor que habia
instalado en el ciclador en ese momento.

"Messages" (Mensajes)

Esta pestafia muestra mensajes que indican si el
usuario ha realizado cambios, como p. ej. pausar el
ciclador u omitir ciclos durante una serie analitica.
También muestra las advertencias recibidas durante la
serie analitica. Se debe seleccionar esta pestafa si
aparecen resultados inesperados.

"Channels" (Canales)

Si configura una nueva serie analitica, la pestafia de
los canales mostrara la configuracion actual de los
canales disponibles. Si visualiza una serie analitica
existente, la informacion visualizada representa la
configuraciéon de los canales cuando se realizé la
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serie. Si una serie analitica desajusta los canales,
podra restaurar los canales predeterminados
haciendo clic en "Reset Defaults" (Restablecer ajustes
predeterminados).

Generall Machine Options | Messages Channels | Tube Lapout | Security I

MHame | Source | Detector | Gain | Create New. . |
Green 470pm  510nm 10 Edit |
YWellow  B30rm  558nm 8
Orange 585w 610nm 10
Red EZ25nm  BEOnm 3
Crimzon B80rm  710hp 7 Remove |
HFM 460rm 510nm 7

Reset Defaults |

Ok | Cancel Soply
"Name" Es el nombre del canal.
(Nombre):
"Source” Especifica la longitud de onda de
(Fuente): excitacion del LED fuente.
"Detector" Especifica la longitud de onda de

(Detector): detecciény el tipo de filtro (nm=paso
de banda, hp=pasaaltos).

"Gain" Especifica la ganancia para este canal
(Ganancia): concreto.
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"Create Esta opcidn permite crear nuevos
New..." canales. Si hace clic en "Create New..."
(Crear se abrird una ventana que le solicitara
nuevo...): un nombre, una fuente y un filtro de

deteccidén nuevos. Podra seleccionar
los filtros mediante el menu desplegable
situado al lado de cada ventana.

"Channels": Los canales verde, amairillo, naranja y
rojo son configuraciones
predeterminadas para la deteccion
multiplex de 4 canales.

"Tube Layout" (Disefio de tubo)

Si utiliza un rotor de 72 pocillos, las muestras se pueden
organizar para se ajusten estrechamente al
etiquetado de un bloque 9 x 8. Por defecto, la
pestafa "Tube Layout" permite etiquetar las muestras
de forma secuencial (es decir, 1, 2, 3...). Esto significa
gue las muestras se etiquetan de forma consecutiva
en el orden en el que se colocan en el Rotor-Gene Q
MDx. De forma alternativa, las muestras pueden
etiquetarse como 1A, 1B, 1C, etc. Esta opcion puede
resultar Util si las muestras se han preparado con una
pipeta multicanal.

"Security"

La pestafia "Security" muestra informacioén sobre la
firma de la serie analitica. La firma de la serie analitica
es una clave irreversible que se genera de nuevo
cada vez que se modifica el archivo. Si se modifica
cualquier seccion del archivo *.rex fuera del software,
la firmay el archivo ya no coincidiran. La
comprobacién de la firma permite confirmar que los
datos sin procesar no han sido modificados fuera de la
aplicacion, que el perfil no ha sido manipulado y de
gue el grafico de temperatura es valido. La firma
también proporciona proteccion contra la corrupcion,
como p. ej. errores del sistema de archivos.
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7.8.2

Nota: Silos archivos *.rex se envian por correo
electrénico, la encriptacion puede invalidar la firma.
Para evitarlo, comprima el archivo antes de enviarlo
por correo electronico.

Generall Machine Options | Meszages I Channels I Tube Lapoul

| Seculy

r— General Information ;
Fiun Signatures are stared within all newly zaved wns. These signatures, like a wax
seal on a document, guarantee that no changes have been made outside the
zoftware. If a file iz tampered with, the signature becomes invalid.

— Run Signature :

The signature iz valid.

~ The signature for this run file is walid. The file contents has not been modified
outzide of the zoftware,

Ok | Cancel | Aoply |

"Temperature Graph" (Grafico de temperatura)

Seleccione "Temperature Graph" en el menu "View" o
haga clic en el botén "Temp." para abrir la ventana
"Temperature" (Temperatura). El grafico muestra el
curso de las temperaturas ajustadas durante el
ciclado. No representa una medicion de la
temperatura en tiempo real. Segun continde la serie
analitica, para cada paso del programa se mostrara
el tiempo "ajustado” (Set), "real" (Actual) y "de
mantenimiento” (Hold). Para un archivo de serie
analitica existente, la ventana "Temperature" muestra
el historial de la temperatura durante la serie analitica.
La ordenada representa la temperatura y la abscisa
representa el tiempo. Utilice la barra de
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desplazamiento para retroceder o avanzar en la
ventana "Temperature".

il
100
20
E0
20
00:00 00 0o:0z2 0003 00:04
[Tl [
Set: Actual : 278 Hold For: Close I
7.8.3 Progreso del perfil

Seleccione "Profile Progress" (Progreso del perfil) en el
menu "View" o haga clic en el botdn "Progress” para
abrir la ventana "Profile Progress". Esta ventana
muestra una representacion grafica del perfil térmico
asociado a la serie analitica. Cuando se realice una
serie analitica, la porcién sombreada de la ventana
indicara el nimero de ciclos que se han completado.
También se muestra un calculo de los minutos que
todavia tardaréa en finalizar la serie analitica.

Profile Progiess

71 minetels] remaining.

Skip | Add 5 Cycle: |Mm:qﬂu@ﬂm|
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"Skip" (Omitir): "Skip" permite omitir determinados pasos

del perfil.
"Add 5 "Add 5 Cycles" afiade 5 repeticiones al
Cycles" paso del ciclo actual.
(Anadir 5
ciclos):

7.8.4 Editar muestras
CECEE 1ol x]
File Edit Format Security
Gtandard IHotor style |
Settings :
lrﬁiven Cone. Format : |123,45? j Unit:lm 'l Mare Dptionsl
— Samples :
I | Eoi | FserDetauk| Gradent | ECIEEE
HID |Name \Tppe |Gr0ups |Given Cone. |Selected :I
A1 R 1000 Standard 1.000 ez
-AZ R 1000 Standard 1.000 Yes
-.&3 R 100 Standard 100 Yes
B R0 Standard 100 Yes
W R0 Standard 10 ez
B R0 Standard 10 Yes
B Standard 1 Yes
| EREGE Standard 1/ Yes
B1 RNTC NTC ‘es
B2 RHNTC NTC Yes
ez 1000 Standard 1.000 Yes
My 11000 Standard 1.000 Yes LI
Page :
’7Name: IPage1 ;I;I Mew | Deletﬁl [~ Sunchronize pages
Unda I s I Cancel I Help |
Haga clic en el botdén "Samples" (Muestras) para abrir
la ventana "Edit Samples" (Editar muestras). También
podra acceder a la ventana "Edit Samples" haciendo
clic con el botén derecho del ratén en la lista de
muestras que se encuentra en el lado derecho de la
pantalla. Esta ventana tiene idéntica funcionalidad
gue la ventana "Edit Samples" en los asistentes,
excepto que las funciones de la barra de
herramientas también estan disponibles en los menus
File y Edit.
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En el lado superior de la ventana se muestran cuatro
mends: "File", "Edit", "Format" y "Security". El menu "File"
sirve para crear una nueva ventana "Edit Samples”
(vacia), para abrir una plantilla de muestra existente o
para guardar los nombres de la muestra como
plantilla para usarla en el futuro. La extensidon de estos
archivos de plantilla es *.smp. El mend "Edit" permite
copiar y pegar filas. El menu "Security" permite
bloquear las definiciones de las muestras.

Nota: Si los nombres de las muestras se introducen muy
rapidamente durante la serie (p. ej., utilizando un
escaner de codigos de barras), podria producirse una
transposicion de letras en los nombres de las muestras.
Por consiguiente, se recomienda no usar un escaner
de coédigos de barras y, si procede, introducir los
nombres de las muestras una vez finalizada la serie

~Setings:——— Este menu desplegable permite

Given Conc. Format: | s€leccionar un formato adecuado
para la visualizacion de la
concentracion. Las
concentraciones se formatean
automaticamente segun la
ubicacién actualmente
seleccionada.

Este menu desplegable ajusta las
unidades de medicién para el
ensayo.

Samples :
’7|_ j Edit | Rezet Default | Gradient |

Botén Importancia
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"Line style"
(Estilo de
linea):

Edit

Rezet Default

Gradient

i IE

Se puede modificar el estilo de la linea
para mejorar la legibilidad de los
graficos en impresoras en blanco y
negro. Es posible resaltar determinadas
lineas modificando su estilo. Para
acceder a esta funcion, haga clic en el
botén de flecha derecho situado al
lado del botdn Edit.

Si pulsa "Edit", se abrira el selector de
colores. Podréa seleccionar multiples filas
cuando asigne un color a los tubos.

Haga clic en "Reset Default" para
restablecer todas las celdas coloreadas
seleccionadas a sus valores de color
predeterminados.

"Gradient" permite seleccionar un
gradiente desde el primero hasta el
tltimo color seleccionado. En una
preparacion de muestra se pueden
definir varios gradientes.

INEEEREE

Boton Importancia

| B El icono "New" vacia la ventana "Edit
: Samples", preparandola asi para la
introduccién de datos.

1. El icono "Open" abre un cuadro de diadlogo
. en el cual podra seleccionar un archivo
Rotor-Gene Q MDx para la importacion.

Nota: El numero de muestras debe ser el
mismo en la ventana abierta y en el archivo
gue se esta importando.
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El icono "Save" abre un cuadro de dialogo,
en el cual podra introducir el nombre y la
carpeta donde se guardara una copia de las
definiciones actuales de la muestra.

||

| [ |. El icono "Copy" copia las celdas
- seleccionadas.
" El icono "Paste" pega celdas que se han

seleccionado con el comando Copy en la
posicién actualmente seleccionada de la
rejilla.

El icono "Excel" abre un cuadro de dialogo
en el que deberé introducir un nombre de
archivo y una carpeta donde se guardaran
los datos de la muestra. Tras pulsar "Save", el
archivo Excel se abrird automéaticamente.

K]

El icono "Append/Overwrite"
(Agregar/Sobrescribir) cambia la edicion de
las celdas en la ventana "Edit Samples". Si ha
seleccionado "Overwrite", los datos existentes
se sobrescribirAn durante la edicion. Si ha
seleccionado "Append", los nuevos datos se
agregaran detras de los existentes durante la
edicion.

-

"Sample Las muestras podran definirse como
Types" (Tipos pertenecientes a uno de varios tipos, los
de muestra): cuales se listan en la siguiente tabla.
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Tipo de muestra

Descripcion

"None" (Ninguno)
IINTCII

"Negative Control"
(Control Negativo)

"Positive Control"
(Control Positivo)

"Unknown"
(Desconocido)

No hay ninguna muestra en esta
posicion
No template control (Control sin
plantilla)

Control negativo
Control positivo

Muestra desconocida que se debe
analizar

"Standard" (Estandar) Los valores estandar se utilizan para

"Calibrator (RQ)"
(Calibrador)

crear una curva estandar con el fin
de calcular las concentraciones de
muestra desconocidas

Al calibrador se le asigna un valor de
1y todas las demas
concentraciones de muestra se
calcularan con respecto a esta
muestra.
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"Page" Esta funcidn permite que el usuario

(Pagina): disponga de diferentes definiciones de
muestra, asi como de experimentos
separados, en la misma serie analitica.
Esto resulta util para el analisis de
diferentes productos en diferentes
canales. Utilice los botones de flecha
para desplazarse entre las paginas de
muestra. Utilice los botones "New" y
"Delete" para crear y eliminar paginas. Es
posible disponer de multiples definiciones
de muestra para el mismo canal con el fin
de poder ejecutar multiples curvas
estandar sin necesidad de realizar un
multiplexado. Defina simplemente las
muestras de interés y sus curvas estandar
relacionadas en paginas separadas. El
canal unico se podra analizar a
continuacion independientemente con
cada juego de definiciones. Puede
etiquetar las paginas de muestra con
"Page 1" (Pagina l), "Page 2" (Pagina 2),
etc. o asignarles un nombre (p. €j.
"Housekeeper" (Muestra constitutiva). Este
nombre aparecera en todos los informes.

Cuando visualice los datos sin procesar,
las definiciones de muestra utilizadas para
visualizar los datos pueden seleccionarse
mediante el menu desplegable situado al
lado del botdén "Options":

0 15 20

Al Scale Dptiu:uns| IF"age j
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"Given Conc."

(Conc.
existente):

La pagina de muestra que se debera
utilizar para realizar un analisis se puede
seleccionar en la ventana "Analysis" (ver
apartado 7.6.1).

x|
2 Std Curves [Rel) | Other..
[luantitation I b elt

= Cycling A Fak

Show | Hide |
[ Auto-shrink window

Muestra la concentracion para cada
uno de los patrones. Las unidades se
pueden definir como cifra decimal o

numero logaritmico. Si los patrones son

una serie de dilucién, solo sera
necesario introducir los dos primeros. Si
pulsa ENTER, el programa agregara

automaticamente la siguiente dilucién

l6gica a las series.
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"Line style™ Se puede modificar el estilo de la linea
para mejorar la legibilidad de los
graficos en impresoras en blanco y
negro. Es posible resaltar
determinadas lineas modificando su
estilo. Para acceder a esta funcion,
haga clic en el botén de flecha
derecho situado al lado del botén
"Edit".

.j Edit I HesetDefauItI Gradientl

La barra de herramientas mostrara el
estilo predeterminado "Solid"
(Continua). Podra cambiarlo a
"Dashed" (Discontinua), "Dotted"
(Punteada), "Hairline" (Ultrafina), "Thin"
(Fina) o "Thick" (Gruesa). Cuando haya
terminado, haga clic en el botén de
flechaizquierdo para volver a las
vistas "Edit", "Reset Default" y
"Gradient".

=]

Introduccion  Si debe introducir la misma

en varias filas: informacion simultaneamente en
varias filas, seleccione todas las filas
deseadas y comience la introduccién.
La informacion se introducira en cada
fila. Esto funciona del mismo modo
para la seleccion de tipos de muestra,
la eleccion de colores o la
introduccion de concentraciones.
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Tecla de
acceso rapido
para el tipo de
muestra:

Guardelo,
reutilicelo:

Para seleccionar rapidamente un tipo
de muestra, introduzca la primera letra
del nombre. Por ejemplo, para ajustar
cinco muestras como controles sin
plantilla, seleccidnelas en la columna
de tipo de muestra y pulse a
continuacion N para NTC. Todas las
muestras se convertiran a NTC.

Puede guardar una descripcion de
muestra completa como archivo de
muestra (*.smp) y cargarlo en
proximas series analiticas con la misma
configuracion de muestra.

"Rotor Style" (Estilo de rotor)

Esta pestafia en la ventana "Edit Samples" proporciona
un modo alternativo de introducir los nombres de
muestra. Seleccione las duplicaciones haciendo clic y
arrastrando el puntero del ratdn sobre la imagen del
rotor. La lista que aparece a la derecha de la ventana
se actualizara. Podra introducir el nombre de la
muestra y ajustar asi el mismo nombre para la
seleccioén actual. El software reconocera estos pocillos
como duplicaciones.
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_lo) =]
File Edk Format Security
Standard Flotos Stie |
LoeEs Tt  angle 1]
+ g 1
el 1 senplel Standad
e dunple 2
57 - -
. -
7 Srple 3
9 sample 3
10 e
49 13
17
4
L350
IV LabelWel: 431,23, ..
Page :
Name:: [Fage 1 Lo | o | Mew | Deie] T Symchorizs pages
Undo | ok | cewe | Hee |

La pestafia "Rotor Style" proporciona un version
reducida de la pestafa "Standard" y esta disefiada
para usuarios que desean configurar rapidamente
nombres de muestra y colores. En esta pestafia no es
posible definir determinados ajustes, como p. ej. sila
muestra representa un patrén o la concentracion
conocida de cada patrén. Si estos deben definirse, se
recomienda que utilice la pestafia Standard:

"Sample Page Suitability" (Aptitud de las paginas de
muestra)

Para acceder a la pagina "Sample Page Suitability",
haga clic en "More Options" (M&s opciones) en la
ventana "Edit Samples" y haga después clic en "Define
Suitabilities" (Definir aptitudes). La ventana "Sample
Page Suitability" permite a los usuarios asighar paginas
de muestra a los canales. Por ejemplo, la pagina de
muestra del gen de interés se puede ajustar al canal
verde y la pagina de muestra para el gen constitutivo
se puede ajustar al canal amarillo. En este ejempilo, la
configuracion de la aptitud de la pagina de muestra
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reduce el nimero de las opciones de andlisis
disponibles e incluye exclusivamente las que son
relevantes para el ensayo en cuestion.

La ventana "Sample Page Suitability" se muestra abajo.

¥ Sample Page Suitability |

Sample Fage Suitabilities enable you ta hide sample pages
when they are naot relevant in the curent context. For example,
by defining a Sample Page ta apply anly ta the Yellow channel,
wau will not be prompted to zelect it during an analyziz of a
Green channel. Thiz feature iz of particular uze for users of
multiplexed azzays,

Page: |Page 1 =]

— Suitabilities for Selected Page :

 Always display this sample page.
' Crily disple_:_l,l thiz zample page when analyzing
data acquired on the following channels ;

O Green -

O vellow

E Orange Save & Cloze |
Red ;I

Help |

Nota: Cuando configure un ensayo, cree todas las
paginas de muestra y las aptitudes de pagina de
muestra y guardelas a continuacion como plantilla.
De este modo reducira la cantidad de pasos de
configuracién necesarios para cada serie analitica.

Grupos

Los grupos de muestras permiten calcular los valores
estadisticos para una recopilacién arbitraria de
muestras. A diferencia de las duplicaciones, cuyos
nombres deben ser idénticos, las muestras pueden
tener cualquier nombre, se pueden colocar en
cualquier posicion del rotor y pueden pertenecer a
multiples grupos.
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1. Para definir un grupo, introduzca con el teclado el
nombre completo del grupo al lado de la muestra
y pulse ENTER.

=Y
File Edit Format Security
Standard | Fiotor Style I
— Settings :
Given Conc. Format : I j Unit : ICDpies j ore Options |
— Samples :
ITreated
C |ID |Name | Type | Groups | Given Conc. |Selected |«
A1 | Tissue Unknawn Yes
A2 | Tissue Unknawn I Yes
A3 | Tissue Unknawn ] Yes
A4 Tissue Unknawn ] Yes
B Lug Unknawn ] Yes
- AE Lung Unknown _ ‘es
B L Unknawn ] Yes
e Lung Unknawn [ ] Yes
B1 Mone Mo
B2 Mone Mo
B3 Mone Mo
B4 Mone Mo
BS Mone Mo LI
Page :
’7Name: IF'age‘I < | > Mew | Deletel [~ Synchronize pages ‘
Undo | Ok | Cancel | Help |

2. Aparecera la ventana "Edit Group" (Editar grupo).

Group Froperties ;

Code: IT 3] E.":".Tl

Marme: IT reated Cancel

Help |

=
\_ [

3. Defina una abreviatura adecuada y haga clic en
"OK". La abreviatura se puede utilizar ahora para
configurar grupos. Los resultados afiadidos, como
p. ej. el valor medio y los intervalos de confianza
del 95%, se calcularan automaticamente para los
grupos en cualquier analisis.

Manual del usuario Rotor-Gene Q MDx 09/2018 7-99



Interfaz del usuario para analisis

_iplx
Mo, MName Tupe Ct Given Canc (Cop| Cale Conc [Capig) % Var Rep. Ct |Hep Ct 5tc| Rep. Ct[95% CI] |Hep
Al Tiszug Unknown 1882 18.75 017/[18.48,13.02]

A2 Tissus Unknown 18.75
A3 Tissue Unknown 1892
Ad Tissue Unknown 1852
A5 Lung Unknown 1873 18.70 003 [18.55,18.85]
AR Lung Unknown 1862
AT Lung Unknown 188
AR Lung Unknown 1862
Al-48 | Treated Group 18.72 013 [18.62,18.83)

7.8.5 "Display Options" (Opciones de visualizacion)
El mend de opciones de visualizacién se muestra
abajo.
View window Help
Run Settings viw b 6 %] m @‘ﬂ
Temperature Graph Settings Frooress  Profile Temp,  Samples
Profile Editor
Brofile Progress
Samples. ..
Gain Calibration. ..
Show at Mask 2 Analysis |
Show at Most & windows
Reset All "Don't Show This Message Again” Dialogs
"Show at Most 2Si se marca esta opcion, se mostraran
Analysis simultaneamente un maximo de dos
Windows" ventanas de analisis. Si se abren varias
(Mostrar como ventanas simultaneamente, la
maximo 2 legibilidad de las mismas puede verse
ventanas de afectada. Si selecciona esta opcion,
analisis): la primera ventana de analisis se
cerrara y se sustituira por la ultima
ventana abierta. Si se desactiva esta
opcion, se podran visualizar mas de
dos ventanas de analisis.
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7.9

"Show at Most 6 Para mejorar la legibilidad, cuando se

Analysis abren nuevas ventanas el software
Windows" elimina las ventanas que no se utilizan.
(Mostrar como Esta opcidn esta activada por
maximo 6 defecto, ya que mantiene despejada
ventanas de laventana del software RotorGene Q.
analisis): En caso de que sea necesario

visualizar simultaneamente mas de 6
ventanas, desactive esta opcion.

"Reset All “Don'tSi selecciona esta opcion, el software
Show This volvera a mostrar todos los cuadros de
Message didlogo para los que haya marcado
Again” Dialogs"la casilla "Do not display this message
(Restablecer again" (No volver a mostrar este

todos los mensaje). Estos incluyen mensajes
cuadros de sobre ajustes dudosos, para los que
didlogo "No anteriormente se habia establecido

volver a gue no volviesen a mostrarse. Esto

mostrar este puede ser Gtil para un nuevo usuario

mensaje"): gue no esté familiarizado con el
software Rotor-Gene Q MDx o Rotor-
Gene Q.

Proteccidén de acceso al software Rotor-
Gene Q

Nota: En este capitulo se describe la proteccidon de
acceso al software Rotor-Gene Q. Consulte el "Manual
del usuario de la aplicacion principal Rotor-Gene
AssayManager v1.0" (Rotor-Gene AssayManager v1.0
Core Application User Manual) o el "Manual del
usuario de la aplicacion principal Rotor-Gene
AssayManager v2.1" (Rotor-Gene AssayManager v2.1
Core Application User Manual) para obtener
informacion sobre el software Rotor-Gene
AssayManager correspondiente.
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El software Rotor-Gene Q incluye funciones que

permiten utilizarlo de forma segura. Si se configura

correctamente, el software RotorGene Q puede

garantizar lo siguiente:

B El acceso al Rotor-Gene Q MDx o al software de
analisis esta limitado a los grupos de usuarios

B Se registran las modificaciones realizadas en los
archivos de serie analitica

B Se detectan las modificaciones no autorizadas
(firmas)

B Se registran las plantillas utilizadas para realizar
series analiticas

B Se protegen los nombres de las muestras

Integracion con la seguridad de Windows

Para proporcionar un elevado nivel de transparencia,
el software Rotor-Gene Q no gestiona la seguridad
internamente. Las cuentas, los grupos y las
contrasefias se gestionan mediante el modelo de
seguridad integrado de Windows (Windows Security).
La integraciéon permite utilizar la misma contrasefia
gue proporciona acceso a los archivos de red y a los
programas para controlar el acceso al software Rotor-
Gene Q y reducir asi los tramites administrativos. Por
ejemplo en organizaciones grandes, los
administradores de red pueden eliminar facimente el
acceso de los ex-usuarios gracias al modelo de
seguridad centralizado.

Por este motivo, la configuracién segura del software
Rotor-Gene Q implica principalmente la configuracion
de los roles de seguridad de Windows segun los
procedimientos mas adecuados.

Requisitos previos

Para poder utilizar las opciones de seguridad, debera
utilizar Windows 10 Professional o Windows 7
Professional. Las funciones de seguridad no se pueden
utilizar con Windows 10 Home o Windows 7 Home, ya
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7.9.1

gue las versiones Home del sistema operativo no
disponen del modelo de acceso utilizado por el
software. El software se debe instalar con la opcion
"Force authentication through Windows domain”
(Forzar autenticacion a través del dominio de
Windows).

Nota: El menu Security no aparecera si ha iniciado la
sesion a través de un dominio Samba de Linux. Para
poder utilizar las funciones de seguridad debera
disponer de un registro local o de un servidor de
Windows.

Configuracion para Windows 7

Este apartado describe cdmo configurar el sistema
para ejecutar el software Rotor-Gene Q de forma
segura.

Para utilizar las funciones de seguridad, el software
debe instalarse con la opcion “Force authentication
through Windows domain”. Esta funcion consulta el
dominio de Windows para su nivel de acceso y sus
credenciales y es esencial para proporcionar las
funciones de transparencia y seguridad.

Ejecucion como administrador

Muchos usuarios trabajan en sus PCs como
administradores sin utilizar una contrasefia. Aunque
este modo de trabajo sea comodo, hace imposible
determinar quién utiliza el PC. Este modo de trabajo
elimina la transparencia e impide la activacion de un
gran numero de medidas de seguridad del software
Rotor-Gene Q. No obstante, si se trabaja como
administrador, todas las demas funciones del software
estan activadas. Por consiguiente, el trabajo como
administrador asegura que los usuarios que no
necesiten las funciones de seguridad puedan
acceder a todas las funciones del software.
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Crear una nueva cuenta de usuario

Cree cuentas de usuario para cada usuario del
software. Repita para cada usuario los pasos que se
indican abajo hasta haber creado todas las cuentas.

1.

Para crear un nuevo usuario, seleccione
“Start/Control Panel/Administrative Tools/Computer
Management” (Inicio/Panel de
control/Herramientas
administrativas/Administracion de equipos) y vaya
a "Local Users and Groups" (Usuarios y grupos
locales) en el lado izquierdo.

En la ventana que aparece a continuacion,
seleccione la carpeta “Users”. Haga clic con el
botén derecho del ratén en la ventana derecha 'y
seleccione “New User”.

2 omputes Hansgemest -

e |t i [ oesopten Actmm
[ em— [y papmmpnympr——— .
&, Gest

Bl accmnt for guest aciess 4 &

&y owenr G Operatr
B e s

3.

Introduzca un nombre de usuario y una
contrasefia. Por defecto, el usuario se creara con
derechos de acceso normales. Esto significa que
podra ejecutar el software pero no instalar nuevos
programas o cambiar ajustes del sistema.
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New User |M
User name: newuser
Full name: Mew User
Description:
Password: gl L
Caonfirm password: sanesl

[¥] User must change password at next logon
User cannot change password
Password never expires

[ Accourt is disabled

Help [ Create JI Close

W 4

4. Haga clic en “Create”. Ahora podra iniciar sesidn
como este usuario.

Asignar roles a cada usuario

Ahora deberéa asignar roles a cada usuario. El acceso
se divide en las areas siguientes:

B Rotor-Gene Q Operator (Operador Rotor-Gene Q)
— puede realizar series analiticas pero no puede
generar informes ni efectuar andlisis

B Rotor-Gene Q Analyst (Analista Rotor-Gene Q) —
puede analizar datos de serie analitica y generar
informes, pero no puede realizar nuevas series
analiticas

B Rotor-Gene Q Operator and Analyst (Operadory
analista Rotor-Gene Q) — dispone de los derechos
de ambos roles

B Administrator (Administrador) — puede
desbloquear los nombres de las muestras y realizar
todas las acciones de los analistas y operadores
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B None (Ninguno)— se deniega el acceso al
software

Para asignar roles:

1. Inicie la sesidn en Windows como administrador o
utilice el icono "Rotor-Gene Q Software Login" para
abrir el software y registrarse.

£ Run Rotor-Gene As Other User &J
Domain: [HILZIMMERB-L2
Usemame : |Iinsong_l,.| Cancel
Pazsword : J

Nota: Para crear los grupos RG con el software Rotor-
Gene Q es preciso ejecutar el software con derechos
de administrador. Para ello, haga clic con el botén
derecho del ratén en el icono del escritorio y
seleccione “Run as administrator” (Ejecutar como
administrador) en el menu contextual.

2. Cuando el software esté abierto, haga clic en el
menu “Security”. La primera vez que acceda al
menu "Security", el software Rotor-Gene Q
configurara varios grupos de sistema que
controlaran el acceso al software.

-
Rotor-Gene Q Series Software

@ #% RG Groups do not exist on the domain. Would you like them to be
LW created?

3. Haga clic en "Yes". Aparecera la ventana "User
Admin". En el panel superior se visualizan todos los
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usuarios del PC. Determinadas cuentas son
utilizadas por el sistema y no le seran familiares. La
parte inferior del panel muestra los grupos
asignhados al usuario.

L Gk ™

Current User: ZirnmerB
~Users:
4 fliemplals ] deHILF obertHorvi ) _RDEAILGath
i ) RDE-STORE ) RDEHIL25WT eamFoom ¥ ROEHILGem
™% RDESTORG 0 ADEHILISWTeamPoom 89 RDEHILHomt
] _RDE-STOGK # RDEHILCrawleyRaom ] RDEHILJacq
=7 RDESTOKR 93 RDEHILEOTERaom ¥ RDEHIL)acq
) RDE-STOKT ) RDEHILFrancais/Foom ) RDEHILIohn
b
—Groups :
Diomain Groups : Selected Uzer's Groups :
Administrators
RG Analyst > I
RG Operator
7]
LCloze I

4. Para asignar un grupo a un usuario, seleccione el
nombre del usuario en la lista. El panel inferior se
actualizara. Si el usuario no dispone de grupos, no
podra ejecutar el software.

En el ejemplo inferior, asignamos el usuario
"linsongy" al grupo “RG Analyst“ seleccionando el
grupo en el lado izquierdo y haciendo después clic
en el botdn ">". Para eliminar grupos, selecciénelos
y haga después clic en el botdn "<".
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S
Current User: Zimmnerd
—Uszers:

7 ] deHIL FobertHoredt ] RDEHILGaih
= RDE-STOBE ) RDEHIL2SwWTeamRoom 5B RDEHILGem
| RDE-STOBG ) RDEHIL3SwWTeamRoom 38 RDEHILHomt
] RDE-STOGK ) RDEHILCrawleyRoam ™ RDEHILIzca
| RDE-STOKR ) RDEHILETSRoom ™ RDEHILIacq:
| RDE-STOKT ) RDEHILFrancois/Room B RDEHILJohn'

|« & ¢

—Groups :
Domain Groups Selected Uszer's Groups

Adrministrators

BH AG Analyst > |
B4 ARG Operator
< |

LCloze I

5. Inicie ahora la sesibn como este usuario. Como
usuario "RG Analyst", no estaran disponibles el
mend "Run” ni el botdn "Profile". No obstante, podra
abrir y analizar los archivos existentes, tal como se
muestra en la captura de pantalla inferior. La barra
de estado indica que el usuario "linsongy" es "RG
Analyst".
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I e VWA e - L s o A= T B e
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Chmesh 7 Cying APV T Crring A0 ek ACHL S Blot ACHE

T — | s e
" =1 - ¥
[ S [ H
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Adaticts Ao ke

5 W curs s b A Pt
T 1 T = B ¥ LS T =V =L

Current User: HIL-ZIMMERB-L2/linsongy (RG Analyst)

oo ) et S 151 e e——r—

6. Aliniciar sesibn de nuevo como administrador, los
derechos de operador de RG pueden asignarse a
“linsongy” y los derechos de analista de RG
pueden eliminarse de nuevo. A continuacion, es
necesario iniciar de nuevo el software. La barra
de estado indica que el usuario "linsongy"
pertenece al grupo "RG Operator".

R —
e R Vew b g
SEHPINE & 0 ¥ 8 & B i
Wew Gpon ew Jutign Fogem Pole  Tery. Sewpm dsegn
"Eﬁ ==
m
. o o e = |
e =
3 s g Sia e |
T e e et
| TN I nn 1 1
/
/
[ J Cunert User: HILZIMMERB-L2/insongy (RG Operatol) ||
J u %l.Lll.'I]u.LJL.|'.LI.II.IL-UuLII]l:I,I-_JL_lL::lJ\
E— T
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7. Siinicia la sesion como administrador y elimina
todos los grupos del usuario "linsongy", cuando
"linsongy" abra el software aparecera el siguiente
mensaje.

“
Rotor-Gene Q Series Software &J

You have insufficent rights to use the software. Please contact the domain
administrator to set up groups.

7.9.2 Configuracion para Windows 10

En este apartado se describe como configurar el
sistema para utilizar el software Rotor-Gene Q de
forma segura.

Para utilizar las funciones de seguridad, el software se
debe instalar con la opcién "Force authentication
through Windows domain" (Forzar autenticacion a
través del dominio de Windows). De este modo, se
consultara al dominio de Windows sobre su nivel de
acceso y los credenciales, lo cual es fundamental
para proporcionar las funciones de transparencia y
seguridad.

Ejecutar como administrador

Muchos usuarios trabajan en sus PCs como
administradores sin utilizar una contrasefia. Aunque
este modo de trabajo sea comodo, hace imposible
determinar quién utiliza el PC. Este modo de trabajo
elimina la transparencia e impide la activacion de un
gran numero de medidas de seguridad del software
Rotor-Gene Q.

No obstante, si se trabaja como administrador, todas
las demas funciones del software estan activadas. Por
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consiguiente, el trabajo como administrador asegura
gue los usuarios que no necesiten las funciones de
seguridad puedan acceder a todas las funciones del
software.

Crear una nueva cuenta de usuario

Cree cuentas de usuario para cada usuario del
software. Repita para cada usuario los pasos que se
indican abajo hasta haber creado todas las cuentas.

1. Para crear un nuevo usuario, seleccione "Start"
(Inicio), introduzca "Computer Management"
(Administracidn de equipos), pulse "Enter" (Enter) y
vaya a "Local Users and Groups" (Usuarios y grupos
locales) en el lado izquierdo.

2. Enlaventana que aparece a continuacion,
seleccione la carpeta "Users" (Usuarios). Haga clic
con el botdn derecho del ratén en la ventana
derechay seleccione "New User..." (Nuevo
usuario...).

Full Name Description | Actions

Users -

More Actions »

& Disk Management
s Senvices and Applicaticns.

3. Introduzca un nombre de usuario y una
contrasefia. Por defecto, los usuarios se crearan
con derechos de acceso normales. Esto significa
gue podra ejecutar el software pero no instalar
nuevos programas o cambiar ajustes del sistema.
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New User ? bt

User name: ‘"EWUSEI
Full name: ‘New User

Description: ‘

Password:

Corfim password:

[+] User must change password at next logon

(] Account is disabled

LL L Ll

USer cannot change passwo rd

Password never expires

Help Create Clgse

4. Haga clic en "Create" (Crear). Ahora podra iniciar
sesién como este usuario.O.

Asignar roles a cada usuario

Ahora deberéa asignar roles a cada usuario. El acceso
se divide en las areas siguientes:

"Rotor-Gene Q Operator' (Operador Rotor-
Gene Q): puede realizar series analiticas pero
no puede generar informes ni efectuar analisis
"Rotor-Gene Q Analyst" (Analista Rotor-Gene
Q): puede analizar datos de serie analitica y
generar informes, pero no puede realizar
nuevas series analiticas

"Rotor-Gene Q Operator and Analyst”
(Operador y analista Rotor-Gene Q): dispone
de los derechos de ambos roles
"Administrator’ (Administrador): puede
desbloquear los nombres de las muestras y
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realizar todas las acciones de los analistas y
operadores
B "None" (Ninguno): se deniega el acceso al

software
Nota: En Microsoft Windows 10, no es posible crear
grupos de usuarios con el software Rotor-Gene Q. Los
grupos se deben crear en el dominio por parte de un
administrador del dominio, asi como la asignacion de los
usuarios a un grupo especifico. El mena "Run” (Serie
analitica) esta disponible. La barra de estado indica que
el usuario "linsongy" pertenece al grupo "RG Operator”
(Operador de RG).

7.9.3 Ejecutar multiples usuarios en el mismo PC

Para utilizar el software Rotor-Gene Q con varios
usuarios, cree una cuenta de usuario que no disponga
de acceso al software RotorGene Q. Inicie la sesién en
Windows con esta cuenta para que |os usuarios no
puedan acceder de forma andnima al Rotor-Gene Q
MDx.

1. Ahoralos usuarios podran abrir su cuenta de
usuario en el software Rotor-Gene Q mediante el
icono "Rotor-Gene Q Software Login".

Login

"
0

2. Introduzca el nombre de usuario y la contrasefia
(obligatorio) en el cuadro que aparece.
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7.9.4

% Run Rotor-Gene As Other User K
Domain : [DIAGENAPC
Usemame : [!ﬂtdmin Cancel
Password : |

3. Eldominio es el ordenador en el que estéa iniciando
sesion o el nombre de su red local, junto con el
nombre de host. Consulte a su administrador de
red si tiene dudas sobre el dominio que debe
introducir en este campo.

Nota: Tras el registro estaran disponibles para este
usuario todos los archivos de usuario. Cada usuario
podra guardar archivos en su propia area. De este
modo se asegura un alto nivel de seguridad.

Nota: Los usuarios deberan cerrar la sesion tras
haber finalizado su serie analitica para evitar que
otros usuarios realicen una serie analitica con su
nombre.

Pistas de auditoria

Cada vez que un usuario guarde un archivo, los
detalles se registraran en "Run Settings" en la pestafia
"Messages" (Mensajes) como "Security Audit Trall
Summary" (Resumen de las pistas de auditoria de
seguridad) y "Security Audit Trail Detail" (Detalle de las
pistas de auditoria de seguridad).
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Esto se puede utilizar para controlar quién ha
modificado el contenido de un archivo. "Security Audit
Trail Detail" contiene mas detalles, como p. €j. el
identificador Unico del usuario. Este identificador es
importante para evitar que un usuario cree una
cuenta con el mismo nombre en otro PC y suplante asi
la identidad de otro usuario. En este caso, los nombres
de usuario seran idénticos pero los IDs de la cuenta
seran diferentes.
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7.9.5

En los detalles se muestra el identificador para la
cuenta CORITO01/RGQ User 2, S-1-5-21-1177238915-195.

(B =0t or Goene () Sevies Soltware VIRTIAL S00E - Therer Step sith Mol 2000-11-58 (1)

e B Gan Ve Window Heo

T PHE D @ & ¥ & & o,
Open Save | Gt Fmar | Mo Settings Frogress

K Frofls  Tenp.  Samgles Ammngs

[Flremnere =iaix)
T o

o i

Fun wizud Advarced
Smcurty fusi Trad Summay
L e A 2611,/2008 247,45 PM By CORST 001 G0 User 2
Esprperrerd Sharled 0 2511 /20008 2 2745 P 8 COITO01/F50 s 2

S A 26511/2008 3 35,00 P By CORITOO1 /G0 User 2
0 Sapvrad & 25117208 33512 Pt By CORITO01/Fi50 Llser 2
Sepvrd it 2601 1/2008 34131 P By CORIT O /RS0 Llser 2

Jom FI51521A1TT2IRHEA S

1ol x|
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|
I

MotorGiene 0 Senes Software 1.7 [Duld 3] WIRTLIAL WEDE | Cument User: COPTO0 MIGE User 2 10 Dpersior]

Firmas de la serie analitica

La pista de auditoria se guarda en el archivo de serie
analitica de Rotor-Gene Q. Para evitar la modificacion
indeseada de estos archivos, se recomienda que los
guarde una ubicacién segura a la que solo tengan
acceso las cuentas de Windows designadas. No
obstante, si los archivos se guardan en un area
compartida, las firmas de de la serie analitica
proporcionan una seguridad adicional. La captura de
pantalla muestra la pestafia "Security" en "Run Settings"
para un archivo con una firma de serie analitica.
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General Infarmation :
Run Signatures are stored within all newly saved runs. Theze signatures, like a wax
‘ zeal on a documnent, guarantee that no changes have been made outside the
zoftware. IF a file iz tampered with, the sighature becomes inwvalid.

Generall M achine Optiong l Meszages l Channels ]

Fiun Signature :

The signature is valid.

The signature for thiz run file iz valid. The file contentz has not been modified
; outside of the software.

ok Caticel |

La firma de serie analitica es una secuencia de
caracteres larga que se genera cada vez que se
guarda el archivo y se vincula con el contenido del
archivo. Por ejemplo, la firma para este archivo es
517587770f3e2172efocc9bd0c36c081. Si el archivo se
abre en Notepad y se edita (p. ej. se adelanta la
fecha de la serie anallitica tres dias), cuando se vuelva
a abrir el archivo aparecera el mensaje siguiente.

Bad Run File Signature

The loaded rurn file containg a gignature which does not match the file contents.,
Thig means the file has either been corupted, or tarmpered with since it was
written by the Rotor-Gene O Seriez Software.

Run file zigning ensures the integriby of your run results. Information about a un's
signature can be found in the Run Info window.
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7.9.6

‘ Rotor-Gene Q Series Software YIRTUAL MODE - no signature hrm demo analysis

Fle Analysis Run Gain View Searity Window Help

7 =3 ) - 7 g &=
Ze€d D liw @ 9 ¥ § W B E B.
New Open Save Help Settings Progress Profle  Temp. Samples Analysis Reports Arrange
Channels 7 Cyding A.Green 7 HRM A.HRM

Page: Page 1
Run Settings

General| Machine Options | Messages | Channels Security

General Information

Flun Signatures are stored within all newly saved runs. These signatures. i  wax
seal on & document, guarantee tha no changes have been made oulside the
software. If  file is tampered with, the signature becomes invaid.

Fun Signature

There is ne signature.

; There is no signature available for this run. Funs saved in previous versions may
not be signed. This means the file contents can not be guaranteed as free fiom
unsuthorised madiication

Bank On Bank Off
NamedOn | AIOn | AIOK
Edit Samples.

Cancel

Rator-Gene Q Series Software 4.7 (Build 1) WIRTUAL MODE | Cunent User: CORBETT linsonay [Administrators]

Nota: Silos archivos se envian por correo electrénico,
la encriptaciéon puede invalidar la firma. Para evitarlo,
comprima el archivo antes de enviarlo por correo
electrénico.

Bloqueo de muestras

Es importante asegurar que los nombres de las
muestras no se modifiquen de forma accidental o
intencionada una vez que un usuario haya iniciado
una serie analitica. Por este motivo, el software Rotor-
Gene Q ofrece la opcién de bloquear las muestras.
Los nombres de las muestras pueden ser bloqueados
por cualquier usuario, pero solo pueden ser
desbloqueados por un administrador. Para los usuarios
que trabajan con su PC en el modo administrador,
esta opcion tiene una utilidad limitada. Para poder
utilizar esta opcion, el PC debe estar configurado de
forma segura, tal y como se ha descrito en los
apartados anteriores.

Nota: Si desea bloquear muestras, no trabaje con el
software como administrador. Cree una cuenta con
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grupos "RG Operator" y "RG Analyst" y no haba publica
la contrasefia de administrador. Los usuarios
necesitaran ahora la autorizacion del administrador
para desbloquear archivos.

Las muestras se pueden bloquear antes de iniciar una
serie analitica mediante el asistente Advanced
haciendo clic en "Finish and Lock Samples".

New Run Wizard E|
Settings :
Given Conc. Format : | ﬂ Unit : |Copies j More Options
Samples :
B | Eoi | ResetDefsut | Gradiert | REEIRRER
C|ID |MName | Type | Groups | Given Conc. |58
1 250bp Unkniown e
2| 250bp Unkrnown e
| R Unknown e
B s 5000 Unknawn Te
5| 500bp Unkrnown e
B G s00bp Unknawn Te
| Urknown e
g Unknown e
3 Unknawn Yol
L »
FPage :
MName : |Page 1 New [” Synchronize pages
SkipWizad | <<Back | Finish | Finish and Lock Samples |

Aparecera la siguiente advertencia: Haga clic en "Yes"
para confirmar.

Rotor-Gene () Series Software

! 'f Lock the samples? Only administrators will be able to unlock them once this has been done.
-

‘fes Mo |

Una vez se bloqueen las muestras, no podran editarse
en la ventana "Edit Samples".

Manual del usuario Rotor-Gene Q MDx 09/2018 7-119



Interfaz del usuario para analisis

(et samples ~1af x|
File Edit Format Security
Standard | Fator Style I
Settings :
lrﬁiven Cone. Format : I j Unit : ICop\es j Mare Options |
— Samples :
I
C |ID |Name \Type |Gr0ups |Given Caone. |Selected :l
1) 250bp Unknown Yes
2 250bp Unlenown Yes
B : 5 Urknown Yes
B 50 Unknown Yes
5 500bp Unknown Tes
- B S00bp Unknown es
- 7 Unknown ez
g Unknovn es
B - Urknown Yes
B ¢ Urknown Yes
- Il Urk o Yes
__INF Unknown s LI
Page :
’7Name: IPage] &S | > | L= | Delerel [T Sinctionize pages
rda I juls I Cancel I Help I

En la ventana "Edit Samples" también se pueden
bloquear y desbloquear las muestras. No obstante,
solo el administrador podra desbloquear las muestras
una vez hayan sido bloqueadas.

Cualquier cambio no autorizado en el archivo
invalidara la firma de serie analitica.

7.9.7 Plantillas bloqueadas

Actualmente el usuario no puede crear archivos de
plantilla de solo lectura mediante el software Rotor-
Gene Q. No obstante, si lo desea, es posible
especificar como requisito que todas las series
analiticas se realicen con un archivo de plantilla
especifico. Para asegurar el acceso de solo lectura a
esta plantilla, esta se debera almacenar en una
unidad de red en la que los usuarios no puedan
modificar los datos. Los usuarios todavia podran
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7.10

ejecutar y modificar sus propios perfiles, mientras que
la propia plantilla en la unidad de red estara
protegida. Para comprobar qué plantilla se ha
utilizado, el software Rotor-Gene Q almacenara el
nombre del archivo de plantilla que se ha ejecutado.
Podra acceder a esta informaciéon haciendo clic en el
botdn "Settings" (Configuracion), que abrira a
continuacion la ventana "Run Settings". La informacion
sobre la plantilla se almacenara en "Other Run
Information" (Otra informacion sobre la serie analitica).

Diter Fun Run file has a valid sigrnature
Imfgemation ; Template was signed.
Using 72-well carousel
Channels saved for this min:
Created with lemplate
T:ADual Labeled Probes. ret’
Run iz currenilly i progress.
Starbed at 16/02/2008 11:16:36 AM

Menu "Gain"

Haga clic en el menu "Gain" para visualizar los "Gain
Settings" (Ajustes de ganancia) para la serie analitica
actual. De este modo se ajustara la ganancia del
canal especificado antes de la serie analitica. Se
conservan los ajustes de ganancia de la Ultima serie
analitica. Podra modificarlos si la serie analitica
todavia no se ha iniciado o en los ciclos iniciales.
Utilice las flechas arriba/abajo al lado de cada
campo de texto para modificar los campos. A
continuacion, haga clic en "OK".

Podra cambiar la ganancia durante los ciclos iniciales.
Se trazara una linea roja en el canal correspondiente
que indicara dénde se ha modificado la ganancia.
Los ciclos anteriores a la modificacion de la ganancia
se excluiran del analisis.
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Gain Settings ____F3|
Green [ =
Yellow =
Oange [5 =
Red =
Cimsen [T =
HFiM =

o o ]

7.11 Menu "Window"

Este menu permite dividir las ventanas vertical u
horizontalmente u organizarlas en cascada. Podra
acceder a funciones adicionales haciendo clic en la
flecha situada a la derecha del botdn "Arrange”.

7.12 Funcioén "Help"

Si se utiliza el botdn "Help" o el menu "Help", se abrira el
siguiente menu desplegable.

Help ]
Table of Contents
Virtual Demo
Software Version History...

Web Resources

Send Support Email...

About This Software...

Table of Contents Accede a la funcién "Help".
(indice)
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7.12.1

Virtual Demo Enlaza con una pagina del sitio

(Demostracion virtual)web de QIAGEN que contiene
una demostracion interactiva
del software.

Software Version Presenta un breve resumen de
History... (Historial de las nuevas funciones afiadidas
versiones del con respecto a la version del
software...) software previamente instalada.
Web Resources Abre una pagina del sitio web

(Recursos en internet) de QIAGEN en una nueva
ventana del navegador que
contiene informacion reciente
atil sobre los instrumentos Rotor-
Gene Q MDx y los reactivos
correspondientes.

About This Software... Proporciona informacion sobre

(Acerca de este el equipo conectado, el nUmero

software...) de serie del instrumento Rotor-
Gene Q MDx y la version del
software.

Send Support E-Mail" (Enviar e-mail al Servicio
Técnico)

La opcidn "Send Support Email" en el menu "Help" le
permitira enviar un e-mail que incluya toda la
informacion relevante de una serie analitica para
solicitar asistencia a QIAGEN. La opcidn "Save As"
guardaréa toda la informacién en un archivo que
podra copiar en un disco o en la red si no tiene
acceso al correo electronico en el PC donde se
ejecuta el Rotor-Gene Q MDx.

Si utiliza la funcién de asistencia por correo electrénico
en el ordenador portatil proporcionado de manera
opcional con el instrumento Rotor-Gene Q MDx (segun
el palis) por primera vez, tiene que configurar sus
ajustes de correo electronico.
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Nota: Puede realizar las entradas del administrador
informéatico de su compaiiia.

Configure los ajustes de correo electrénico

1. Haga clic enla opcién “Send Support Email...”. Se
abrira la siguiente ventana.

Internet Connection Wizard ﬂ

Your Name

‘wihen you send e-mail, your name will appear in the From field of the outgoing message.
Type your name az you would like it to appear.

Display name: ||

For example: John Smith

< Back I Tent > I Cancel |

2. Escriba su nombre y haga clic en “Next”
(Siguiente). Se abrira la ventana “Internet E-maiil
Address” (Direccidn de correo electronico por
internet).
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Internet Connection Wizard ﬂ

Internet E-mail Address

“Y'our e-mail address is the address other people uze to send e-mail messages to you.

E-mail address: ||

For example: someone@microsoft.com

< Back I Tewt > I Cancel |

Escriba su direccidn de correo electrénico y haga
clic en “Next”. Se abrira la ventana “E-mail Server
Names” (Nombres del servidor de correo
electrénico).

Internet Connection Wizard 5[

E-mail Server Names

My incoming mail gerver iz a IPDP3 VI SEIVEL.

Incoming mail [POP3, IMAP or HT TP server:

An SMTE zerver iz the server that iz used for your outgoing e-mail.

DOutgoing mail [SMTF] server:

< Back I Tewt > I Cancel |

Seleccione el tipo de servidor de correo para el
correo entrante y especifique los nombres del
servidor para el correo entrante y saliente. A
continuacion, haga clic en “Next”. Se abrira la
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ventana “Internet Mail Logon” (Inicio de sesion de
correo por internet).

Internet Connection Wizard ﬂ

Internet Mail Logon

Type the account name and password your Internet service provider has given you.

Account name: I

Password: I

¥ Remember password

If your Internet service provider requires you to uge Secure Pazsword Authentication
[5P4)] to access your mail account, select the 'Log On Using Secure Pazsword
Authentication [SPA]' check box.

™ Log on using Secure Password Authentication [SPA)

< Back I Tewt > I Cancel |

5. Introduzca el nombre de la cuenta de correo y la
contrasenfia, si el servidor utiliza la autenticacion
con contrasefia segura. A continuacion, haga clic
en “Next”. Se abrira la ventana “Congratulations”
(Enhorabuena).

Internet Connection Wizard ﬂ

Congratulations

r'ou have successfully entered all of the information required to set up your account,

To zave these settings, click Finizh.

Cancel

< Back
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6. Haga clic en “Finish” (Finalizar) para finalizar la
configuracion de la cuenta de correo electrénico.

Configuracion en Outlook
1. Abra “Outlook Express” desde el menu "Start"
("Start, All programs, Outlook Express").

2. Seleccione "Tools" (Herramientas) y después
"Options". Se abrira la siguiente ventana.

Signatures I Security I Connection I Maintenance I
General | Fead I Receipts I Send I Compose
General

[ ‘When starting, go directly to my 'Inbox’ folder
v Motify me if there are any new newsgroups
v automatically dizplay folders with unread messages

v automatically log on to Windows Messenger

Send / Beceive Mezsages

= v Play sound when new messages arive

[™ Send and receive messages at startup

™ Check for new messages even IBD E mirute(z]

If my computer is not connected at this timne:

IDD not connect j

D efault Meszsaging Frograms

Thiz application iz the default M ail handler [ ake efault |
- Thiz application is the default News handler [ ke Default |

ak. I Cancel | Apply |

Importante: Para evitar la recuperacion de mensajes
de correo electrénico durante las series de PCR,
inhabilite las entradas predeterminadas en la pantalla
“Send/Receive Messages” (Enviar y recibir mensajes).

3. Inhabilite la opcién “Send and receive messages
at startup” (Enviar y recibir mensajes al inicio).
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4. Inhabilite la opcién “Check for new messages
every 30 minutes” (Comprobar mensajes nuevos
cada 30 minutos).

5. Haga clic en “OK” (Aceptar) para confirmar los
cambios
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8.1

8.2

Funciones adicionales

Plantillas de analisis

Para determinados analisis, el usuario debera definir
umbrales y ajustes de normalizaciéon y de genotipo. A
menudo estos ajustes se vuelven a utilizar en diferentes
experimentos.

Con las plantillas de analisis, el usuario podra guardar
y reutilizar estos ajustes. Asi se reduce el esfuerzo de
volver a introducir los ajustes y el riesgo de error.

La cuantificacion, la disociacion, la diferenciacion
alélica, el analisis con diagrama de dispersion y el
analisis de punto final soportan estas plantillas de
analisis. Estos analisis permiten al usuario exportar una
plantilla especifica para el analisis (p. €j. el andalisis de
cuantificacion permite exportar e importar archivos
*.qut que contienen ajustes de cuantificacion).

Tras importar o exportar una plantilla de analisis, se
mostrara el nombre de archivo de la plantilla como
referencia para el futuro.

Imported Settings «® |
#ATemplatezhBC.qut

Irmpaort. . | Expaort... |

Abrir una segunda serie analitica

Mientras se esta ejecutando una serie analitica es
posible abrir y analizar series analiticas realizadas
anteriormente. En la segunda ventana no estaran
activados determinados botones, como p. ej. "New" o
"Start Run". Podra iniciar una serie analitica desde la
primera ventana cuando haya finalizado la primera
serie analitica.
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8.3

8.4

Opciones de ajuste de escala

Para acceder a "Adjust Scale", haga clic en "Adjust
Scale...” (Ajustar escala...) en el lado inferior de la
ventana principal o haga clic con el boton derecho
del ratén en el grafico y seleccione "Adjust Scale..." en
el menu que aparece a continuacion. También puede
introducir manualmente una escala en la ventana
gue aparece a continuacion.

Adjust Scale | x|
b airnuan ; |'| 10 jl
Miriimn ; IU ﬁ

o] o |

Para acceder a "Auto-Scale" (Escala automatica),
haga clic en "Auto-Scale..." en el lado inferior de la
ventana principal o haga clic con el botén derecho
del ratén en el grafico y seleccione "Auto-Scale..." en
el menu que aparece a continuacion. "Auto-Scale"
intenta ajustar la escala a los valores maximos y
minimos de los datos.

Para acceder a "Default Scale" (Escala
predeterminada) , haga clic en "Default Scale...” en el
lado inferior de la ventana principal o haga clic con el
botdn derecho del ratén en el grafico y seleccione
"Default Scale..." en el menu que aparece a
continuacion. "Default Scale" restablece la escala
para visualizar de 0 a 100 unidades de fluorescencia.

Exportar graficos

Exportar imagenes

Los pasos siguientes describen cémo guardar una
imagen.
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1. Haga clic con el botén derecho del ratén en la
imagen y seleccione "Export" en el menu que
aparece a continuacion.

2. Aparecera la ventana "Export Dialog" (Didlogo de
exportacion). Seleccione el formato que desee en
la lista "Format" (Formato).

Export Dialog X]
Picture | Nativel D ata I

Format Optionz | Size I

az Metafile
az PostScript
az PDF

g [~ Monochrome
az GIF
az PMG
az JPEG

Colors:  Drefault ﬂ

Copy Save... | Send... | Cloze

3. Seleccione la pestafia "Size" (Tamafio) y
especifique el tamafno deseado.

Export Dialog X]
Pictiiie’] Native | Data |

Fomat Options ~ Size |

az Metafile o —

as PostS cript tdidth: 1833 =

az PDF

as PCX, Height: [540 :Il

az GIF

:2 F IEIEGG ¥ Eeep aspect ratio

Caopy Save... Send... Close
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4. Marque la casilla "Keep aspect ratio" (Mantener
relacién de aspecto) para conservar las
proporciones correctas de la imagen al ajustar su
tamano.

5. Haga clic en "Save"y seleccione un nombre de
archivo y una ubicacion para el archivo en el
cuadro de didlogo que aparece a continuacion.

Si necesita una imagen de mayor resolucion, le
recomendamos que aumente el tamafio de la
imagen hasta que se ajuste a sus necesidades o que
guarde el grafico como metaarchivo (metafile) (*.emf,
* wmf). Este es un formato basado en vectores que se
puede abrir en programas como Adobe® lllustrator® y
gue permite al usuario crear una imagen con la
resolucién deseada.

Exportacién con formato original

Los graficos en el software Rotor-Gene Q utilizan el
componente de fabricacién ajena TeeChart®
desarrollado por Steema software. Para guardar un
grafico con el formato original, seleccione la pestafia
"Native" (Original) en la ventana "Export Dialog" (ver
captura de pantalla anterior) y haga clic en "Save". El
formato original es el formato predeterminado de
TeeChart. Esto permite que el usuario utilice TeeChart
Office de Steema software. TeeChart Office esta
disponible como freeware y se instala como parte
integrante del paquete de software Rotor-Gene Q.
Para acceder al software, haga clic en el icono
TeeChart del escritorio.

TeeChart Office permite la manipulacion de graficos
exportados, incluyendo el cambio de los colores de
las curvas, la adicidn de notas, el cambio de las
fuentes y el ajuste de los puntos de datos.
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& TeeChart Dffice - testtee

Eo E® Yiew Jook Hep : :
De@Sofcl- Qb > K@ [*aBre| -~ ~
Y EH B IS = o= [
s+ KA
i 18

E

»

ki F — 2-Hetesozpgous
b P 3 Wikdpe

ki F — 4 Hetesozpgous
Ep’ 5-Hs|eroe,vgow;| 14
EE—

Property Walle g2
. ] g1
BackImage |- |[rone] o L
Bevel Raized
Border [<]=— 9
Color Whie &
Colremode  Coloes 7
Fiame. [-]— &
Gradent [=](rare) 5 A
View 30 ™ No
Aty Siza W Yex 5 0 5 20 ] k) B 40 45
Cyele

FE=® ROWEL .

Sl

[ = Modtied | N :

=
=

Exportaciéon de datos

Para exportar datos con diferentes formatos,
seleccione la pestafia "Data" (Datos) en la ventana
"Export Dialog". El archivo exportado contiene los
puntos de datos sin procesar utilizados en el grafico.

Export Dialog E4

F'iu:turel Mative Data |

_ Include:
Sefies:  (all = [~ Paint Index

Formnat; [+ Point Labels
: v Header
[ Point Colars

= HTML Table Delimiter:

" Excel Tah ﬂ I

Copy Save... Send... | Cloze
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También podra exportar los datos sin procesar y los
datos de analisis si selecciona "Save As" en el menu
"File" (ver apartado 7.5).

8.5 lcono de llave inglesa
Elicono de llave inglesa ﬂaparece en el lado inferior
izquierdo de la ventana principal. Si hace clic en el
icono de llave inglesa se activaran varias opciones.
También podra acceder a estas opciones haciendo
clic con el botén derecho del ratdén en el grafico.
Adjust Scale, .
Autoscale
Rewert to Default Scale
Export...
Copy Chart to Clipboard
Edit: Chart in TeeChart Office. ..
Prink. ..
Digital Filker. ..
Select All Mamed Samples
Shiow Pinpointer
Grouping L4
"Adjust Scale, Consulte el apartado 8.3.
Autoscale, Revert
to Default Scale”
(Revertir a escala
predeterminada):
"Export... " El grafico se guarda con diferentes
(Exportar...): formatos (ver apartado 8.4).
"Copy Chartto Laimagen del grafico se copia en el
Clipboard" portapapeles.
(Copiar gréafico
en
portapapeles):
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"Edit Chartin
TeeChart
Office..." (Editar
grafico en
TeeChart
Office...):

"Print" (Imprimir):

"Digital Filter..."
(Filtro digital):

i Select digital filter for graph ] 5[

El grafico se abre directamente en
TeeChart Office para ser editado
(ver apartado 8.4).

Se imprime el gréfico.

Se modifica el filtro digital
actualmente seleccionado en el
gréafico. El filtro digital alisa los datos
mediante una ventana deslizante
de puntos.

rane

Cancel |

"Show Pinpointer" Se abrird una ventana con las

(Mostrar
pinpointer):

"Grouping"
(Agrupar):

coordenadas exactas de la posicidn
del puntero del ratén.

Se agrupan visualmente las muestras
con nombres idénticos. Esto puede
ser Util para las series analiticas
completas de rotor. La seleccién de
esta opcion no afecta a los valores
calculados.
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8.6 Opciones para el area seleccionada
Puede seleccionar un area del grafico manteniendo
pulsado el botdn izquierdo del ratén y arrastrando
sobre ella el puntero. Apareceran las opciones
siguientes.

Select Only These Samples
Deselect These Samples
Zoorm

Cancel

"Select Only Se anula la seleccién de las muestras

These Samples" fuera del area seleccionada.

(Seleccionar

solo estas

muestras):

"Deselect These Se anula la seleccion de todas las

Samples" muestras en el area seleccionada.

(Anular

seleccion de

estas muestras):

"Zoom": Se amplia el area seleccionada del
gréafico. Para volver a reducir la vista
haga clic en el botén "Default Scale".
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9 Procedimientos de mantenimiento

El mantenimiento del rendimiento operativo del Rotor-
Gene Q MDx es facil. El rendimiento 6ptico se
garantiza manteniendo siempre limpias las lentes,
situadas tanto en la fuente de emisibn como en la
fuente de deteccion. Esto se logra limpiando las lentes
con cuidado mediante un hisopo humedecido con
etanol o isopropanol*.

Nota: Limpie las lentes como minimo una vez al mes,
en funcién del uso. Limpie al mismo tiempo la camara
del rotor.

Mantenga la superficie del banco de trabajo limpia,
sin polvo y sin hojas de papel. La entrada de aire del
Rotor-Gene Q MDx se encuentra en el lado inferior y
los materiales sueltos, como p. e]. las hojas de papel o
el polvo, podrian afectar a su funcionamiento.

* Siempre que trabaje con productos quimicos utilice una bata de
laboratorio adecuada, guantes desechables y gafas protectoras. Para
obtener mas informacién consulte las fichas de datos de seguridad
(safety data sheets, SDS) correspondientes que el proveedor del
producto le facilitara.
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Para evitar que se deposite polvo, mantenga cerrada
la tapa del Rotor-Gene Q MDx cuando no utilice el
instrumento.

Sila camara del rotor se contamina, debera limpiarla
pasando sobre las superficies un pafio sin pelusa
humedecido (pero no mojado) con una solucién de
lejia al 0,1% (v/v).* Limpie después la camara con un
pafo sin pelusa humedecido con agua de calidad
PCR para eliminar los restos de lejia.

* Siempre que trabaje con productos quimicos utilice una bata de
laboratorio adecuada, guantes desechables y gafas protectoras. Para
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obtener mas informacién consulte las fichas de datos de seguridad
(safety data sheets, SDS) correspondientes que el proveedor del
producto le facilitara.
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10 Verificacion optica de la
temperatura

La verificacidon 6ptica de la temperatura (OTV) es un
método para verificar la temperatura en el interior del
tubo en el Rotor-Gene Q MDx. La validacion de la
temperatura en el interior del tubo puede constituir un
procedimiento importante en los laboratorios
certificados. La OTV se realiza mediante un kit Rotor-
Disc OTV (ver Apéndice C). En las paginas siguientes
encontrara una breve introduccion al principio de la
OTV. El principio de funcionamiento de la OTV se
explica en el software Rotor-Gene Q MDx. Para una
descripcion mas detallada de la OTV, incluyendo una
guia de localizacién y solucién de errores, consulte el
Manual Rotor-Disc OTV.

10.1 Principio de la OTV

OTV se sirve de las propiedades épticas de tres
cristales liquidos termocromaticos (TLC, por sus siglas
en inglés)* como referencias de temperatura
absoluta. Cuando se calientan, los TLCs cambian de
opacos a transparentes a temperaturas exactas (50
°C, 75 °C y 90 °C). Los TLCs no presentan fluorescencia
inherente. Por consiguiente, es necesario cubrir la
fuente de excitacion con un inserto fluorescente para
gue los puntos de transicion TLC puedan ser
detectados por el sistema Optico del Rotor-Gene Q
MDx. Los TLC que se encuentran por debajo de su
temperatura de transicidbn son opacos y reflejan la luz.
Parte de la luz reflejada se dispersa hacia el detectory
aumenta asi la fluorescencia. Cuando la temperatura
en el interior del tubo alcance el punto de transicion

*Siempre que trabaje con productos quimicos utilice una bata de
laboratorio adecuada, guantes desechables y gafas protectoras. Para
obtener mas informacién consulte las hojas de datos sobre la seguridad
(safety data sheets, SDS) correspondientes que el proveedor del
producto le facilitara.
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10.2

10.3

TLC, el TLC se hace transparente y la luz pasa a través
de la muestra en vez de ser reflejada hacia el
detector, lo que provoca una disminucion de la
fluorescencia. El cambio de la fluorescencia es
utilizado para determinar la temperatura de transicion
exacta de cada TLC. La temperatura de transicion se
compara con la temperatura indicada en el archivo
de calibracion de fabrica para el OTV Rotor-Disc con
el fin de verificar si el Rotor-Gene Q MDx presenta las
temperaturas especificadas.

Componentes del kit Rotor-Disc OTV

Para realizar una OTV son necesarios los componentes
siguientes:
B Un kit Rotor-Disc OTV que incluye:

B Rotor Rotor-Disc 72 OTV sellado (contiene los
TLCs)

B Placa de dispersion insertable fluorescente
(instrumentos Rotor-Gene 3000 o Rotor-Gene
Q/6000)

B Un CD con los siguientes archivos: archivo con
el niumero de serie y la fecha de caducidad
del OTV Rotor (*.txt); archivo de plantilla de
prueba OTV (*.ret); hoja de informacién del
producto (*.pdf); archivo de calibracion de
fabrica (*.rex)

B Hoja de informacién del producto

B Software para la serie Rotor-Gene con la versidn
1.7 o superior que contiene el asistente OTV Rotor
de facil uso

B Rotor Rotor-Disc 72

B Anillo de blogueo Rotor-Disc 72

Realizar una OTV

1. Coloque la placa insertable fluorescente sobre la
lente de emisidn en el lado inferior de la camara
del Rotor-Gene Q MDx.
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2. Introduzca el OTV Rotor-Disc en un rotor Rotor-Disc
72. Asegure el conjunto con un anillo de bloqueo
Rotor-Disc 72. Introduzca el conjunto en el Rotor-
Gene Q MDx y hagalo encajar. Cierre la tapa del
Rotor-Gene Q MDx.

3. Abra el asistente Advanced con la pestafia
"Advanced" de la ventana "New Run". En el
asistente Advanced, haga clic en "Instrument
maintenance"y después en "OTV". El asistente le
solicitar&a el numero de serie OTV. Encontrara este
numero en la etiqueta del OTV Rotor-Disc o lo
podra importar del CD si hace clic en "Browse"
(Examinar) y selecciona el archivo .otv incluido en
el CD. Una vez haya introducido el nimero, haga
clic en "Start".
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x
Buick Stat Advanced |
-+ Contains templates
= Perform Last Run that perform
i instrument
'S Empty Run maintenance.

L

L ]
2 Three Step with Melt
L 1]
2 Two Step
l_ J HRM™

5t
-l- JOH1EF Runs

trument Maintenance

’T—J Open A Template In Another Folder...

¥ Show This Screen \When Software Opens

ptical Temperature Verification Rotor

#® This template allows you ko perform in-tube temperature verification with the DIAGEN
.‘ OTY Rotor, For mare information, see our website available from the Help menu.

Rotar Details :
[~ Flugrescent insert

placed carrectly Pleaze enter the zerial number of the rator you are uzing :

OTY-C172-31F4-2D0-354-306-36 30

Temperatures . B0-72-90
Expiry Date : b ar 2006
Walidity Check :  Valid

Start | Exit |

4. Elsoftware le solicitar& ahora un nombre de

archivo para la serie analitica. A continuacion, se
iniciara la serie analitica.
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5. Laserie analitica realizara varias disociaciones
para determinar las caracteristicas térmicas del
Rotor-Gene Q MDx.

I§ O1¥ Temperature Yerification Results |

— Summary :

Werification Result:  Adjustment Recommended

— Details :

Lower Paoint: Mo Adjustment Required
tiddle Point : Mo Adjustment Bequired

dpper Point:  Adjustment Required

Apply Adjustment. . |

Close |

6. Cuando haya finalizado la serie analitica, el
software indicara si el Rotor-Gene Q MDx cumple
las especificaciones.

7. Si es necesario un ajuste, el usuario debera hacer
clic en "Apply Adjustment” (Aplicar ajuste). El
programa solicitara al usuario que realice una serie
de verificacion. Una vez finalizada la serie de
verificacion, no deberia ser necesario realizar
ningun otro ajuste. Si todavia se necesita realizar
algun ajuste, pdngase en contacto con su
distribuidor.

8. Si el Rotor-Gene Q MDx cumple las
especificaciones, podra visualizar e imprimir un
informe sobre la serie analitica.
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Esta pagina se ha dejado en blanco
intencionadamente.
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11

Analisis de curvas de disociacion
de alta resolucion

El andlisis de disociacidon de alta resoluciéon (HRM) es
una innovadora técnica que se basa en el analisis de
la disociacidon del ADN. El andlisis HRM identifica
muestras de ADN en funcién de su comportamiento
de disociacién cuando cambian de un ADN
bicatenario (dsADN) a un ADN monocatenario
(ssADN) durante el aumento de la temperatura (ver
figura inferior). Un instrumento HRM capta las sefiales
de fluorescencia con una precisidon 6ptica y térmica
extremadamente alta y proporciona asi un gran
numero de posibilidades de aplicacion.

= Curva de
disociacion
™ I Fase de
= T

o disociacion

o

=
.'5
H
& a5
x
22| Fase de Fase de
gx predisociacion postdisociacion
™ o by ot >
x

15

‘-‘-‘_‘—\——o—u_
wo e a0 Tae e e e me ™o TR 0ne " e s

Un grafico HRM tipico. La curva de disociacion representa la
transicion desde una fluorescencia elevada en la fase inicial de
predisociacion pasando por la disminuciéon de la fluorescencia
en la fase de disociacion hasta el nivel basal de fluorescencia
en la fase de postdisociacion. La fluorescencia disminuye segun
se libera el colorante ADN intercalante del dsADN mientras se
va disociando en cadenas sencillas. El punto medio de la fase
de disociacién, en el cual la velocidad de cambio de la
fluorescencia es maxima, define la temperatura de disociacion
(Tm) del ADN que se esta analizado.
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Antes de realizar un analisis HRM, la secuencia objetivo
se debe amplificar a un niumero elevado de copias.
Esto se realiza normalmente mediante PCR en
presencia de un colorante intercalante fluorescente
dsADN. El colorante no interacciona con el ssADN
pero se intercala activamente con el dsADN y emite
una fluorescencia intensa cuando se ha intercalado.
Los cambios en la fluorescencia se pueden utilizar
para medir el aumento de la concentracion de ADN
durante la PCR y medir a continuacion directamente
la disociacion térmicamente inducida del ADN
mediante HRM. Durante el analisis HRM, la
fluorescencia es inicialmente alta porque la muestra
comienza en forma de dsADN. Segun aumenta la
temperatura, la fluorescencia disminuye y el ADN se
disocia en cadenas sencillas. El comportamiento de
disociacién observado es caracteristico de una
muestra de ADN concreta.

Mediante el analisis HRM, el Rotor-Gene Q MDx puede
identificar las muestras segun la longitud de las
secuencias, el contenido de GC o la
complementariedad de la secuencia de ADN. El
analisis HRM se puede utilizar en las aplicaciones de
genotipado, como p. ej. el andlisis de
inserciones/deleciones o de polimorfismos de
nucledtido simple (PNS) o para localizar mutaciones
genéticas desconocidas. También se puede utilizar en
aplicaciones de epigenética para la detecciény el
analisis del estado de metilaciéon del ADN. Asimismo se
puede utilizar para detectar de forma cuantitativa
una pequefia proporcion de ADN variante en el fondo
de una secuencia natural con sensibilidades
aproximadas al 5%. Esto se puede utilizar, por ejemplo,
para estudiar mutaciones somaticas adquiridas o
cambios en el estado de metilaciéon de los islotes CpG.

El analisis HRM en el Rotor-Gene Q MDx permite

realizar un gran nimero de aplicaciones, incluyendo:

B Identificacion de genes candidatos de
predisposicion

11-2
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B Estudios de asociacion (comparacion de casos y
de controles, genotipo con fenotipo)

B Determinacion de la prevalencia alélica en una
poblacién o en un subgrupo

B Deteccion sistematica y validacion de SNP

B Deteccibn sistematica de la pérdida de
heterocigoticidad

B Determinacion de la huella genética del ADN

B |dentificacion de bloques de haplotipos

B Analisis de metilacién del ADN

B Elaboraciéon de mapas de ADN

B |dentificacion de especies

B Deteccién de mutaciones

B Determinacion del cociente de mutaciones

somaticas
B Tipificacion HLA
El analisis HRM es mas facil y mas rentable que los
ensayos de genotipado basados en sondasy, a
diferencia de los modelos convencionales, se trata de
un sistema de tubos cerrados que evita la
contaminacién con productos PCR. Los resultados son
comparables a los métodos convencionales, como p.
€j. SSCP, DHPLC, RFLP y secuenciacion de ADN.

Instrumentacion

El Rotor-Gene Q MDx proporciona las exigentes
funcionalidades de tiempo real y termo-6pticas
siguientes necesarias para el analisis HRM.
lluminacién de alta intensidad

Deteccion Optica de sensibilidad elevada
Adquisiciéon rapida de datos

Control preciso de la temperatura de la muestra
Variaciones térmicas y opticas minimas entre
muestras
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11.2

11.3

Productos quimicos

QIAGEN ofrece el kit Type-it® HRM PCR para el analisis
de los SNP y de las mutaciones mediante HRM y el kit
EpiTect® HRM PCR para los analisis de metilacion.
Ambos kits contienen el colorante intercalante
fluorescente de tercera generacion EvaGreen. Los kits
combinan un tampdén HRM optimizado y la polimerasa
ADN HotStarTaq®Plus para evitar productos de
amplificacion inespecificos y proporcionar resultados
fiables.

Nota: Todos los kits y reactivos QIAGEN HRM estan
previstos para ser utilizados exclusivamente con los
instrumentos Rotor-Gene Q para las aplicaciones
descritas en los manuales de los kits QIAGEN
correspondientes.

Ejemplo de genotipado SNP

En el ejemplo mostrado se ha utilizado el kit Type-it
HRM PCR en un analisis HRM para diferenciar entre el
tipo silvestre homocigdtico, el mutante homocigoético
y las formas heterocigdéticas del SNP humano
rs60031276. Para obtener detalles técnicos, consulte el
Manual Type-it HRM PCR.

11-4
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i HRM Results - HRM A HRM (Page 1)

M. |H M ame | Genotype | Confidence &
22 A8 Human SMP r2B0031276 | homo A8, 100,00

23 [ urknown homo éu, 93,43

24 . unknown homo d., 93,78

28 [ 4G Human SNP s60031276 | hetero AG 100,00

29 . unknown hetero AG 93,49

30 [l unknown hetero AG 98,47

34 [ GG Human SMP s60031276  homa GG 100,00

35 [ unknown homo GG 52,50

3E urkmown homno GG 99,53

Genotipado SNP mediante HRM. El SNP humano rs60031276
(sustitucion A hasta G) en el gen PPP1R14B (proteinfosfatasa 1,
subunidad regulatoria (inhibitoria) 14B) fue analizado en el
Rotor-Gene Q utilizando 10 ng de ADN gendmico de diferentes
genotipos y el kit Type-it HRM. Las muestras de tipo natural
homocigdtico (AA), de mutante homocigoético (GG) y
heterocigéticas (AG) se muestran en con una curva de
disociacion estandar normalizada y en con un grafico de
diferencias normalizado con muestras de tipo natural. Los
genotipos para las muestras desconocidas fueron asignados
por el software Rotor-Gene Q.

Ejemplo de un analisis de metilacion

En el ejemplo mostrado, el kit EpiTect HRM PCR se ha
utilizado en el analisis HRM para diferenciar diferentes
cocientes de ADN metilado y sin metilar. Para obtener
detalles técnicos, consulte el Manual EpiTect HRM
PCR.

11-6
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Metilado al 100%

wa  res iz ma s mm= ms mr ma ms =0 me =@ s m@ @ =

Andlisis de metilacion cuantitativo mediante HRM. Se analizaron
y diferenciaron mediante el analisis de metilacion HRM
diferentes proporciones de ADN-APC (adenomatosis poliposa
de colon) metiladas y sin metilar en el Rotor-Gene Q utilizando
el kit EpiTect HRM. En  se muestra una curva de disociacion
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11.5

estandar normalizada y en un grafico de diferencias
normalizado a la muestra metilada al 50%.

Directrices para un analisis HRM exitoso

El éxito del analisis HRM depende en gran medida de
la secuencia concreta que se desee investigar. Los
resultados pueden verse afectados por determinados
motivos de secuencias, como p. €]. bucles en horquilla
u otras estructuras secundarias, regiones localizadas
con un contenido en GC inusualmente elevado o
bajo o secuencias repetidas. Ademas, mediante el
uso de los kits estandarizados y de los protocolos
optimizados de QIAGEN se pueden superar muchos
de los problemas indicados. A continuacién se indican
algunas normas que pueden ayudarle a asegurar el
éxito del andlisis.

Analice fragmentos de ADN pequefios

Analice fragmentos con un tamafio maximo de
aproximadamente 250 bp. Podra analizar con éxito
productos mayores, pero normalmente estos
proporcionaran una resolucion menor. Esto se debe,
por ejemplo, a que una variaciéon de una Unica base
tendréa un mayor efecto sobre el comportamiento de
disociacion de un amplicon de 100 bp que de uno de
500 bp.

Asegurese de que la PCR solo contenga el
producto especifico

Las muestras contaminadas con artefactos post-PCR,
como p. ej. dimeros de cebadores o productos no
especificos, pueden dificultar la interpretacion de los
resultados HRM. Los kits de QIAGEN para el analisis
HRM aseguran una especificidad maxima sin
necesidad de una optimizacion.

11-8
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Utilice suficiente plantilla de preamplificaciéon

El andlisis de los datos PCR en tiempo real puede ser
muy Util para la localizacién y la solucién de errores en
los analisis HRM. Los graficos de amplificacion deben
presentar un valor Cr (ciclo umbral) menor o igual a 30
ciclos. Los productos que amplifican en un momento
posterior (debido a una cantidad baja de plantilla de
iniciacién o a la degradacién de la plantilla)
producen normalmente resultados HRM variables
debido a los artefactos PCR.

Normalice la concentracion de la plantilla

La cantidad de plantilla afiadida a la reaccion debe
ser uniforme. Normalice las concentraciones de inicio
para que todos los graficos de amplificacién solo
difieran entre si tres valores Cr. De este modo se
asegurara que las concentraciones introducidas se
encuentren en un rango de 10x.

Compruebe si existen graficos de amplificacion
atipicos

Antes de realizar un analisis HRM, examine con
cuidado si los datos del grafico de amplificacion
presentan una forma anémala. Los graficos con una
fase logaritmica-lineal que no presenta una
pendiente, que presenta picos o que alcanza una
meseta de sefial baja en comparacioén con otras
reacciones pueden indicar una amplificacion
deficiente o una sefal de fluorescencia demasiado
baja (p. €j. esto puede ocurrir con una concentracion
de cebador demasiado baja). Las reacciones
deficientes pueden estar causadas por inhibidores de
la reaccion o por una preparacion incorrecta de la
reaccion. Los datos HRM procedentes de estas
muestras pueden ser inconcluyentes o de baja
resolucién. Para evitar resultados poco fiables,
recomendamos que utilice los kits de QIAGEN para la
preparacion de las muestras y el analisis HRM.
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Mantenga concentraciones postamplificacion
similares de las muestras

La concentracion de los fragmentos ADN afecta a la
temperatura de disociaciéon correspondiente (Tm). Por
este motivo, las concentraciones de ADN de las
muestras se deben mantener lo mas similares posibles.
Si analiza productos PCR, asegurese de que cada
reaccion haya amplificado hasta la fase de meseta.
En la meseta todas las reacciones habran amplificado
hasta un grado similar, independientemente de su
cantidad de iniciacion. No obstante, tenga en cuenta
gue es posible que las reacciones deficientes no
alcancen la meseta con la misma cantidad
amplificada a causa de, por ejemplo, una
preparacion inconsistente del ensayo (p. ej. la
concentracion de cebador era demasiado baja).

Asegure la uniformidad entre muestras

Todas las muestras deben presentar un volumen
idéntico y deben contener la misma concentracion
de colorante. El comportamiento de disociacion del
ADN se vera afectado por la existencia de sales en la
mezcla de reaccion, asi que es importante que la
concentraciéon de tampoén, de Mg y de las demas
sales sea lo mas uniforme posible en todas las
muestras. De forma parecida, utilice solo tubos de
reaccion idénticos del mismo fabricante para evitar
las variaciones debidas al grosor del plastico y a las
caracteristicas de autofluorescencia.

Permita que se recopilen suficientes datos en las
fases de predisociacion y postdisociacion.

Capture los puntos de datos HRM en
aproximadamente un rango de 10 °C y de forma
centrada en torno al valor Tm observado (ver figura en
la pagina 11-1). Esto proporcionara suficientes puntos
de datos de linea base para una normalizacion eficaz
de la curva, duplicaciones mas reproducibles y
facilitara la interpretacion de los datos.

11-10

Manual del usuario Rotor-Gene Q MDx 09/2018



Analisis de curvas de disociacion de alta resolucion
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Preparacion de las muestras

Durante la purificacion y el almacenamiento se debe
evitar la degradacion de las muestras. Evite las
cantidades excesivas de inhibidores, como p. ej. los
procedentes del arrastre de etanol. Para mejorar l0s
resultados del analisis HRM, recomendamos que utilice
una cantidad constante de plantilla en las muestras.
Se recomienda utilizar un analisis espectrofotométrico
para determinar la concentracion y la pureza del
ADN. Recomendamos utilizar los kits QIAGEN para la
preparacion de las muestras.

Nota: A 260 nm una unidad de absorcion equivale a
50 pg/ml de ADN. El ADN puro proporcionara un
cociente de 1,8 a 260 nm hasta 280 nm.
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11.7 Configuracion del software

1. Abra un nuevo archivo de serie analitica
seleccionando "New..." en el menu "File". En el
asistente Advanced, seleccione "HRM".

x

Huick Start Advanced |

Corbett Life Science
High F.esolution Melt
rur.

L ]
2 HRM™ with Pre-Amplification

Cancel

Help

i

v Show Thiz Screen When Software Opens

2. Ajuste el tipo de rotor (en este ejempilo se utiliza el
rotor de 72 pocillos). Asegurese de que el anillo de
bloqueo esté correctamente colocado y de que
la casilla de verificacidon "Locking Ring Attached"
esté marcada antes de continuar con el paso
siguiente.
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New Run Wizard i x|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

— Rotar Type

36-vell Rotor

Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100

¥ Locking Ring Attached

Skipwieard | ccBack | Mewss |

Configure los detalles de la serie analitica.
Introduzca el nombre del operador (opcional) y
aflada notas sobre el experimento (opcional).
Seleccione el volumen de reaccion (obligatorio) y

el disefio de las muestras deseado.

New Run Wizard ‘&

This screen displays miscellansous optians for the run, Complete the figlds,

clicking Next when pou are ready to move to the next page.

Dperator : IRotoJ-Ge-ns O Operator

This box displays

Notes : Enter any notes for the particular HRM experiment |

Reaction I =
Wolume [uL): & =

Sample Layout: [1.2.3.. |

help on elements in
the wizard, For help
on an item, haver
Wour mouse aver the
item for help, You
can slso click on a
combo bow to display
help about its
available settings.

Skipwizad | <<Back |  News |
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4. Haga clic en el boton “Edit Profile...” para
modificar los tiempos y las temperaturas de la
reaccion.

New Run Wizard fE

Temperature Profils : This bax displays
help on elements in
the wizard. For help

an an item, hover
wour mouse aver the
item for help. You

canh also click on a
comba box to display
help about its
available settings.

Edit Profile ...

Channel Setup
Mame | Source | Detector | Gain | Create Mew... |
Green 470nm  510nm 2.67 Edit
Yellow 530nm  555nm =
Orange  585nm E10nm

Red E25nm  BEOnm

Crimzon  B80nm  710hp
HFiM 470nm  510nm

Gain Optimization...

SkipWizard | ccBack | New» |

Bemove
33 Feset Defaults

Lomn o

5. Ajuste un tiempo de mantenimiento inicial
adecuado. Este tiempo dependera del tipo de
polimerasa ADN utilizado. El kit Type-it HRM PCR y el
kit EpiTect HRM PCR requieren un tiempo de
activacion de cinco minutos. El tiempo de
activacion predeterminado es de 10 minutos.
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Edit Profile

@A . 8 H | e

Mew Open  Save As Help

The n will take approzimately 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
Haold Temperature : 95 | goq.

Hald Time 2 [mins 0 |[secs

1

6. Modifique el ciclo para que se ajuste al amplicon.

Edit Profile

E|
B H a
Mew Open  Save As Help:
The run will take approximately 104 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed
Click on a cycle below to modify it
Hald Insert after
HRk Insert before...
Remove
This cycle repeats 45 | time{s].
Click on one of the steps below ta modify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.
Timed Step =l B
&0 dea 95 deug. for b secs
10 seconds

Acquining to Cycling A

oh Green

W 60 deg. for 10 secs
ong Range
I~ Touchdown
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7. Asegurese de que se adquieran datos de

fluorescencia. Adquiera datos en el canal verde al
final del paso de annealing.

Acquisition

Same az Previous : I[New Acguizition) j

—Acquizition Configuration :

Ayailable Channels : Acquiring Channels :
Mame | s || Mame
Crimzon
HFiM LI
Qrange
Fied «
ellow

To acquire from a channel, zelect it from the list in the left and click > To stop acquining from a
channel, zelect it in the right-hand list and click <. To remove all acquisitions, click <<

Dipe Chart » > | ak I Don't Acquire Help

Dye Channel 5election Chart

470nm [ 51060m Famd, SybrGreen ™, alexad8s

JOE. CalGold™, CalOrangs', TET. *akima Yellaw, ¥IC
ellow 530nm [ 555nm 0 HEX, alexab32

Orange  |585nm | B10nm RO%,. Redmond Red', alexa568

E25nm | BEOnm Cy5, Quazar5 70, LCRedB40Y

B80nm | 710hp Quasar?05+, LCRed705, alexafB0

460nm | 51 0mm L CGreen-!

8. Configure las condiciones para la serie analitica

HRM. Modifique las condiciones para que se
ajusten al amplicon. Permita para el primer juego
de experimentos un amplio rango de disociacion.
Utilice el Tm tedrico como referencia para un rango
adecuado. Cuando haya determinado el punto
en el que se disociara el producto, reduzca el
rango de disociacion a un valor no superior a 10
°C. Asegurese de que el inicio de la disociacion se
produzca 5 °C antes de la primera transicion de
disociaciéon. La rampa predeterminada esta
ajustada a 0,1 °C con un mantenimiento de 2
segundos en cada paso. La transicion de rampa
minima es de 0,05 °C con un segundo
mantenimiento en cada paso. Los datos se

11-16
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adquieren automaticamente en el canal HRM. La
optimizacién automatica de ganancia se realiza
por defecto. El software buscara el ajuste de
ganancia 6ptimo para que el valor de
fluorescencia maximo indicado no sea superior a
70 unidades en una escala de 100. Tenga en
cuenta gue este se puede aumentar a un maximo

de 100.
£l
. g @
Mew Cpen  Save As Help

The run will take approximately 104 minute(s) to complete. The graph belaw represents the run to be performed

A"

Click an a cycle below ta madify it

Hold Insert after
Cyeliry
Insert hefore:
Remove

Ramp from |70 j degrees to IBB ﬂ degrees,
Rising by |01 j‘ degiee(s) each step,
“w/ait for 0 seconds of pre-melt conditioning or first step,

S it For 2 ﬁ seconds for each step afterwards.

Acquire to HEH & on HRM

Gain Dptimisation

[¥ Optimise gain before melt on all tubes.

The gain giving the highest fluarescence less than I?U ill
will be selected

oK

9. Opcional: Ajuste la optimizacidon de ganancia
automatica. Esta se aplicara solo al paso de
amplificacion en tiempo real y estara ajustada
para el canal verde. Haga clic en el botén
"Optimize Acquiring" (Optimizar adquisicién) (para
optimizar solo los canales utilizados por una serie
analitica). El mejor momento para realizar la
optimizacién es justo antes del primer paso de
adquisicion, de modo que marque la casilla de
verificacion "Perform Optimization Before First
Acquisition" (Realizar optimizacion antes de la
primera adquisicion). El rango recomendado de
fluorescencia de fondo para los colorantes
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intercalantes se encuentra entre 1y 3 unidades de
fluorescencia. Para cambiar este ajuste, haga clic
en el nombre de canal para seleccionarlo en la
lista y haga clic en el botdn "Edit".

Auto-Gain Optimisation Setup x|

— Ophimization

Auto-Gain O ptimisation will read the Aucresence on the inzerted sample at

rxoo different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of fuorescence you are looking for depends on the
chemisty you are performing.

Set temperature ta |50 jdegrees.

Optirize Al I Optimise Acquiring |

¥ Perform Optimisation Before 13t Acquisition
[ Perform Optimisation At B0 Degrees At Beginning OF Fun

— Channel Settings :

| o __ew |

M ame I Tube Position I Iin Reading I Max Reading I tin G ain I Max Gain Edt... |

Green 1 1FI 3FI 10 10 e |
Remowve Al |

Start I anual.. I Cloze I Help |

10. Inicie la serie analitica haciendo clic en "Start Run"
y guarde el archivo de serie analitica en el PC.
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New Run Wizard E|
Surnmary :
Setting | Walue |
Green Gain 7
Ratar 722wfell Rotor
Sample Lapout 1.2.3. ..
Feaction Wolume (in microliters] 25

Start Fun

Once you've confirmed that your run settings are correct, click Start Run to Save Template
begin the in. Click Save Template to zave seftings for future mins.

<¢ Back |

11. Edite los nombres de las muestras (opcional). Los
nombres de las muestras se pueden editar durante
o0 después de una serie analitica.

=1l
File Edit Format Security
Standard | Rator Stle |
Settings :
lrﬁiven Cone. Format : I j Uit : Icupias/ul j tore Options |
—Samples :
R
C I |Mame | Tupe |Groups | Given Conc. |Selected |
1iwild bpe 1 i Unkniown No
- 2 wild type 1 Unknown Mo
- 3 wild type 1 Unknown Ng
- 4 mutation 1 Unknown No
- 5 mutation 1 Unknown No
B :outstiond Unknown No
7| heterozygote 1 Unknown No
8 heterozygote 1 Unknown Mo
3 heterozygote 1 Unknown Mo
10 Unknown No
1A Unknovn No
12 Unknovn Mo LI
Page
(Name: IF‘ageT 2 | » | Mew | Deletel [~ Synchronize pages
Undo | oK Cancel Help |
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11.8 Analisis de datos PCR en tiempo real

Es util realizar un analisis de los datos PCR en tiempo
real antes del analisis de datos HRM. Los datos PCR en
tiempo real pueden identificar los ensayos de
rendimiento deficiente. La identificacion de estos
valores atipicos y la eliminacién de los mismos del
posterior analisis HRM optimizara la eficacia general
del analisis HRM, ya que el analisis de un producto PCR
de baja calidad también dara lugar a resultados HRM
deficientes. Recomendamos analizar los datos PCR en
tiempo real cuantitativos de la forma siguiente:

1. Analice los datos en tiempo real mediante la
opcioén "Quantitation” en la ventana "Analysis". Si
existen valores Cr iguales o superiores a 30, se
considerara que las reacciones correspondientes
han amplificado demasiado tarde. Estas muestras
deberan analizarse con reservas o incluso
eliminarse de los andlisis ya que constituyen valores
atipicos. La amplificacion tardia se debe
normalmente a una cantidad demasiado baja de
plantilla de iniciacién y/o a niveles elevados de
degradacion de las muestras.

2. Evalue el nivel final de la fluorescencia. Si el nivel
final de la fluorescencia en cualquier grafico de
amplificaciéon es bajo en comparacion con la
mayoria de los graficos del set de datos, excluya
estas muestras del analisis si su valor Cr es inferior a
30. Una fluorescencia final baja puede indicar una
cantidad de colorante incorrecta, niveles
incorrectos de componentes de reaccién (como
p. €j. cebadores) o la accidén de inhibidores.

3. Utilice la opcién "Comparative Quantitation” de la
ventana "Analysis" para obtener la eficacia de
reaccion de cada muestra. Si la eficacia no es
similar a la de las demas reacciones en el
experimento o es inferior a 1,4, la reaccion debera
excluirse por constituir un valor atipico.
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Comparative Quantitation Analysis - Cycling A.Green (Page 1) = I =[5

Reports...  Results ‘

oF 26i2C

ﬂ 5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle
Adjust Scale Auto-Scale Default Scale ‘
i Comp. Quant Results - Cycling A.Green {Pag I =] JE3
No. [Name Take Off [Amplification | Comparative Cone. | Rep. Takeafl | Rep. Takeolf (95% CI) [Rep. Amp. | Rep. Amp. (95% CI) | Rep. Canc. |Rep.C
1 muation 1 1.2 166 1,00E+00 11.2 1.66 1.00E+00 Calibra
2 mutation 2 1.4 165 9.04E-01 1.4 1.65 904ED
3 mutation 3 1.4 164 S.04E-01 1.4 164 AMED
4 widtype 1 1.8 166 7OIED 14 1.66 7OIED
5 widipe2 1.8 166 7.36E-01 148 1.66 7.3E01
6 widtype 3 1.4 166 7OE-0 14 1.66 7E0
7 heterozygote 1 1.4 167 S.04E-01 1.4 167 AMED
8  heterozygote 2 115 166 6.59E-01 15 1.66 85901
9 heterozpgote 3 1.3 167 951E0 13 1.67 451ED1
! 4

Resultados de la cuantificacion comparativa. La eficacia de la
reaccion se muestra en la columna "Amplification" como una
puntuacion en una escala de 2 (2 = eficacia del 100%).

Nota: Si sospecha que existen dimeros de
cebadores o de productos inespecificos, evalue
las reacciones trazando un grafico de derivadas
mediante la opcién "Melt" en la ventana "Analysis".
Asegurese de que existe un pico Unico que indique
un producto unico. Si es posible, analice un gel
para comprobar si existe un Unico producto de
amplificacion. Si existe mas de un producto,
debera repetir o volver a optimizar la reaccion.

11.9 Analisis de datos HRM

El analisis HRM permite tanto el genotipado visual
como automatico. Los resultados se pueden visualizar
como un grafico de disociacion normalizado o un
gréafico de diferencias. Las curvas normalizadas
proporcionan la representacion basica de los
diferentes genotipos basada en el desplazamiento de
la curva (para homocigotos) y en el cambio de la
forma de la curva (para heterocigotos).
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Los diferentes graficos constituyen una ayuda para la
interpretacion visual. Representan la diferencia de la
fluorescencia de una muestra con respecto a un
control seleccionado en cada transicion de la
temperatura. Los diferentes graficos proporcionan una
vista alternativa de las diferencias entre las
transiciones de la curva de disociacion.

Nota: El primer andlisis de las derivadas de la curva de
disociacion (como se utiliza en la opcién "Melt"
estandar de la ventana "Analysis") se considera
inadecuado para el analisis HRM. Esto se debe a que
cualquier derivacion de los datos afiade ruido artificial
y dificulta la interpretacion de los datos.

Los pasos siguientes describen el andalisis de los
resultados HRM mediante el software Rotor-Gene Q.

1. Seleccione la opcién "HRM" en la ventana

"Analysis".
5
2 5td Curves [Rel) | Other.. |
Cluantitation hdelt

%" HRM &.HRM [Page 1]

Show | Hide |

2. Apareceran unas ventanas que muestran los datos
sin procesar, el grafico normalizado y los
resultados. La ventana con los datos sin procesar
permite ajustar las regiones de normalizacién. La

11-22
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normalizacién permite comparar todas las curvas
con el mismo nivel de sefial de fluorescencia inicial
y final para facilitar la interpretaciéon y el analisis. Se
proporcionan dos cursores por region, ajustados de
forma predeterminada a los extremos finales de las
curvas. Los puntos de datos en el interior de las
regiones sirven para normalizar la fluorescencia
(solo el eje y) para el inicio (Region 1 (Region 1)) y
el final (Region 2 (Regidn 2)) del gréafico de
disociacion. Los datos fuera de las regiones
ajustadas se ignoraran. Ajuste las regiones para
englobar los datos de linea base representativos
para las fases de predisocicidén y postdisociacion.

El ensanchamiento de las regiones (mediante clic
y arrastrar) permite al software ajustar la pendiente
de lalinea base. Para asegurar la normalizacion
eficaz de las curvas, evite ensanchar las regiones
de normalizaciéon hacia el interior de la fase de
disociacion.

(W=t or Gene () Series Soltware - high resshation et demo

=l =]

Fle fnakis Run Gon Wem Wi Heb
SEEH PTE S L.,
Hew Gpen Sws | Dot P Do | bele

|Ehameh . Mok AFaed . Mek Alfron 02) Fared

AT (T R i O

& I
Settings Frogress Frofls  Temp.  Savples Anafysis Reports Amange

§
H

[ 1941 Analysis - Melt Allrom 02 Forfed (Fage 1)

2 - o
Prparts,. Rraly  Nomsbed Gaph | Genotims.,

e kafion Fegion 2

agend___

Harmaboator 7y

w
zrac ®5 s e

Al St Aukor g

tossraland Gesgh | Dinerc Grash |

o0 [

@

T e ——

g s M ™

Potor(ens 0 Senes Softwane 1.7 [Hukd 4]

Nota: Recomendamos desplazar los cursores solo si
desea excluir areas de la curva de disociacion. El
desplazamiento de los cursores hacia las
transiciones de la fase de disociacién puede
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afectar a los graficos de sustraccion y a los
porcentajes de confianza.

3. Laventana "Normalised Graph" (Grafico
normalizado) muestra las curvas de disociacion
normalizadas. Las muestras también se pueden
visualizar como un grafico de diferencias frente a
uno de los controles.

Rotor-Gene  Series Software - high resokstion mek demo - [HRM Nomnalsed Gragh - Melt Afirom 0Z)Famed (Fase 1]
T Pl deslys Rum Gan Yew Wedow He Fastoe M13C

AEHADPHE Q[ @ & ¥ & & & LB,
Mo Ogeny Seve | 5ot T oo || et Proges Moo Tor, Savcks Anshs Reperts Avargs
|Chanels " rek AFerfted . * ek alfaim &2 Farird |

[ Momobend g | Sterence G | -
1] T — R

Bk On__|_Baw ol
N On | Ai0n M08
il gt
W - Henmahsation Hegioms

Y st [i2e =
Ena: [75 =
Traeg Wangs
St [ j
Ind: (57 =

e S, S ||| tonfidance Peceniags
; Thehold [0 )%

ﬂ CEREE TR THE T TR T T T I T
g

Fckie utrm ] S Stwen 1.7 Fiskd )

4. Haga clic en el botén "Genotypes..." para definir
los genotipos. Introduzca un nombre de categoria
para cada genotipo y seleccione una muestra
representativa para cada uno en la lista de
muestras.

= EY
=

Genotype Control

mtation 138
wild type 201
heterozygate 197

Clear ar Cancel
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Ity Select a Control X

Pleaze selact the control that is representative of this
genatype.

Currently Selected : 198

211597
[3] negl
[4]136

[5]1595
[E] heg2
[F1202
[g2m -
iah ann

4 T
Select | Salectﬂonel Cancel I

5. Para visualizar el grafico de diferencias, seleccione
la pestafia "Difference Graph" (Grafico de
diferencias). Seleccione a continuacion el
genotipo que desee comparar con todas las
demas muestras mediante el menu desplegable
en el lado superior de la ventana. En el ejemplo
mostrado, todas las muestras se representan
sustraidas de un grafico medio de todas las
muestras identificadas con "Mutation 1" (Mutacién

Profie  Tewp, Semples Anslvats Reports Ararge Q

.
SE A PN G | I 4B % B LD
Wew Open Swws | Sl T e || selbrgs Progess

| Chamel: * Mok AFmRed . ek alfoom i Faeied |

Blimmokend Grgh Dfferenca Gesgh | Page: Fage |

Feemskard s mitsen

1 PN NPREET SIS W G, -l e ||| Mosmalization fegions

| o %
g ws w0 wms sp o oss e w5 omp ms mo ws wmy ms o0 m b=

e Gerws @ Sievss Scitown 1.7 Fikd 54]

6. El software determinara automaticamente los
genotipos en la ventana "Results” (Resultados). Se
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proporcionara un intervalo de confianza como
control de integridad de los resultados
automéaticamente determinados. Podra editar el
valor de umbral por encima del cual se realizan las
determinaciones automaticas. Las muestras que
aparecen por debajo del umbral seleccionado se
marcaran como variaciones para ser investigadas
con méas detalle o volver a analizarlas.

-0lx1| Mormsieaon Regins
= Leading Range
3 Genotype Confidence % =
mutation 100.00 Sl | |
2 157 heterozygote 100,00 End: 23 =]
4 W mutation 95,72
5 195 heterozygote | 97.58 Trailing Range
7 Mo heterozygote | 97,80 Stat:[333 =
g 201 wild type 100.00 =
k] IZDU wild type 99.86 End: |83.7 =
0 e heterozygote | 98.91 .
12 130 heterozygote 96,23 Canfidence Pe'“’l‘fge
13 187 wild lype 93.23 Threshold (30 ;IZ
158 189 wild type 37.53
e R - e
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Esta pagina se ha dejado en blanco
intencionadamente
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12

12.1

12.2

Localizacidon y subsanamiento de
anomalias

Archivos de registro

El software conserva en su almacén de archivos de
registro un registro no modificado de cada serie
analitica y los datos diagnésticos correspondientes. A
través de "Help", "Send Support Email" podra enviar un
e-mail junto con todos los datos diagnoésticos
necesarios al Servicio Técnico de QIAGEN (ver
apartado 7.12.1).

Para ahorrar espacio en el disco duro, solo se
almacenaran los archivos de registro de las 60 ultimas
series analiticas. Los archivos de registro mas antiguos
se sobrescribiran con los nuevos archivos de registro.

Localizacion y subsanamiento de
anomalias HRM
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Comentarios y sugerencias

No es posible ejecutar HRM

El modelo de Rotor-  Pdngase en contacto con su representante
Gene Q MDx no esta local de QIAGEN.
equipado con HRM

Comentarios y sugerencias

No se obtienen datos HRM

Configuraciéon Compruebe la configuraciéon de los filtros.

Incorrecta Compruebe si el tipo de rotor es correcto.
Compruebe si se han utilizado los reactivos
correctos.

Compruebe si se ha preparado
correctamente la reaccion.

Realice un experimento con un control
positivo (es decir, un ensayo del que se sabe
gue proporcionara resultados).

Los graficos tienen un aspecto "escarpado”

Amplificaciéon Compruebe si se han utilizado los protocolos
deficiente o y los reactivos correctos. Recomendamos
ninguna utilizar los kits QIAGEN para el analisis HRM.

amplificacion Compruebe si se ha preparado

correctamente la reaccion.
Compruebe las condiciones de ciclado.

Compruebe la calidad y la cantidad
iniciales de la plantilla. Recomendamos
utilizar los kits QIAGEN para la preparacion
de las muestras.

Los graficos de amplificacidon o de disociacidn estan saturados

La ganancia se ha  Utilice "Auto-Gain Optimisation" (ver pagina
ajustado a valores 6-26).
demasiado altos
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Comentarios y sugerencias

Los porcentajes de confianza han cambiado

Las regiones de Desplace las regiones de normalizacién solo
normalizacién han  si es necesario para excluir partes de la

sido desplazadas curva de disociacion.

mediante clic y

arrastrar

Existen valores atipicos en los datos

Preparacion Compruebe si se han utilizado los reactivos

incoherente delas  correctos.

reacciones Compruebe si los tubos utilizados son
uniformes.

Existen inhibidores en
la muestra Compruebe si se ha utilizado la misma
mezcla maestra para todas las muestras.

Cantidad de

plantilla insuficiente Compruebe la calidad y la cantidad
o plantilla iniciales de la plantilla.

degradada
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12.3 Errores generales del instrumento

Mensaje de error Comentarios y sugerencias

"Can’t open the Este error aparece al iniciar el software si el
serial port software no puede establecer
<COMPORT>" (No comunicacion con el instrumento a través
se puede abrir el del puerto COM configurado. Este error es
puerto de serie causado principalmente por cables
<COMPORT>) defectuosos o sueltos, puertos de serie o USB

defectuosos, por un problema en el
controlador USB o un problema en el
controlador convertidor "USB a puerto de
serie".

Vuelva a conectar el cable o sustitiyalo.
Vuelva a instalar los controladores
adecuados. Inicie el software en "Virtual
Mode" y seleccione "Setup/Auto-Detect
button" en el menu "File" para restablecer el
puerto COM configurado.

"Chamber lid open" Este error se produce si el software ha

(Latapadela detectado que la tapa se ha abierto
camara esta durante la realizacion de una serie analitica.
abierta)

_ Reinicie la maquina y el software.
"Could not continue

run; the chamber lid
was opened during
arun. Please reset
the machine, and
restart the software.
" (No se ha podido
continuar con la
serie analitica; la
tapa se ha abierto
durante una serie
analitica. Reinicie la
maquinay el
software.)
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Mensaje de error

Comentarios y sugerencias

"Chamber lid open”
"The instrument
chamber lid is open.
Please close the lid
and then click
Continue." (La tapa
de la camara del
instrumento esta
abierta. Cierre la
tapay haga clic en
Continue
(Continuar).)

"Communication
corrupted"
(Comunicacion
defectuosa)

"Communication
out of sequence”
(Comunicacion
fuera de secuencia)

"Instrument has
received data from
the machine that is
out of sequence. "
(El instrumento ha
recibido datos de la
maquina que estan
fuera de la
secuencia.)

Este error se produce si el usuario intenta
iniciar una serie analitica con la tapa del
instrumento abierta.

Cierre la tapa de la camara del instrumento
y haga clic en "Continue".

Este error aparece si los datos recibidos del
instrumento no se ajustan a lo esperado.

Son necesarias investigaciones adicionales
por parte de un técnico de campo
especializado de QIAGEN para diagnosticar
el problema con el instrumento.

Péngase en contacto con el distribuidor o
con el Servicio Técnico de QIAGEN.

Este error aparece si los datos recibidos del
instrumento no se encuentran en el orden
correcto.

Son necesarias investigaciones adicionales
por parte de un técnico de campo
especializado de QIAGEN para diagnosticar
el problema con el instrumento.

Péngase en contacto con el distribuidor o
con el Servicio Técnico de QIAGEN.
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Mensaje de error Comentarios y sugerencias
"Communication Este error aparece si el protocolo de
protocol error" (Error comunicacion configurado en el firmware
del protocolo de no coincide con el protocolo esperado.

comunicacion L . . .
) Son necesarias investigaciones adicionales

"A communication por parte de un técnico de campo

protocol error especializado de QIAGEN para diagnosticar
occurred with this el problema con el protocolo de
run." (Se ha comunicacion o el instrumento.

producido un error
del protocolo de
comunicacion en
esta serie analitica.)

"Detector motor Este error puede aparecer si el Rotor-Gene
jam, stopped Q MDx se inicia a temperaturas bajas
machine" (Se ha inmediatamente después de la entrega.

atascado el motor  En este caso, antes de encenderlo deje que
del detector, se ha el instrumento se adapte a la temperatura
parado la maquina) de la sala durante al menos una hora.

Si el error persiste, pdngase en contacto con

el distribuidor o con el Servicio Técnico de
QIAGEN.
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Mensaje de error Comentarios y sugerencias

"Fatal hardware Este error aparece si el software ha
malfunction” (Fallo  detectado un fallo fatal del hardware y ha
fatal del hardware) activado un proceso de autoprotecciéon

"The instrument para apagar la maquina.

detected that there Apague inmediatamente el instrumento y
was a fatal poéngase en contacto con el distribuidor o
hardware con el Servicio Técnico de QIAGEN.
malfunction. Do not

attempt to re-use

the machine until

the machine has

been serviced by

your distributor. " (El

instrumento ha

detectado que se

ha producido un

fallo fatal del

hardware. No

intente volver a

utilizar la maquina

hasta que haya

sido revisada por el

distribuidor.)
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Mensaje de error Comentarios y sugerencias

"Machine error" Este error aparece si el software ha
(Error de maquina) detectado errores en la maquina que no se
han podido subsanar. El software ha

"This run was ) X L
detenido la serie analitica.
stopped as
machine errors Inténtelo con otra serie analitica. Si el

occurred that could problema persiste, pdngase en contacto
not be recovered con el distribuidor o con el Servicio Técnico
from. Please de QIAGEN y adjunte un archivo de
contact your asistencia.

distributor if this

occurs again,

attaching a support

archive file." (Se ha

interrumpido esta

serie analitica a

causa de errores en

la maquina que no

se han podido

restablecer. Si

ocurre de nuevo,

pongase en

contacto con el

distribuidor y

adjunte un archivo

de asistencia.)
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Mensaje de error

Comentarios y sugerencias

"Machine
unplugged"”

(Maquina
desconectada)

"The instrument is
not responding and
failed with the
message <ERROR
MESSAGE >. This is
an unrecoverable
failure, please reset
the instrument and
restart the software."
(El instrumento no
reaccionay ha
aparecido el
mensaje <MENSAJE
DE ERROR>. Se trata
de un fallo
irecuperable,
reinicie el
instrumento y el
software.)

Este error aparece si el instrumento no
establece comunicaciéon con el software
tras un tiempo de desconexidn
determinado. A menudo es causado por un
fallo del instrumento o por una actividad
excesiva del PC, lo que producira la pérdida
de un paquete de datos.

Las causas mas frecuentes relacionadas con
el software incluyen las tareas que utilizan el
procesador de forma intensiva, como la
proteccidén antivirus residente o las
busquedas antivirus programadas, las
tarjetas inalambricas o las tarjetas de
infrarrojos.

Desactive o desinstale el software o la tarea
gue utilice el procesador de forma intensiva.

Reinicie el instrumento y el software.

Si el problema persiste, pdngase en
contacto con el distribuidor o con el Servicio
Técnico de QIAGEN.
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Mensaje de error

Comentarios y sugerencias

"Machine
unplugged"”

"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." (El
instrumento no esta
conectado a su PC
en <NOMBRE DE
PUERTO>. Vuelva a
conectar el cable
de serie en la parte
posterior del PC y
después haga clic
en "Continue".)

"Object variable or
with block variable
not set" (No se ha
ajustado una
variable de objeto
o se ha ajustado
con variable de
bloque)

Este error aparece si se ha perdido la
conexiodn de serie o USB con el instrumento.

Vuelva a conectar el cable de serie o USB
en la parte posterior del PC y después haga
clic en el botén "Continue".

Este error aparece al iniciar el software si el
archivo de plantilla predeterminado del
experimento esta dafiado. Esto puede
ocurrir si el software o el PC se cierra sin
haber salido correctamente, por ejemplo
durante un fallo de la corriente.

Elimine el archivo C:\Program Files\Rotor-
Gene Q Software\Templates\normal.ret y
reinicie el software.
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Mensaje de error

Comentarios y sugerencias

"Rotor speed failure”
(Fallo de velocidad
del rotor)

"Time out while
setting the rotor
speed.” (Tiempo
superado durante
el ajuste de la
velocidad del
rotor.)

"Serial portin use"
(Puerto de serie en
uso)

"The serial port is
currently being used
by another
application. Close
any applications
such as
communications or
synchronization
software and then
retry.” (El puerto de
serie esta siendo
utilizado
actualmente por
otra aplicacion.
Cierre todas las
aplicaciones, como
p. €|. el software de
comunicacion o de
sincronizacion, y
vuelva a intentarlo.)

Este error aparece si el software ha
intentado ajustar la velocidad del rotor y no
ha podido ajustar la velocidad objetivo
dentro de un periodo de desconexion.

Son necesarias investigaciones adicionales
por parte de un técnico de campo
especializado de QIAGEN para diagnosticar
el problema con el instrumento.

Pdngase en contacto con el distribuidor o
con el Servicio Técnico de QIAGEN.

Este error aparece cuando el software
intenta conectarse a la maquina a través
del puerto COM configurado y este esta
siendo utilizado por otro software.

Cierre todas las aplicaciones, como p. €j. el
software de comunicacién o de
sincronizacion, y vuelva a intentarlo.
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Mensaje de error

Comentarios y sugerencias

"Shutdown timeout"
(Tiempo de
desconexion
excedido)

"The instrument has
exceeded the
expected time to
shutdown. Please
reset the machine,
and restart the
software." (El
instrumento ha
superado el tiempo
previsto para la
desconexion.
Reinicie la maquina
y el software.)

Este error aparece cuando el software ha
lanzado un comando de desconexion del
instrumento y la maquina sigue enviando

datos tras un intervalo de espera definido.

Restablezca la maquina y reinicie el
software.
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Mensaje de error Comentarios y sugerencias

"Temperature Este error aparece si el software ha
protection detectado un aumento de la temperatura
activated" de la camara por encima del nivel de
(Proteccién térmica seguridad y en consecuencia ha activado
activada) un proceso de autoproteccion.

"The instrument Apague inmediatamente el instrumento y
detected that the pongase en contacto con el distribuidor o
chamber con el Servicio Técnico de QIAGEN.
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.” (El
instrumento ha
detectado que la
temperatura de la
camara ha
superado el nivel de
seguridad. Por ello
ha cambiado al
modo de
autoproteccion.
Apague el
instrumento y
poéngase en
contacto con el
distribuidor si el
problema persiste.)
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Mensaje de error Comentarios y sugerencias

"Thermistor is open"  Este error aparece si el software ha

(El termistor esta detectado que el termistor esta abierto y
abierto) por consiguiente no puede leer la

temperatura; el software ha activado a
continuacion un proceso de autoproteccion
para apagar la maquina.

"The instrument
detected that the
thermistor is open,
and so to prevent Apague inmediatamente el instrumento y
damage to the pongase en contacto con el distribuidor o
machine, it has con el Servicio Técnico de QIAGEN.

been turned off.

Please contact your

distributor if this

occurs again.” (El

instrumento ha

detectado que el

termistor esta

abiertoy ha

desconectado la

maquina para

evitar dafos.

Péngase en

contacto con el

distribuidor si vuelve

a producirse este

fallo.)
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Mensaje de error Comentarios y sugerencias

"Unrecoverable Este error aparece durante la realizacion de
errors occurred" (Se  una serie analitica, después de que el

han producido software haya intentado sin éxito todo lo
errores posible para restablecer el funcionamiento
irecuperables) correcto.

"This run was Son necesarias investigaciones adicionales
stopped as por parte de un técnico de campo
machine errors especializado de QIAGEN para diagnosticar

occurred that could el problema con el instrumento.
not be recovered
from. Please
contact your
distributor if this
occurs again,
attaching a support
archive file." (Se ha
interrumpido esta
serie analitica a
causa de errores en
la maquina que no
se han podido
restablecer. Si
ocurre de nuevo,
pongase en
contacto con el
distribuidor y
adjunte un archivo
de asistencia.)

Pdngase en contacto con el distribuidor o
con el Servicio Técnico de QIAGEN.
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12.4 Mensajes del software Rotor-Gene Q

A continuacién se muestra una lista de mensajes de uso,
advertencia y otros tipos que pueden aparecer en el software
Rotor-Gene durante el funcionamiento del hardware y del software.
Cualquier parte variable del mensaje, por ejemplo descripciones de
error caracteristicas, aparece entre paréntesis (p. ej. < DESCRIPCION
DEL ERROR>).

Texto del mensaje Traduccion

Mensajes generales

1 "Araw channel already exists  Para esta pagina ya existe un
for this page. If you would like  canal sin procesar. Si desea
to recreate this page, you must volver a crear esta pagina,
first delete the raw channel via debera eliminar primero el
the Options button and then try canal sin procesar mediante el
again." botdn "Options" y después
intentarlo de nuevo.

"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

Se ha producido un problema
grave que hace necesario
cerrar el software. Tras hacer
clic en OK, su trabajo actual se
guardara y la maquina se
apagara, si es posible. Si el

possible. If this problem persists,
please contact your distributor."

"Cannot delete this page. There
must always be at least one
sample page.”

problema persiste, péngase en
contacto con su distribuidor.

No se puede eliminar esta
pagina. Siempre debe existir al
menos una pagina de
muestras.
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Texto del mensaje

Traduccion

serial port <COMPORT>. Check
the machine is correctly
plugged into the back of the
computer, then retry”

"Can't open the serial port
<COMPORT> to connect to the
instrument. Check you do not
have any communications
software open, then retry."

"Could not save to run because
some data on the form was
invalid. Please check your
entries then try again.”

7 "Couldn't save file. Confirm the
disk has enough space and
that it is free of errors."

E-mail application could not be
started. Confirm that it has
been correctly installed on your
computer.

"Can't connect to instrument on No se puede establecer

conexién con el instrumento en
el puerto de serie <COMPORT>.
Compruebe sila maquina esta
correctamente conectada en
la parte posterior del PC y
vuelva a intentarlo.

No se puede abrir el puerto de
serie <COMPORT> para
establecer la conexién con el
instrumento. Verifique que no
esté abierto ningun software de
comunicacion y vuelva a
intentarlo.

No se ha podido guardar en la
serie analitica porque algunos
datos del formulario no son
validos. Compruebe sus
entradas y vuelva a intentarlo.

No se ha podido guardar el
archivo. Compruebe si hay
espacio suficiente en el disco y
si este no contiene errores.

No se ha podido iniciar la
aplicacion de correo
electrénico. Compruebe si se
ha instalado correctamente en
su PC.
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Texto del mensaje

Traduccion

"Encountered an error during
run: <ERROR DESCRIPTION>.)
The run will continue, and a
message will be logged in the
messages tab of Run Info."

10 "Instrument was not detected.
Please ensure you have
correctly connected the
instrument, and that the
instrument is turned on."

11 "Logging is currently disabled
due to a previous error.
Archived logs cannot be
viewed until the software has
been restarted.”

12 "Not all samples could be
normalised as the fluorescent
level was too low."

13 "Only runs performed with the
same rotor as the current run
may be imported.”

14 "Please note that log files for the
current run will not be available
until it has completed."

Se ha detectado un error
durante la serie analitica:
<DESCRIPCION DEL ERROR>. El
analisis continuara y se
registrard un mensaje en la
pestafia de mensajes de "Run
Info" (Informacion de la serie
analitica).

No se ha detectado el
instrumento. Asegurese de
haber conectado
correctamente el instrumento y
de que este esté encendido.

El registro esta actualmente
deshabilitado debido a un error
anterior. No se podran visualizar
los registros hasta que no se
haya reiniciado el software.

No se han podido normalizar
todas las muestras porque el
nivel de fluorescencia era
demasiado bajo.

Solo se podran importar las
series analiticas que se hayan
importado con el mismo rotor
con el que se puede importar
la serie analitica actual.

Tenga en cuenta que los
archivos de registro para la
serie analitica actual no
estaran disponibles hasta que
esta haya finalizado.
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Texto del mensaje

Traduccion

15 "Please type valid number of
times to repeat. It should be
more than 0."

16 "Problem encountered while

updating log data. Logging has

been disabled, but will be
renabled on the next run."

17 "Run file signing ensures the
integrity of your run results.
Information about a run's

signature can be found in the

Run Info window."

Introduzca un numero valido
de repeticiones. Debe ser
superior a 0.

Se ha detectado un problema
durante la actualizacion de los
datos de registro. El registro se
ha deshabilitado, pero se
volvera a habilitar en la
siguiente serie analitica.

La firma del archivo de serie
analitica asegura la integridad
de sus resultados de la serie
analitica. Encontrara
informacion sobre la firma de

una serie analitica en la
ventana "Run Info".

El ID de muestra esta
bloqueado. No se puede
pegar sobre muestras
bloqueadas.

18 "Sample ID is locked. Cannot
paste over locked samples."

19 "TeeChart Office has not been TeeChart Office no esta
installed on this computer. instalado en este PC. Instale el
Please re-install the Rotor-Gene software Rotor-Gene.
software."

20 "The COM port configured for
the instrument is not selected.
You must select a COM port."

No esta seleccionado el puerto
COM configurado para el
instrumento. Debe seleccionar
un puerto COM.
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Texto del mensaje

Traduccion

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."

22 "The loaded run file has no
signature. The contents of this
file cannot be guaranteed.”

23 "The Machine serial number is
not valid. Serial numbers must
be at least 6 digits long."

24 "The machine will now be
cooled to <TEMPERATURE>
degrees. The chamber and
surfaces will still be very hot
when opening the machine.
Please exercise due caution
and wear protective gloves if
touching any of the surfaces or
tubes."

25 "The regional settings for your
computer are conflicting.
Ensure your currency and
numeric decimal placeholders

are matching."

El archivo de serie analitica
cargado contiene una firma
gue no coincide con el
contenido del archivo. Esto
significa que el archivo esta
dafiado o ha sido alterado
desde que fue escrito con el
software Rotor-Gene.

El archivo de serie analitica
cargado no tiene firma. No se
garantiza el contenido de este
archivo.

El nUmero de serie de la
maquina no es valido. Los
numeros de serie deben tener
una longitud minima de 6
caracteres.

La maquina se enfriard ahora
hasta <TEMPERATURA> grados.
Cuando abra la maquina, la
camaray las superficies
todavia estaran muy calientes.
Extreme las precauciones y
lleve guantes protectores
cuando toque las superficies o
los tubos.

Los ajustes regionales para su
PC provocan un conflicto.
Asegurese de que coincidan
los marcadores de posiciéon
parala moneday los
decimales.
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Texto del mensaje

Traduccion

26 "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."

27 "There was a problem
communicating with the
communication board. You
should reboot the computer
and then retry."

28 "There was a timeout
attempting to talk to the
instrument. Check it is correctly
plugged in."

29 "This feature cannot be used in
virtual mode."

30 "This profile file was created in a
more recent version of the
Rotor-Gene software. Certain
aspects may not load
correctly.”

31 "This run file was created in a
more recent version of the
Rotor-Gene software. Certain

El nUmero de serie introducido
en la pantalla de bienvenida
<NUMERO DE SERIE1> no
coincide con el niumero de
serie almacenado en la
maquina acoplada <NUMERO
DE SERIE2>. El nimero de serie
del PC se ha actualizado para
coincidir con la maquina
conectada.

Se ha producido un problema
de comunicacion con la
tarjeta de comunicacion.
Reinicie el PC y vuelva a
intentarlo.)

Se ha superado el tiempo al
intentar establecer
comunicacién con el
instrumento. Compruebe si esta
correctamente conectado.

Esta funcidn no se puede utilizar
en el modo virtual.

Este archivo de pefrfil se ha
creado en una version mas
reciente del software Rotor-
Gene. Es posible que
determinados elementos no se
carguen correctamente.

Este archivo de serie analitica
se ha creado en una version
mas reciente del software

aspects of the run may not load Rotor-Gene. Es posible que

correctly.”

ciertos aspectos de la serie
analitica no se carguen
correctamente.
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Texto del mensaje Traduccion

32 "This sample file was created in Este archivo de muestra se ha
a more recent version of the creado en una version mas
Rotor-Gene software. Certain  reciente del software Rotor-
aspects may not load Gene. Es posible que
correctly.” determinados elementos no se

carguen correctamente.

33 "This software will perform basic Este software realizara una

simulation of a machine for simulaciéon béasica de una
training and demonstration maquina para la formaciény
purposes. You can disable this fines de demostracion. Podra
setting via the Setup screen, desactivar este ajuste a través

accessible from the File menu." de la pantalla Setup, a la que
podra acceder desde el menu
File.

34 "This template was created in a Esta plantilla se ha creado en
more recent version of the una versidon mas reciente del
Rotor-Gene software. Certain  software Rotor-Gene. Es posible
aspects of the template may que determinados elementos
not load correctly." de la plantilla no se carguen

correctamente.

35 "Unable to load this sample file No es posible cargar este
as tube layouts do not match. archivo de muestra porque los
Load these samples before disefios de los tubos no
starting the run." coinciden. Cargue estas
muestras antes de iniciar la
serie analitica.

36 "Unable to open No es posible establecer
communications with the comunicacion con la maquina
machine because another porque otra aplicacién ya esta

application is already using utilizando <COMPORT>.
<COMPORT>. Checkyoudo Verifique que no se estén

not have any applications ejecutando otras aplicaciones
running that use the same serial que utilicen el mismo puerto y
port, then retry." vuelva a intentarlo.
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Texto del mensaje

Traduccion

37 "Unrecoverable errors were
encountered while attempting
to load the file. The file was not
loaded."

38 "You cannot stop the program
while the run is in progress.”

39 "You have insufficient rights to
use the software. Please
contact the domain
administrator to set up groups."

40 "You must have performed a
guantitation analysis to export
samples."

41 "You must select a COM port
before continuing.”

42 "Your run could not be saved to
its default location. On the
following window, select an
alternative location to save
your run."

43 "Your settings have been saved.
Click OK to close the software."

44 "You must select a rotor before
continuing."

Se han detectado errores
irecuperables al intentar
cargar el archivo. No se ha
cargado el archivo.

No puede parar el programa
mientras se esté realizando la
serie analitica.

No dispone de derechos
suficientes para utilizar el
software. P6ngase en contacto
con el administrador para que
configure grupos.

Debe haber realizado un
analisis de cuantificacion para
poder exportar muestras.

Debera seleccionar un puerto
COM para poder continuar.

La serie analitica no se ha
podido guardar en la
ubicacion predeterminada.
Seleccione en la ventana
siguiente una ubicacién
alternativa para guardar la
serie analitica.

Se han guardado sus ajustes.
Haga clic en OK para cerrar el
software.

Debera seleccionar un rotor
para poder continuar.
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Texto del mensaje

Traduccion

45 "You cannot start the run until
you tick the checkbox to
confirm that the locking ring
has been attached."

Mensajes de ajuste de la
ganancia automatica

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.”

47 "The temperature you entered
was not saved because it was
outside the range of the
machine. Enter a valid

temperature."

Mensajes del editor

48 "Please enter a valid group
code. Group codes must be a
maximum of 5 characters, and

contain no spaces or commas."

49 "Please enter a valid group
name. Group names cannot

contain commas or be empty."

No podrainiciar la serie
analitica hasta que seleccione
la casilla de verificacion para
confirmar que se ha fijado el
anillo de bloqueo.

La configuracién de la
ganancia manual utiliza los
canales que ha definido en su
perfil. Debido a que no ha
definido ningln punto de
adquisicidon en su perfil, no
podra realizar el ajuste manual
de la ganancia.

No se ha guardado la
temperatura que ha
introducido porque se
encontraba fuera del rango de
la maquina. Introduzca una
temperatura valida.

Introduzca un cédigo de grupo
valido. Los cédigos de grupo
deben tener una longitud
maxima de 5 caracteres y no
deben contener espacios en
blanco ni comas.

Introduzca un nombre de
grupo valido. Los nombres de
grupo no deben contener
comas ni estar vacios.
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Mensajes de calibracion de la
desnaturalizacion 6ptica

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."

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."

No es posible ajustar un punto
de desnaturalizacion 6ptica
debido a un fallo de la
calibracion. Introduzca un
numero valido de segundos
para el mantenimiento. Debe
ser un valor positivo.

No se ha podido detectar un
pico de disociacion durante la
calibracion de la
desnaturalizacion 6ptica. Esto
se puede deber a que se ha
seleccionado el tubo
incorrecto para la calibraciéon o
gue se ha utilizado un producto
quimico inadecuado para esta
muestra. Se ha ejecutado en su
lugar un perfil de paso
temporizado.
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Texto del mensaje

Traduccién

Mensajes OTV

52 "You must enter a valid OTV
serial number to perform the
run."

53 "This temperature verification
file has been corrupted. Please
uninstall and re-install the Rotor-
Gene software to correct this
error."

54 "This run file is not correctly
signed. Results cannot be
displayed."

55 "You cannot start the run until
you tick the checkbox to
confirm that the fluorescent
insert has been placed
correctly."

56 "This rotor has expired. Please
contact your distributor to
obtain a replacement.”

Mensajes del menu "Security"

57 "Could not open the Windows
user/group manager."

58 "Could not create groups.”

59 "Cannot modify access of
inbuilt accounts.”

Debera introducir un nimero
de serie OTV valido para
realizar la serie analitica.

Este archivo de verificacion de
la temperatura esta dafado.
Desinstale y vuelva a instalar el
software Rotor-Gene para
corregir este error.

Este archivo de serie analitica
no esta correctamente
firmado. No se pueden mostrar
los resultados.

No podrainiciar la serie
analitica hasta que seleccione
la casilla de verificacion para
confirmar que la placa
insertable fluorescente se ha
insertado correctamente.

Este rotor ha caducado.
Péngase en contacto con el
distribuidor para obtener un
repuesto.

No se ha podido abirir el
administrador de
usuarios/grupos de Windows.

No se han podido crear grupos.

No se puede modjificar el
acceso de las cuentas
incorporadas.
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Texto del mensaje

Traduccién

Menu "Analysis"

60 "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."

61 "You have only selected
multiple channels for analysis.
This analysis technique only
allows single channels to be
analysed."

Mensajes de medicion de la
concentracion

62 "Concentration Measurement
performs auto-gain optimisation
on the first rotor position. Ensure
you have your highest
concentration standard in the
first rotor position."

Solo ha seleccionado un canal
para el analisis. Para
seleccionar varios canales,
trace un rectangulo alrededor
de los canales que desee
visualizar en la ventana de
seleccion de analisis.

Ha seleccionado varios canales
para el andlisis. Este método de
analisis solo permite analizar
canales individuales.

La medicion de la
concentracion realiza una
optimizacién automatica de la
ganancia en la primera
posicion del rotor. Asegurese de
que el estandar de
concentracion maximo
aparezca en la primera
posicion del rotor.
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Mensajes de andlisis de punto

final

63 "To use end-point analysis you Para poder utilizar el andlisis de
must have positive and punto final debe disponer de
negative controls in each controles positivos y negativos
channel. To define these en cada canal. Para definir
controls click OK." estos controles, haga clic en

OK.

64 "You have not defined any Todavia no ha definido
positive controls. You must controles positivos. Debe definir
define positive controls for each controles positivos para cada
channel you are analysing." canal que esté analizando.
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Texto del mensaje Traduccion

65 "You have not defined any Todavia no ha definido
negative controls. You must controles negativos. Debe
define negative controls for definir controles negativos para
each channel you are cada canal que esté
analysing." analizando.

66 "You have not defined any NTC Todavia no ha definido
controls. You must define NTC  controles NTC. Debe definir
controls for each group." controles NTC para cada

grupo.
Mensajes de analisis HRM
67 "Genotype <GENOTYPE NAME> Para el genotipo <NOMBRE

does not have a control GENOTIPO> no se ha definido
defined." ningun control.
68 "Duplicate genotype No se permiten combinaciones

combinations are not allowed." de genotipo duplicadas.

69 "High resolution melts are not Este instrumento no admite
supported on this instrument. disociaciones de alta
Please contact your distributor resolucién. Para mas
for more information.” informacion, péngase en

contacto con su distribuidor.

Mensajes de analisis de
disociacion
70 "The genotypes can not be No se pueden definir los

defined until bins have been genotipos hasta que no se
placed. Please define all bins  hayan establecido los bins.

and then try again.” Defina todos los bins y vuelva a
intentarlo.
71 "You must enter an Debe introducir una
abbreviation for <GENOTYPE abreviatura para el genotipo
NAME> genotype." <NOMBRE GENOTIPO>.
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Texto del mensaje

Traduccioén

Mensajes de andlisis con
diagrama de dispersion

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.”

Mensajes de analisis de
cuantificacion

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...”"

Para el analisis con diagrama
de dispersion se deben
seleccionar exactamente 2
canales. Para seleccionar varios
canales, trace un rectangulo
alrededor de los canales que
desee visualizar en la ventana
de seleccidén de andlisis o haga
clic en cada canal mientras
mantiene pulsada la tecla
MAYUS.

Para utilizar la funcién de
autodeteccion del umbral
debera haber definido como
minimo 2 estandares
seleccionados. Para
configurarlos, haga clic con el
botén derecho del ratén en la
lista de muestras y seleccione
"Edit Samples..."
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Esta pagina se ha dejado en blanco
intencionadamente.
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Glosario

13

Término

Glosario

Descripcion

Adquisicion

Anillo de
bloqueo

Bins

Bloque de
carga

Canal

La adquisicidon es la recopilacién de los datos de
fluorescencia. Cada adquisicion (set de datos de
fluorescencia) procedente de un canal se visualiza en
el software como datos sin analizar en una ventana
"Raw channel" (Canal sin procesar). Estos datos se
pueden analizar mediante las opciones del menu
"Analysis".

Los anillos de bloqueo son anillos metalicos que se
colocan sobre el rotor para evitar que los tubos y los
tapones se suelten durante el funcionamiento del
Rotor-Gene Q MDx. Los tapones y los tubos sueltos
podrian dafar el instrumento.

En un andlisis de disociacion, los bins se ajustan para
definir una regién donde se espera que se produzca
un pico de disociacion. Los genotipos se pueden
definir en virtud de la presencia de picos en
determinados bins o en determinadas combinaciones
de bins.

Los bloques de carga son bloques de aluminio
disponibles en diferentes tamafnos que se utilizan para
sujetar los tubos o los Rotor-Disc durante la
preparacion de la reaccion. Los bloques de carga
Rotor-Disc también se utilizan con la termoselladora
Rotor-Disc para termosellar los Rotor-Disc.

Un canal consta de un diodo emisor de luz (LED) con
un filtro de excitacién combinado con un filtro de
emision. El LED y el filtro de excitacion excitan las
muestras con una longitud de onda determinada. La
fluorescencia emitida por las muestras atraviesa el
fitro de emisién antes de ser detectada por un
fotomultiplicador.
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Término Descripcion

CE-IVD Marca que indica el cumplimiento de la Directiva
Europea 98/79/CE sobre productos sanitarios para el
diagnésticoin vitro.

Ganancia El Rotor-Gene Q MDx utiliza un fotomultiplicador para
captar los fotones de fluorescencia y convertirlos en
sefales electrénicas. La ganancia es un ajuste que
determina la sensibilidad del fotomultiplicador. Si se
ajusta una ganancia demasiado alta, la sefial estara
sobresaturada. Si se ajusta una ganancia demasiado
baja, no sera posible diferenciar la sefial del ruido de
fondo.

Optimizacion La optimizacion de la ganancia es un método que

de ganancia ajusta la ganancia de forma dinamica, permitiendo
asi seleccionar un ajuste adecuado que producira
una deteccion 6ptima de la sefial.

Rotor El rotor metalico sujeta los tubos o los Rotor-Disc en el
Rotor-Gene Q MDx. Permite la rotaciéon de las
muestras en la camara del instrumento y asegura la
alineacion correcta de las muestras con respecto al
sistema optico. El rotor se asegura con un anillo de
bloqueo.

Rotor-Disc Los Rotor-Disc son placas circulares con pocillos de
reaccion de orientacion vertical. Hay disponibles
Rotor-Disc para 72 y 100 reacciones. Los Rotor-Disc se
sellan mediante la lamina de termosellado Rotor-Disc
y la termoselladora Rotor-Disc.
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Apéndice A

Datos técnicos

QIAGEN se reserva el derecho a cambiar estas
especificaciones en cualquier momento.

Condiciones ambientales

Condiciones de funcionamiento
Potencia 100-240 V CA, 50-60Hz, 520 VA (pico)
Potencia nominal 60 VA (modo de espera)

Las fluctuaciones de la tensidon de red no deben
superar el 10% de las tensiones de alimentacion

nominales.
Fusible Fusible F5A 250 V
Disipacion Media: 0,183 kW (632 BTU/hora)

térmica/

o Pico: 0,458 kW (1578 BTU/hora)
carga térmica

Categoriade I
sobretension

Temperatura 18 hasta 30 °C (64 hasta 86 °F)

del aire

Humedad 10-75% (sin condensacion)
relativa

Altitud Hasta 2000 m (6500 pies)
Lugar de Solo para el uso en interiores

funcionamiento

Nivel de 2
contaminacion
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Clase de 3K2 (IEC 60721-3-3)
entorno 3M2 (IEC 60721-3-3)

Condiciones de transporte

Temperatura -25 °C hasta 60 °C (-13 °F hasta 140 °F) en el

del aire embalaje del fabricante
Humedad Max. 75% (sin condensacioén)
relativa

Clase de 2K2 (IEC 60721-3-2)

entorno

Condiciones de almacenamiento

Temperatura 15 °C hasta 30 °C (59 °F hasta 86 °F) en el embalaje
del aire del fabricante

Humedad Max. 75% (sin condensacion)
relativa

Clase de 1K2 (IEC 60721-3-1)

entorno

Datos mecanicos y caracteristicas del hardware

Dimensiones Ancho: 370 mm (14,6 pulgadas)
Altura: 286 mm (11,3 pulgadas)
Fondo (sin cables): 420 mm (16,5 pulgadas)

Fondo (tapa abierta): 538 mm (21,2 pulgadas)
Peso 12,5 kg (27,6 Ib.) configuracion predeterminada

Capacidad Como maximo 100 muestras por serie analitica con un
Rotor-Disc 100

Software Software Rotor-Gene Q (versidn 2.3.4 o superior)
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Especificaciones térmicas

Descripcion

Especificacidon

Rango de temperatura

Precision térmica

Resoluciéon térmica

Uniformidad térmica

Especificaciones Opticas
Descripcion

de 35 °C hasta 99 °C (de 95 °F a
210,2 °F)

(de 50 °C hasta 99 °C para las
aplicaciones de termociclado)

10,5 °C
(calibrado con el procedimiento
Rotor-Disc OTV)

10,02 °C (incremento minimo
programable)

+0,02 °C

Especificacidon

Fuentes de excitacion

Detector

Tiempo de adquisicion

Diodos emisores de luz de alta
energia

Fotomultiplicador

4s
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Declaracion FCC

La "United States Federal Communications
Commission" (USFCC) (Comision de Comunicaciones
Federal Norteamericana) ha declarado (en 47 CRF 15.
105) que los usuarios de este producto deben ser
informados de los hechos y de las circunstancias
siguientes.

"Este dispositivo cumple lo establecido en la Parte 15
de la normativa de la FCC:

Su funcionamiento esta sujeto a las dos condiciones
siguientes: (1) Este dispositivo no podra causar
interferencias dafinas y (2) este dispositivo debe
aceptar cualquier interferencia recibida, incluidas las
interferencias que puedan causar un funcionamiento
no deseado."

"Este aparato digital de Clase B cumple la norma
canadiense ICES-0003."

La siguiente declaracion se aplica a los productos
mencionados en este manual, salvo disposicién en
contrario. La declaracién para otros productos
aparecera en la documentacion adjunta
correspondiente.

Nota: Este equipo ha sido probado y cumple con los
limites establecidos para dispositivos digitales de Clase
B, de conformidad con el Apartado 15 de la
Normativa de la FCC y cumple con todos los requisitos
de la Norma Canadiense sobre Equipos Causantes de
Interferencias ICES-003 para aparatos digitales. Estos
limites estan disefiados para garantizar una proteccion
razonable frente a interferencias perjudiciales en
entornos residenciales. Este equipo genera, utiliza y
puede emitir energia de radiofrecuencia y, si no se
instala y utiliza de acuerdo con las instrucciones,
puede ocasionar interferencias perjudiciales en las
comunicaciones por radio. Sin embargo, no existe
garantia de que no se produzcan interferencias en
una instalacion en particular. En caso de que este
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equipo si produzca interferencias perjudiciales para la

recepcion de radio o televisibn, hecho que puede

determinarse al encender y apagar el equipo, se

recomienda al usuario que trate de corregir la

interferencia mediante una o varias de las siguientes

medidas:

B Cambiar la orientacion o ubicacion de la antena
receptora

B Aumentar la distancia entre el equipo y el receptor

B Conectar el equipo a una toma de corriente de un
circuito diferente al del receptor

Consultar al distribuidor o a un técnico experto en
radio o televisidon para obtener ayuda

QIAGEN GmbH Alemania no se responsabiliza de las
interferencias de radio o de television causadas por
modificaciones no autorizadas de este equipo o por la
sustitucidon o la conexiéon de cables de conexion y de
equipos diferentes a los especificados por QIAGEN
GmbH, Alemania. La eliminacién de estas
interferencias causadas por dichas modificaciones,
sustituciones o conexiones no autorizadas sera
responsabilidad del usuario.
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Declaracion de conformidad

Nombre y direccion del fabricante legal
QIAGEN GmbH

QIAGEN Strasse 1

40724 Hilden

Alemania

Puede solicitar una declaracion de conformidad
actualizada al servicio técnico de QIAGEN.
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Residuos de Aparatos Eléctricos y
Electronicos (RAEE)

Esta seccioén proporciona informacién sobre la
eliminacion de residuos de aparatos eléctricos y
electrénicos por los usuarios.

El simbolo del contenedor de basura tachado (ver
abajo) indica que este producto no se debe eliminar
con los demas residuos; se debe llevar a un centro de
procesamiento aprobado o a un punto de recogida
para el reciclaje, de acuerdo con las leyes y
normativas locales. La recogida separada y el
reciclaje de los residuos de aparatos electrénicos en el
momento de la eliminaciéon contribuye a conservar los
recursos naturales y asegura que el producto es
reciclado de forma segura para la salud de los seres
humanos y el medio ambiente.

QIAGEN puede proporcionar el reciclaje a peticion
con un coste adicional. En la Unién Europea, de
acuerdo con los requisitos de reciclaje especificos de
la norma RAEE y si QIAGEN suministrase un producto
sustituto, se ofrecera un reciclaje gratuito de su equipo
electrénico identificado con la marca RAEE. Para
reciclar los aparatos electrénicos, pongase en
contacto con la oficina de ventas local de QIAGEN
para obtener el formulario de devolucién necesario.
Cuando haya enviado el formulario, QIAGEN se
pondra en contacto con usted para solicitar
informacioén adicional, para programar la recogida de
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los residuos electrénicos o para proporcionarle un
presupuesto individual.
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Apéndice B

En este apéndice se describen de forma detallada los
métodos matematicos utilizados.

Cuantificacion

Las concentraciones calculadas se obtienen a partir
de un modelo de regresion lineal sencillo, siendo los
valores conocidos las concentraciones logaritmicas (x)
y los valores experimentales los valores Cr (y).

Las concentraciones logaritmicas y los valores Cr de
los estandares se utilizan para crear un modelo de la
forma siguiente:

y=Mx+B

Intervalos de confianza para las concentraciones

calculadas

Utilizamos el intervalo de confianza siguiente 100(1-
a)% para el calculo de una nueva observacion x0 a
partir de la curva estandar.

11"|:| — f|:| 5 . | (ip — .i":l2 1

—_— + —il+ =+ *JE-"H 22
]Jl jll n -"’.x:m '
Este es el intervalo de confianza para la
concentracién de una Unica incognita.

Supongamos ahora que disponemos de k
observaciones adicionales a x = x0 y determinamos su

media mediante ! 0 Entonces
- - "JTE .
Yo ~ N + Hyag. —)

y argumentos similares a los anteriores proporcionan

Manual del usuario Rotor-Gene Q MDx 09/2018 B-1



Apéndice B

Yo — o S 1 | (g —2)% 1
— 1% 202

-{l ..1’1 koom Szx

Esta formula indica como se determinan los intervalos
de confianza para concentraciones de incégnitas de
duplicaciones.

Para el calculo de estandares, se puede obtener un
intervalo de confianza mas estrecho:

Yo — g S (19 — 1% 1
— F ot s
] o :

Esta férmula implica que la adicion de duplicaciones
a una concentracion individual estandar reduce la
amplitud del intervalo para todos los calculos cuando
se aumenta n. La adicidon de un gran nimero de
duplicaciones a una incégnita reducira su
incertidumbre a la de un estandar unico. Las
duplicaciones adicionales reducen la incertidumbre
debido a que la incégnita no forma parte del modelo
lineal.

Intervalos de confianza para valores Cr

Asumimos que el error en los valores Cr de las
duplicaciones es lineal y que presenta una distribucion
normalizada.

Por consiguiente utilizamos el intervalo de confianza
de una muestra t. p sera el valor medio para los

. PP ey T L
valores Cr de una duplicacion L
Entonces, un intervalo de confianza de 100(1- a)%

para un valor Cr J sera:

(4- —tafan-1"—= T tlajan-1- _)
7 AL
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Deseamos agradecer a Peter Cook del Departamento
de Matematicas de la Universidad de NSW, Sidney,
Australia su ayuda invaluable a la hora de verificar los
enfoques matematicos utilizados.
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Productos, accesorios y consumibles Rotor-Gene Q
MDx

Producto Contenido N.°

referencia
Rotor-Gene Q Ciclador para PCR en tiempo real 9002002
MDx 2plex con 2 canales (verde, amarillo),

ordenador portatil, software,
accesorios, garantia de 1 afio para
piezas y mano de obra

Rotor-Gene Q Ciclador para PCR en tiempo real y 9002012
MDx 2plex HRM analizador de disociacion de alta

resolucién con 2 canales (verde,

amarillo) mas un canal HRM,

ordenador portétil, software,

accesorios, garantia de 1 afio para

piezas y mano de obra

Rotor-Gene Q Ciclador para PCR en tiempo real 9002022
MDx 5plex con 5 canales (verde, amaiillo,

naranja, rojo, carmesf), ordenador

portatil, software, accesorios,

garantia de 1 afo para piezasy

mano de obra

Rotor-Gene Q Ciclador para PCR en tiempo real y 9002032
MDx 5plex HRM analizador de disociacion de alta

resolucién con 5 canales (verde,

amairillo, naranja, rojo y carmesi)

mas un canal HRM, ordenador

portatil, software, accesorios,

garantia de 1 afo para piezasy

mano de obra.
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Producto Contenido N.°
referencia
Rotor-Gene Q Ciclador para PCR en tiempo real 9002042

MDx 6plex

Accesorios

Rotor-Disc 100
Starter Kit

Rotor-Disc 100 (30)

Rotor-Disc 100
(300)

Rotor-Disc 100
Rotor

Rotor-Disc 100
Locking Ring

Rotor-Disc 100
Loading Block

con 6 canales (azul, verde, amatrillo,
naranja, rojo, carmesi), con
ordenador portatil, software,
accesorios, garantia de 1 afio para
piezas y mano de obra

El kit incluye: 2 paquetes de Rotor- Consultar
Disc 100, una termoselladora Rotor-

Disc, laminas de termosellado Rotor-

Disc, un rotor y anillo de bloqueo

Rotor-Disc 100, un bloque de carga

Rotor-Disc 100, una ayuda de

pipeteado Rotor-Disc

30 discos envasados individualmente 981311
para 3.000 reacciones

10 x 30 discos envasados 981313
individualmente para 30.000
reacciones

Para sujetar los discos Rotor-Disc 100 9018895
en el Rotor-Gene Q MDx; requiere el
anillo de bloqueo Rotor-Disc 100

Para bloquear un Rotor-Disc 100 en 9018896
el rotor Rotor-Disc 100

Bloque de aluminio para la 9018909
preparacion manual o

automatizada de la reaccion en los

discos Rotor-Disc 100

Rotor-Disc Ayuda para el marcado de los 9018897
Pipetting Aid pocillos durante la preparacion

manual en un bloque de carga

Rotor-Disc
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Producto Contenido N.°
referencia
Rotor-Disc Heat Termoselladora para usar con Rotor- 9018898

Sealer

Rotor-Disc Heat
Sealing Film (60)

Rotor-Disc Heat
Sealing Film (600)

Rotor-Disc 72
Starter Kit

Rotor-Disc 72 (24)

Rotor-Disc 72 (240)

Rotor-Disc 72
Rotor

Rotor-Disc 72
Locking Ring

Rotor-Disc 72
Loading Block

Strip Tubes and
Caps, 0,1 ml (250)

Disc; requiere el bloque de carga
Rotor-Disc 72 o0 100

60 laminas para el sellado de los 981601
discos Rotor-Disc 100 o Rotor-Disc 72

10 x 60 laminas para el sellado de los 981604
discos Rotor-Disc 100 o Rotor-Disc 72

El kit incluye: 3 paquetes de Rotor- Consultar
Disc 72, una termoselladora Rotor-

Disc, laminas de termosellado Rotor-

Disc, un rotor y anillo de bloqueo

Rotor-Disc 72, un bloque de carga

Rotor-Disc 72, una ayuda de

pipeteado Rotor-Disc

24 discos envasados individualmente 981301
para 1728 reacciones

10 x 24 discos envasados 981303
individualmente para 17.280

reacciones

Para sujetar los discos Rotor-Disc 72 9018899

en el Rotor-Gene Q MDx; requiere el
anillo de bloqueo Rotor-Disc 72

Para bloquear un Rotor-Disc 72 en el 9018900
rotor Rotor-Disc 72

Blogue de aluminio para la 9018910
preparacion manual o

automatizada de la reaccion en los

discos Rotor-Disc 72

250 tiras de 4 tubos y tapas para 981103
1.000 reacciones
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Producto Contenido N.°
referencia

Strip Tubes and 10 x 250 tiras de 4 tubos y tapas para 981106

Caps, 0,1 ml 10.000 reacciones

(2500)

72-Well Rotor Para sujetar tubos en tira y tapones 9018903

Locking Ring 72-
Well Rotor

Loading Block 72 x
0,1 ml Tubes

Loading Block 72 x
0,1 ml Multi-
channel

PCR Tubes, 0,2 ml
(1.000)

PCR Tubes, 0,2 ml
(10.000)

36-Well Rotor

36-Well Rotor
Locking Ring

Loading Block 96 x

de 0,1 ml; requiere el anillo de
bloqueo para el rotor de 72 pocillos

Para bloquear tubos en tira y 9018904
tapones de 0,1 ml en el rotor de 72

pocillos

Bloque de aluminio para la 9018901

preparacion manual de las
reacciones con una pipeta de canal
Unico en 72 tubos de 0,1 ml

Bloque de aluminio para la 9018902
preparacion de las reacciones con

pipetas multicanal en 72 tubos de

0,1 ml

1.000 tubos de paredes finas para 981005
1.000 reacciones

10 x 1000 tubos de paredes finas 981008
para 10.000 reacciones

Para sujetar tubos PCR de 0,2 ml; 9018907
requiere el anillo de bloqueo para el
rotor de 36 pocillos

Para bloquear tubos PCR de 0,2 ml 9018906
en el rotor de 36 pocillos

Bloque de aluminio para la 9018905

0,2 ml Tubes preparacion manual de las
reacciones en una matriz estandar 8
X 12 con 96 tubos de 0,2 ml
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Producto Contenido N.°
referencia
Rotor-Disc OTV Kit Kit para la verificacién 6ptica de la 981400

Rotor Holder

temperatura en los sistemas Rotor-
Gene, incluye un RotorDisc
precargado con cristales liquidos
termocromaticos, placas de
insercion fluorescentes, un CD con
archivos de calibracién; requiere el
rotor y el anillo de bloqueo Rotor-
Disc 72 o el kit de inicio Rotor-Disc 72

Soporte metdlico autoestable para 9018908
la introduccion de los tubos y los
Rotor-Disc en los rotores

Para obtener una lista actualizada de los kits de
QIAGEN indicados para usarse con el instrumento
Rotor-Gene Q MDx, visite
www.giagen.com/products/rotor-genegmdx.aspx.
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Clausula de responsabilidad

QIAGEN se vera eximida de todas sus obligaciones de
garantia si las reparaciones o las modificaciones son
llevadas a cabo por personas ajenas a la empresa,
excepto en los casos en los que la empresa haya
dado su consentimiento por escrito para la realizacion
de dichas reparaciones o modificaciones.

Todos los materiales sustituidos en los términos de esta
garantia solo estaran garantizados durante el periodo
de garantia original y en ningdn caso mas alla de la
fecha de vencimiento de esta, salvo que ello sea
autorizado por escrito por un responsable de la
empresa. Los dispositivos de lectura y de interfaz y el
software asociado solo dispondran de garantia
durante el periodo de tiempo ofrecido por el
fabricante original de estos productos. Los
compromisos y garantias ofrecidos por cualquier
persona, incluyendo los representantes de QIAGEN,
gue sean incompatibles o entren en conflicto con las
condiciones de esta garantia no seran vinculantes
para la empresa, salvo que se hayan documentado y
aprobado por escrito por un responsable de QIAGEN.
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