Folha do Protocolo do QIAsymphony® RGQ

Definicées para ensaios no Kit artus® CT/NG
QS-RGQ (Rotor-Gene® Q software 2.1)

A Verificar a disponibilidade de novas revisdes de rotulagem electrénica em

www.giagen.com/products/artuscinggsrggkitce.aspx antes da realizagéo do teste. O

actual estado de revisé@o é indicado pela data de emissdo (formato: més/ano).

Informacoes gerais

C€ artus CT/NG QS-RGQ Kit Verséo 1, 4569365

0197

Pontos importantes antes de iniciar o
procedimento

[ | Familiarizar-se com o Rotor-Gene Q antes de dar inicio ao protocolo. Consultar o manual
do utilizador do instrumento.

| Consultar também o Manual do kit artus CT/NG QS-RGQ (artus CT/NG QS-RGQ Kit
Handbook) e a folha de aplicagdo relevante em

www.qgiagen.com/products/artusctnggsrggkitce.aspx.

[ | Assegurar-se de que os controlos positivo/negativo e, pelo menos, um controlo negativo
(NTC, fornecido no kit e pipetado pelo médulo AS) séo incluidos em cada ensaio de PCR.
Uma vez que o Kit artus CT/NG QS-RGQ é um ensaio qualitativo, ndo séo fornecidos

quaisquer padrdes de quantificagdo.

Procedimento

1. Colocar os tubos de PCR no rotor de 72 pocos do Rotor-Gene Q.

2. Colocar tubos de PCR vazios com tampas em posicdes vazias do rotor.
Isto ird garantir a distribuicdo ideal da temperatura no Rotor-Gene Q.

3. Bloquear o rotor com o anel bloqueador.

4. Transferir o ficheiro do ciclador do QlAsymphony AS para o computador Rotor-
Gene Q.
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5. Abrir a caixa de didlogo “New Run Wizard” (Assistente de novo ensaio) (figura 1).

Assinalar a caixa “Locking Ring Attached” (Anel bloqueador conectado) e clicar em

“Next” (Seguinte).

New Run Wizard |

Welcome to the Advanced Run Wizard!

— Rotor Type

x|

Figura 1. A caixa de didlogo “New Run Wizard”.

6. Seleccionar 25 para o volume de reaccdo de PCR e clicar em “Next” (figura 2).
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Figura 2. Defini¢do dos parémetros de ensaio gerais.

7. Clicar no botdo “Edit Profile” (Editar perfil) na caixa de didlogo seguinte do “New

Run Wizard” (figura 3). Programar o perfil de temperatura conforme se mostra na

Tabela 1, utilizando os ecrés apresentados nas figuras 3-5 como orientagéo.
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Mew Run Wizard

Temperature Praofile :

]— Edit Prafile ... I

Chanhel Setup :

Mame | Source | Detector | Gain | Create Mew... I

Green 470nm  B10nm
Yelow B30nm  BBBAm
Orange  585nm E10nm
Red E2Bnm  BEOnm
Crimzon  B80nm F10hp

24 Gain Optimization. .

3 =
R 33 Edit... |
3.33 Edit Gain... |
e Remaove |

Reszet Defaults |

x|

Click thiz button to

miove to the nest
page in the wizard. |f
it iz dizabled, you
may need to perform
an operation on this
page befare
cantinuing.

Skipwizard | << Back s |

Figura 3. Editar o perfi

Tabela 1. Perfis de temperatura para o Kit artus CT/NG QS-RGQ

Retencéo

Retencéio 2

Ciclos

Temperatura: 95 graus
Tempo: 15 mins

Passo ndo necessdrio
45 vezes

95 graus para 11 seg

60 graus para 20 seg

72 graus para 20 seg

Folha do Protocolo QS RGQ: Defini¢des para ensaios no Kit artus CT/NG QS-RGQ (RGQ software 2.1)

pégina 3 de 7



x
P B~ I =

Mew Open  Save As Help

The run will take approximately 106 minutelz] to complete. The graph below represents the run to be perfarmed :

Click on a cycle below to maodify it :

1 .P Insen she... |
]
Inzert befare. .. |

Remave |
Hold Temperature : |
2 i =

Haold Time :

15 Iming 0 |secs

Figura 4. Activacao inicial para enzima de comeco quente.

x
P L | @

Mew Open  Save As Help

The run will take approximately 106 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to madify it :

Insert after... |
Inzert befare... |
Remove |

2 Thig cycle repeats iltime[s].

3 ick oh one of the steps Delow to modify i, or press + or - to add and remove steps For this cycle.

Timed Step
95 deq.

11 zeconds

95 deq. for 11 secs

Mot Acquiring

72 deq. for 20 secs

I~ Long Range
I Touchdown

Figura 5. Amplificacdo do ADN.
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8. O intervalo de detec¢iio dos canais de fluorescéncia tem de ser determinado de
acordo com as intensidades de fluorescéncia nos tubos de PCR. Clicar em “Gain
Optimisation” (Optimiza¢éo de ganho) na caixa de didlogo “New Run Wizard” (ver
figura 3, pagina 3) para abrir a caixa de didlogo “Auto-Gain Optimisation Setup”
(Configuragéo da optimizagdo automdtica de ganho). Definir a temperatura de
calibracdo para 60 para igualar a temperatura de hibridizagdo do programa de
amplificagéo (figura 6).

Auto-Gain Optimisation Setup ﬂ

— Dphirmizatiorn :
o Auto-Gain Optirmization will read the luoresence an the inserted sample at
|\-¢\\§2' different gain lewels until it findz one at which the fluorezcence level: are

acceptable. The range af Huarescence you are looking for depends on the
chermiztry pou are perfarming.

1——' Set temperaturne o EU +I| degrees.l

Ophimize Al I Optimise Acquinng I

[ Perform Optimisation Before 15t Acquisition
[ Perform Optimisation &t 60 Degrees At Beginning OF Fun

— Channel Settings :

| o ew |

Mame | Tube Position | tin Reading | &= Reading | Min Gain | tax Gain Edit... I
Green 1 1FI 10FI 1 10

Orange 1 1FI 10F 1 10 Bemove |
velow 1 17l 10F1 1 10 Remowve Al |

<] | |
Start I M anual... Cloze Help I

Figura 6. Ajuste da sensibilidade do canal de fluorescéncia.

9. Ajustar a optimizacdo do ganho. Escolher um “Target Sample Range” (Intervalo de
amostras alvo) a partir de 1 Fl até 10 Fl e um “Acceptable Gain Range” (Intervalo de
ganho aceitavel) a partir de 1 a 10 (figura 7, examplo mostrado para canal Green
[Verde]). Estes ajustes devem ser realizados para cada canal (verde, amarelo e

laranja).
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Auto-Gain Optimisation Channel Settings x|

— Channel Settings :

Channel : Green Tube Position : I'l ﬂ

1_* Target Sample Range: | A Flupta (10 = Fl.

H o 10 ﬂ
3 ‘ Cancel | Help

Figura 7. Ajuste da optimizacéo do ganho para o canal Green. Estes ajustes devem ser

L

2_* Acceptable Gain Fange:

realizados para cada canal (verde, amarelo e laranja).

10. Clicar em “Start” (Iniciar) para iniciar a optimiza¢do do ganho. Depois de concluida
a optimizacdo do ganho, clicar em “Close” (Fechar) para voltar ao assistente de

ensaio (figura 8).

Auto-Gain Optimisation Setup ﬂ

— Dphirmizatiorn :
T Auto-Gain Optirmization will read the luoresence an the inserted sample at
™ different gain lewels until it findz one at which the fluorezcence level: are

acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends an the
chemizty pou are perfarming.
Set temperature to k0 ﬁ degrees.

O ptirnize Al I Optimize Acquirng I

[ Perform Optimisation Before 1 st Acquisition
[ Perform Optimization &t B0 Degrees &t Beginning Of Fiun

— Channel Settings :

| o s |

Mame | Tube Position | tin Reading | &= Reading | Min Gain | tax Gain Edit... I
Green 1 1FI 10FI 1 10

Orange 1 1FI 10F 1 10 Bemove |
Yelow 1 1FI 10FI 1 10 Fremave Al |

4]
1 -l Start I kanual. . |I Cloze I Help I 2

Figura 8. Optimizagéo do ganho.
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11.

Os valores de ganho determinados pela calibragdo de canais sdo guardados
automaticamente e sdo enumerados na Ultima janela do menu do procedimento de

programacéo (figura 9). Clique em “Start Run” (iniciar procedimento de ensaio).

MNew Run Wizard x|

Surrnary ;
Setting | Walue |
Green Gain 3
Orange Gain b33
Yelow Gain B a3
Fiatar T2well Rotor
Sample Lapout 1.2.2...
Feaction VYolume (in microliters) 25

=1

Once pou've confirmed that your run settings are corect, click Start Burn bo Save Template |
beqin the wn. Click Save Template to zave settings for future runz.

Skip Wizard ¢ Back

Figura 9. Inicio do ensaio.

12.

13.

Depois de iniciar o procedimento de ensaio, importar a informacéo do ficheiro do

&

ciclador, clicando no botdo (“Open”) (Abrir) ou editar manualmente as

amostras.
Para interpretagdo dos resultados, consultar o manual do utilizador do instrumento e
a folha de aplicacao relevante do QIAsymphony RGQ em

www.giagen.com/products/artusctnggsrggkitce.aspx.

Para obter informagdes de licenciamento actualizadas e rendncia de responsabilidades especificas

do produto, consultar o manual do utilizador ou o manual de instrucées do kit QIAGEN respectivo.

Os manuais do kit QIAGEN e do utilizador estéo disponiveis em www.giagen.com ou podem ser

pedidos & Assisténcia Técnica ou ao distribuidor local da QIAGEN.

Marcas comerciais: QIAGEN®, QIAsymphony®, artus®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group).

© 2013 QIAGEN. Todos os direitos reservados.
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