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Informacoes do Manual de Instrucoes

Este manual contém informagdes sobre a configuracao e operacao seguras do Sistema de detecgao por
PCR em tempo real CFX96™ que ostenta a marca CE-IVD (nimero de catalogo 1855095-IVD). Para
obter mais informacdes sobre o CFX Manager™ software, consulte o Manual de Instrucdes do CFX96

e do CFX384 para investigacdo em ciéncias da vida (nUmeros de catalogo 1855095 e 1855384).

Convencoes de escrita utilizadas no presente manual

O manual utiliza as convencgdes de escrita mostradas na Tabela 1.
Tabela 1. Convencoées utilizadas no presente manual

Convencao Significado

SUGESTAO: Apresenta informacoes e instrugdes Uteis, incluindo informacdes
explicadas mais detalhadamente noutras partes do presente
manual.

NOTA: Apresenta informagdes Uteis, incluindo informagdes explicadas mais
detalhadamente noutras partes do presente manual.

AVISO! Explica informac&do muito importante sobre um aspecto que podera
provocar lesdes no investigador, danos no instrumento ou originar
perda de dados.

X>Y Seleccione X e depois Y numa barra de ferramentas, menu ou janela
de software.

Para obter informacdes sobre as etiquetas de seguranca utilizadas no presente manual e no Sistema
CFX96, consulte “Conformidade reguladora e de seguranca” na pagina iii.

Bio-Rad Recursos

A Tabela 2 mostra recursos Bio-Rad e como localizar aquilo de que necessita.
Tabela 2. Recursos Bio-Rad.

Recurso Como contactar

Representantes locais da Bio- |Para encontrar informacdes e contactos locais no website
Rad Laboratories da Bio-Rad, seleccione o seu pais na pagina inicial
(www.bio-rad.com). Localize o escritério internacional mais
préximo no verso do presente manual.

Notas técnicas e literatura Navegue até ao website da Bio-Rad (www.bio-rad.com).
Digite um item de pesquisa na caixa Search (Procurar)

e seleccione Literature (Literatura) para encontrar
hiperligacoes a notas técnicas, manuais e outro tipo

de literatura.

Especialistas técnicos O Departamento de Assisténcia da Bio-Rad emprega
cientistas experientes que fornecem solugdes praticas

e especializadas aos clientes. Se precisar de contactar

a assisténcia técnica local pelo telefone, contacte o escritério
Bio-Rad mais proximo de si. Para obter assisténcia técnica
nos Estados Unidos e Canada, ligue 1-800-424-6723
(numero gratuito) e seleccione a opcgao de assisténcia
técnica.
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Conformidade reguladora e de seguranca

Para a operacédo segura do Sistema de deteccao por PCR em tempo real CFX96, recomendamos
vivamente que observe as especificacdes de seguranca incluidas nesta seccao e ao longo do manual.

O sistema CFX96 foi aprovado para utilizacdo como um equipamento médico de diagnéstivo
in vitro (IVD).

Etiquetas de aviso de seguranca

As etiquetas de aviso presentes no instrumento e no presente manual advertem para fontes de lesdes
ou danos. Consulte a Tabela 3 para ver o significado de cada etiqueta de aviso de seguranca.

Tabela 3. Significado das etiquetas de aviso de seguranca.

ATENCAO: Perigo para o ambiente! Este simbolo identifica componentes que podem
ficar contaminados com materiais perigosos para o ambiente.

ATENCAO: Perigo! Este simbolo identifica os componentes que poderdo causar lesées
pessoais ou danos no instrumento se forem incorrectamente manuseados. Sempre

que aparecer este simbolo, consulte o0 manual para obter mais informacgdes antes

de continuar.

ATENCAO: Superficie quente! Este simbolo identifica os componentes que poderéo
causar lesdes pessoais devido a aquecimento excessivo se forem incorrectamente
manuseados.




Avisos de seguranca no instrumento

As etiquetas de aviso mostradas na Tabela 4 estdo também presentes no instrumento e referem-se
directamente a utilizagcao segura do sistema CFX96.

Tabela 4. Etiquetas de aviso de seguranc¢a no instrumento.

icone Significado

Aviso sobre o risco de lesdes corporais ou danos no equipamento.

Se o sistema de detecgdo de PCR em tempo real CFX96 for operado antes da leitura

do presente manual, tal podera constituir um risco de lesbes pessoais. Para uma utilizagdo
segura, ndo opere este instrumento de formas ndo especificadas no presente manual.

O instrumento deve ser operado apenas por pessoal de laboratoério qualificado com
formagao para utilizar o equipamento eléctrico de forma segura. Os componentes

do sistema devem ser sempre manuseados cuidadosamente e com as maos limpas

e secas.

Aviso sobre o manuseamento de materiais perigosos para o ambiente.

Ao manusear amostras perigosas para o ambiente, observe as precaucdes e directrizes
recomendadas e cumpra todas as directrizes locais especificas do seu laboratério

e localizacéo.

Aviso sobre o risco de queimaduras.

Um termociclador gera calor suficiente para causar queimaduras graves. Use sempre
6culos de seguranga ou outro tipo de proteccéo para os olhos durante a operagcao. Permita
sempre que o bloco de amostras regresse a temperatura de inactividade antes de abrir

a tampa e remover as amostras. Proporcione sempre uma folga maxima para evitar
queimaduras acidentais na pele.

Aviso sobre o risco de explosao.
Os blocos de amostras podem ficar suficientemente quentes durante a operagdo normal
para que os liquidos entrem em ebulicdo e expludam.

B BB =

Especificacoes e conformidade para uma utilizacao segura

A Tabela 5 mostra as especificacdes para a utilizacdo segura do sistema CFX96. Devem ser utilizados
cabos blindados (fornecidos) com esta unidade para assegurar a conformidade com os limites FCC
da Classe A.

Tabela 5. Especificagcoes para uma utilizacao segura.

Requisitos para uma utilizacao segura |Especificacoes

Temperatura Utilizacdo em Temperatura ambiente 15-31°C. Humidade relativa maxima
interiores 80%, sem condensacao
Altitude Até 2.000 metros acima do nivel do mar

CONFORMIDADE REGULADORA

Este instrumento foi testado e estda em conformidade com todos os requisitos aplicaveis das seguintes
normas electromagnéticas e de seguranca:
e |[EC 61010-1:2001 (2.2 Ed.), EN61010-1:2001 (2.2 Ed). Equipamento eléctrico de medicao,
de comando e de laboratério - Parte 1: Requisitos gerais
e |[EC 61010-2-010:2005, EN61010-2-010:2003. Requisitos de seguranca de equipamento
eléctrico de medicéo, de comando e de laboratério. Parte 2-010: Requisitos especificos
de equipamento de laboratério para aquecimento de materiais
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e |[EC 61010-2-081:2001+A1, EN61010-2-081:2002+A1. Requisitos de seguranca
de equipamento eléctrico de medicao, de comando e de laboratério. Parte 2-081: Requisitos
especificos de equipamento automatico e semi-automatico de laboratério para analise
e outros fins (inclui a Emenda 1)

e EN 61326-1:2006 (Classe A) Equipamento eléctrico de medicido, de comando
e de laboratério. Requisitos EMC, Parte 1: Requisitos gerais

e EN 61010-2-101. Requisitos de seguranca de equipamento eléctrico de medicao,
de comando e de laboratério. Requisitos especificos de equipamentos médicos para
diagndstico in vitro (IVD)

e EN 61326-2-6 (Classe A) Equipamento eléctrico de medi¢do, de comando e de laboratério.
Requisitos EMC. Parte 2-6. Requisitos especificos. Equipamentos médicos para diagndstico
in vitro (IVD)

Este equipamento gera, utiliza e pode radiar energia de radiofrequéncia e, se nio for instalado e utilizado
em conformidade com o manual de instrucdes, pode provocar interferéncias nocivas para as
comunicacdes de radio. A operacdo deste equipamento em areas residenciais pode provocar
interferéncias nocivas; nestes casos, o utilizador tera de corrigir a interferéncia a expensas préprias.

Perigos

O sistema de deteccdo de PCR em tempo real CFX96 foi concebido para operar em seguranca quando
utilizado da forma recomendada pelo fabricante. Se o sistema CFX96 ou qualquer um dos componentes
associados forem utilizados de uma forma nao especificada pelo fabricante, tal podera comprometer

a proteccao inerente proporcionada pelo instrumento. A Bio-Rad Laboratories, Inc. ndo se responsabiliza
por quaisquer lesées ou danos causados pela utilizagdo deste equipamento de forma ndo especificada,
nem pelas modificacdes ao instrumento néo realizadas pela Bio-Rad ou por um representante
autorizado. A assisténcia ao sistema CFX96 deve ser levada a cabo apenas por pessoal da Bio-Rad.

Perigos para o ambiente

O sistema CFX96 é um produto de laboratério. No entanto, na presenca de amostras perigosas para
0 ambiente, observe as directrizes seguintes e cumpra todas as directrizes locais especificas do seu
laboratério e localizacao.

PRECAUGCOES GERAIS
e Use sempre luvas, batas e 6culos de seguranca com proteccgdes laterais ou 6culos
de proteccéao
¢ Mantenha as mdos afastadas da boca, nariz e olhos

¢ Cubra totalmente eventuais golpes ou abrasdes antes de trabalhar com materiais
potencialmente infecciosos

¢ Depois de trabalhar com materiais potencialmente infecciosos, lave muito bem as maos
com sabéo e agua antes de sair do laboratério

¢ Retire relégios de pulso e jdéias antes de trabalhar na bancada

e Guarde todo o material infeccioso ou potencialmente infeccioso em recipientes inquebraveis
a prova de fuga

e Antes de sair do laboratério, dispa o vestuario de proteccéo

¢ Enquanto tiver luvas calgadas, ndo deve tocar em objectos ou superficies que possam
ser tocados por pessoas sem luvas (por ex., escrever, atender o telefone ou tocar num
interruptor de luz)



¢ Mude de luvas com frequéncia Descalce imediatamente as luvas quando estiverem
visivelmente contaminadas

¢ Os materiais que ndo possam ser devidamente descontaminados ndao devem ser expostos
a materiais potencialmente infecciosos

e Ao concluir uma operagao que inclua material perigoso para o ambiente, descontamine a zona
de trabalho com um desinfectante adequado (por exemplo, lixivia doméstica diluida a 1:10)

PRECAUCOES ESPECIFICAS

¢ Todas as amostras de doentes constituem um perigo potencial para o ambiente e devem
ser manuseadas de acordo com precaugdes universais

¢ Nenhumas substancias perigosas para o ambiente sdo expelidas durante as operacdes
normais deste instrumento

DESCONTAMINAGCAO DE SUPERFICIES

AVISO! Para evitar choques eléctricos, desligue sempre o instrumento e desligue-o da corrente eléctrica
antes de efectuar procedimentos de descontaminagéo.

As areas seguintes podem ser limpas com qualquer desinfectante bactericida, virucida ou fungicida
de grau hospitalar:

e Tampa exterior e caixa

e Superficie interior do bloco de reacc¢édo e pogos do bloco de reaccao

¢ Painel de controlo e visor
Para preparar e aplicar o desinfectante, consulte as instru¢des fornecidas pelo fabricante do produto.
Enxague sempre o bloco de reacc¢do e os pocos do bloco de reaccdo vérias vezes com agua depois

de aplicar um desinfectante. Seque muito bem o bloco de reacgéo e os pogos do bloco de reaccao
depois de enxaguar com agua.

AVISO! Nao utilize detergentes abrasivos ou corrosivos nem solugdes alcalinas fortes. Estes agentes
podem riscar as superficies e danificar o bloco de reac¢cdo, comprometendo a precisdo do controlo
térmico.

ELIMINACAO DE MATERIAL PERIGOSO PARA O AMBIENTE

O sistema CFX96 ndo contém quaisquer materiais quimicos potencialmente perigosos. Elimine
0s seguintes materiais potencialmente contaminados em conformidade com os regulamentos
de laboratério locais, regionais e nacionais:

e Amostras clinicas
¢ Reagentes
¢ Recipientes de reac¢do usados ou outros consumiveis que possam estar contaminados

Perigos quimicos

O sistema CFX96 nao contém quaisquer materiais quimicos potencialmente perigosos.

Perigo de explosao ou inflamabilidade

O sistema CFX96 nao apresenta nenhum perigo ndo comum de inflamabilidade ou explosdo quando
utilizado de forma correcta conforme especificado pela Bio-Rad Laboratories.

Vi
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Perigos eléctricos

O sistema CFX96 nao apresenta nenhum perigo eléctrico ndo comum para os operadores desde que seja
instalado e operado correctamente, sem modificacdes fisicas, e desde que seja ligado a uma fonte
de alimentacdo com a especificacdo correcta.

Transporte

Antes de deslocar ou transportar o Termociclador C1000™ ou o mddulo de reaccéo éptico CFX96,
devem ser realizados procedimentos de descontaminacdo. Desloque ou transporte sempre a caixa
do termociclador C1000 e o médulo de reaccdo 6ptico CFX96 em contentores separados com

os materiais de embalagem fornecidos para proteger o instrumento de danos. Caso ndo seja possivel
obter contentores adequados, contacte o escritério Bio-Rad da sua zona.

Armazenamento

O sistema CFX96 pode ser armazenado nas seguintes condicoes:
¢ |[ntervalo de temperaturas —20 a 60°C
¢ Humidade relativa maxima de 80%

Eliminacao

O sistema de deteccao de PCR em tempo real CFX96 contém materiais eléctricos ou electrénicos;
por conseguinte, deve ser eliminado como lixo ndo separado e deve ser recolhido separadamente em
conformidade com a Directiva WEEE (Residuos de equipamentos eléctricos e electrénicos) da Unido
Europeia 2002/96/CE. Antes da eliminagéo, contacte o representante Bio-Rad da sua zona para obter
instrucdes especificas nacionais.

Vi
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1 Instalacao do sistema

Leia este capitulo para obter informagdes sobre a configuragdo do CFX96™ real-time PCR
detection system:

Desembalar o moédulo de reaccéo 6ptico (abaixo)
Requisitos do sistema (pagina 1)

Vis&o geral do sistema (pagina 2)

Configuracdo do sistema (pagina 3)

Instalacdo do CFX™ Manager software (pagina 6)
Ficheiros de software (pagina 8)

Execucéo de experiéncias (pagina 8)

Desembalar o médulo de reaccao o6ptico

A remessa do modulo de reacgao 6ptico CFX96 inclui os seguintes componentes:

Maédulo de reacgao o6ptico

Cabo USB

CD de instalagao do CFX Manager software
Manual de instrucdes

Retire todos os materiais de embalagem e guarde-os para utilizagao no futuro. Se faltarem
itens ou se houver itens danificados, contacte o escritério Bio-Rad da sua zona.

Requisitos do sistema

Para operar o sistema CFX96, utilize as fontes de alimentagéo e os cabos seguintes:

Alimentacao de entrada. 100-240 VAC, 50-60 Hz

Utilizacao em interiores. Temperatura ambiente 15-31°C. Humidade relativa maxima
80%, sem condensagéao

Cabo USB. Se pretende que o sistema CFX96 seja controlado por computador através
de um cabo USB, o cabo fornecido pela Bio-Rad tem um nivel de blindagem suficiente
para utilizagc&o

NOTA: Para obter uma lista completa dos requisitos de seguranca

e conformidade para este instrumento, consulte “Conformidade reguladora

e de seguranga” na pagina iii.



Instalacdo do sistema

Visao geral do sistema

O sistema CFX96 inclui dois componentes:

¢ Médulo de reaccao 6ptico. Este mddulo inclui um sistema 6ptico para recolha
de dados de fluorescéncia e um termociclador com bloco

NOTA: O numero de série do médulo CFX96 encontra-se na retaguarda
do instrumento.

e Base do termociclador C1000™. A C1000 base apresenta uma interface de utilizador
para controlar o sistema quando este se encontra no modo de funcionamento
independente (standalone) e um botao de alimentagéo e portas (ambos no painel
traseiro) para ligar a um computador

LED indicador

Botao de abertura

Painel frontal

Figura 1. Vista frontal do sistema CFX96.

Quando aberto, o sistema CFX96 apresenta os elementos mostrados na Figura 2.

Tampa interior com placa
de aquecimento

Figura 2. Vista interior do CFX96 system.

AVISO! Evite tocar na tampa interior ou no bloco: estas superficies podem
estar quentes.
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e Tampa interior com placa de aquecimento. A tampa de aquecimento mantém
a temperatura no topo do consumivel para evitar a evaporagdo das amostras.
Evite tocar ou contaminar de outra forma a placa de aquecimento. Nunca insira
nada nos orificios, uma vez que podera danificar o sistema de vaivém &ptico

¢ Bloco. Carregue amostras neste bloco antes do ciclo

¢ Botao de fecho. Prima este botdo na parte interior da tampa para fechar a tampa
motorizada

AVISO! Evite a contaminagao do instrumento por derrames e nunca execute uma
reaccdo com uma tampa de amostra aberta ou com fuga. Para obter informacdes
sobre a limpeza e manutencéo gerais do instrumento, consulte “Manutencéo do
instrumento” (pagina 117).

O painel traseiro da caixa do C1000 apresenta os seguintes elementos (Figura 3):

¢ Interruptor de alimentacao. Prima o interruptor de alimentac&o para ligar
a alimentacgao do sistema

¢ Entrada de alimentacao. Ligue o cabo de alimentagdo aqui

¢ Porta Ethernet. Ligue um cabo ethernet a registos de ciclos de e-mail e a ficheiros
de dados independentes (standalone)

e Ligacoes USB. Utilize estas portas para ligar o sistema CFX96 a um computador
ou para ligar um S1000™ thermal cycler

Interruptor
de alimentacéao
Entrada
de alimentacéao

Porta
Ethernet
Ligacdes USB
[ R

ol i

e S s S

| T |
L e

Figura 3. Painel traseiro do termociclador C1000.

A AVISO! Evite o contacto com a retaguarda da caixa do C1000 durante a operagao.

Configuracao do sistema

O sistema de deteccéo de PCR em tempo real CFX96 deve ser instalado sobre uma superficie
limpa, seca e nivelada, com um fluxo de ar frio suficiente para permitir o seu funcionamento
correcto. O sistema CFX96 pode ser operado em dois modos: independente (standalone)

ou controlado por software. Se o sistema for operado no modo de controlo por software,
certifique-se de que existe espago suficiente para um computador durante a instalagéo.

Posicione a base do termociclador C1000 de modo que o interruptor de alimentagéo,
localizado no painel traseiro, seja facilmente acessivel.
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Para inserir o médulo de reaccao optico CFX96 no compartimento do médulo
de reaccgédo da caixa do C1000, siga as instrucdes seguintes:

1. Coloque a caixa do C1000 numa localizagdo adequada com a barra de bloqueio para
baixo. Retire os moédulos de reacgéo anteriormente instalados.

2. Levante o modulo de reacgao 6ptico pelas reentrancias localizadas acima das aberturas
de ventilacao laterais (Figura 4).

de reaccao
optico CFX96

Caixa

do termociclador
C1000

Figura 4. Colocacao do médulo de reaccao 6ptico na caixa do C1000.

3. Posicione o médulo no compartimento do médulo de reacgéo da caixa do C1000,
deixando um espago de cerca de 2 cm na parte frontal. Quando estiver instalado
no compartimento da caixa, o médulo 6ptico devera cobrir o log6tipo Bio-Rad a frente
do compartimento da caixa do C1000.



Manual de Instrugcdes do Sistema de Detecgédo por PCR em Tempo Real CFX96™

4. Puxe para cima a barra de blogueio do termociclador C1000 até ficar nivelada com

os lados do compartimento do mdédulo. Esta acgao desloca o moédulo para a frente,
fixando-o no devido lugar (Figura 5).

Figura 5. Bloqueio do médulo éptico no devido lugar.

5. Verifique se o mddulo esta completamente alojado e nivelado na C1000 base.
N&o devera existir uma folga entre o moédulo e a base; o espaco deve estar nivelado.

6. Ligue o cabo de alimentagéo a parte traseira da C1000 base (Figura 3 na pagina 3) e a

uma tomada eléctrica de trés pinos. Prima o interruptor de alimentac&o no painel traseiro
do termociclador C1000 para iniciar o sistema.
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7. Siga as instrugdes no painel frontal do termociclador C1000 para remover o parafuso
de transporte vermelho da tampa de aquecimento interior (Figura 6). Rode o parafuso
no sentido contrario ao dos ponteiros do relégio para o retirar do furo.

Shipping Screw is inserted.

1, ©pen Optical Madule lid -- press manual button below the Bio-Rad laga,

2. Rernowe RED Shipping Screwe from hole adjacent to left side of well B1

3, Close Optical Module lid -- press manual button positioned in frant of

black,

4, Prass F1 (Screw Rermowed) ta confirrn Shipping Screw has been

rernoved,

e To checkrernowve the shipping scraw status Follow the instructions

abowe,

Remove “ = ”

Figura 6. Instrugcoes de remocgao do parafuso de transporte.

NOTA: Se o parafuso de transporte ndo for retirado neste passo, sera detectado
pelo CFX Manager software. Siga as instrugdes para remover o parafuso

(pagina 18).

SUGESTAO: O parafuso de transporte deve ser instalado quando o médulo
for transportado. Guarde este parafuso num local seguro para o transporte

no futuro.

8. Retire a placa de transporte do bloco do termociclador para operar.

Instalacdo do CFX Manager Software

O CFX Manager software é executado num computador pessoal (PC), sendo necessario para
analisar dados do sistema CFX96 e para controlar o sistema CFX96 no modo de controlo

por software. A Tabela 6 mostra os requisitos de sistema do computador para o CFX Manager
software (versdo 1.6 ou superior).

Tabela 6. Requisitos do computador para o CFX Manager software versao 1.6

ou superior.

Sistema

Minimo

Recomendado

Sistema operativo

Windows XP Professional SP2

e superior ou Windows Vista Home
Premium e superior ou Windows 7
Home Premium e superior

Windows XP Professional SP2
e superior ou Windows Vista
Professional ou Windows 7
Professional

Unidade Unidade de CD-ROM Unidade de CD-RW
Unidade de disco |10 GB 20 GB

rigido

Velocidade 2,0 GHz 2,0 GHz

do processador

RAM 1 GB de RAM (2 GB para 2 GB de RAM

Windows Vista)
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Tabela 6. Requisitos do computador para o CFX Manager software versao 1.6
ou superior. (continuacao)

Sistema Minimo Recomendado

Resolugédo do ecrd 1024 x 768 com modo de alta 1280 x 1024 com modo de alta
qualidade de cor qualidade de cor

USB Porta USB 2.0 de alta velocidade |Porta USB 2.0 de alta velocidade

Para instalar o CFX Manager software:
1. Certifique-se de que iniciou sessao com privilégios de administrador. O software deve
ser instalado no computador por um utilizador com privilégios de administrador.
2. Insira o CD do CFX Manager software na respectiva unidade do computador.

3. Devera aparecer automaticamente a pagina de instalacéo do software. Faga duplo
clique em Install Software (Instalar software) na pagina de instalagdo do software
(Figura 7).

Install Software Documentation Firmware Drivers

PCR Legal and Authorization Notices

Figura 7. Ecra de instalacao do software.

4. Siga as instrugdes no ecra para efectuar a instalacdo. Quando estiver concluida, o icone
do CFX manager software da Bio-Rad aparece no ambiente de trabalho do computador.

5. Se a pagina de instalacdo ndo aparecer automaticamente, faca duplo clique em
(unidade de CD):\Bio-Rad CFX e, a seguir, abra o ficheiro Readme.txt e siga as
instrucdes nele contidas. Consulte “Instalar o software manualmente” na pagina 120.

Instalar os controladores

Se o sistema CFX96 for executado no Modo de controlo por software, devem ser instalados
controladores no computador. Utilize apenas o cabo USB fornecido, o qual tem um nivel
de blindagem suficiente para evitar a perda de dados.

Para instalar os controladores do sistema:

1. Para ligar a caixa do chassis ao computador, ligue um cabo USB a porta USB 2.0 A
localizada na retaguarda da caixa (Figura 3 na pagina 3) e, em seguida, ligue o cabo
a porta USB 2.0 B localizada no computador.



Instalacado do sistema

2. Se ainda nao estiver ligado, ligue o sistema carregando no interruptor de alimentacéo

localizado na retaguarda da caixa do C1000. Siga as instrucdes do assistente
de deteccdo de hardware novo Found New Hardware Wizard, o qual é lancado depois
de o instrumento ser detectado primeiramente pelo computador.

No primeiro ecra seleccione Yes, this time only (Sim, s6 desta vez) para dar ordem
ao sistema operativo do Windows para ligar a actualizagdo do Windows para procurar
software. Cliqgue em Next (Seguinte).

Indique ao assistente para instalar o software automaticamente (Install the software
automatically). Clique em Next (Seguinte) para continuar a instalar os controladores.

. Clique em Finish (Terminar) no ecra de conclusio da instalagdo do software quando

os controladores estiverem instalados.

Ficheiros de software

O CFX Manager software guarda informacgdes sobre experiéncias em ficheiros especificos
(Tabela 7):

Tabela 7. Abra estes tipos de ficheiros com o CFX Manager software.

Tipo de ficheiro Extensao |Como ver e editar o ficheiro

Protocolo .prcl Seleccione em Experiment Setup (Configuracéo

da experiéncia) e edite no Protocol Editor (Editor
de protocolos)

Placa .pltd Seleccione em Experiment Setup (Configuragéo

da experiéncia) e edite no Plate Editor (Editor de placas)
Dados .pcrd Veja e analise na janela Data Analysis (Analise de dados)
Estudo de genes .mgxd Veja e analise na janela Gene Study (Estudo de genes)
Ficheiro de pré- .zpcr Contém leituras de fluorescéncia da operagcao
dados independente independente que sao convertidas num ficheiro de dados

Execucao de experiéncias

Consumiveis de plastico recomendados

O sistema CFX96 aceita tubos e placas de perfil baixo de 0,2 ml. A Bio-Rad recomenda
0s consumiveis seguintes para os melhores resultados:

MLL-9601. Placas de 96 pocos de perfil baixo, sem saia, com pog¢os transparentes
MLL-9651. Placas de 96 pocos de perfil baixo, sem saia, com pocos brancos

HSP-9601. Hard-Shell® Placas de 96 pogos com saia, com revestimento branco
€ pogos transparentes

HSP-9655. Placas de 96 pocos Hard-Shell com saia, com revestimento e pogos
brancos

TLS-0801. Tiras de 8 tubos de perfil baixo de 0,2 ml, sem tampas, pocos transparentes
TLS-0851. Tiras de 8 tubos de perfil baixo de 0,2 ml, sem tampas, pocos brancos
TCS-0803. Tiras 6pticas planas de 8 tampas, para placas e tubos de 0,2 ml
MSB-1001. Vedantes adesivos Microseal® ‘B’, opticamente transparentes
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Carregar o bloco

Para carregar as reacg¢des no bloco, siga as sugestdes abaixo:

Clique no botao Open Lid (Abrir tampa), localizado no separador Start Run (Iniciar
ciclo) (consulte “Separador Start Run (Iniciar ciclo)” na pagina 24), ou prima o bot&o
da tampa na parte da frente do sistema (Figura 1) para iniciar a abertura da tampa
motorizada

Coloque no bloco as tiras de tubos ou microplacas de 0,2 ml com tampas vedadas.
Verifique se os tubos estdo completamente vedados, para evitar fugas.

Para os melhores resultados, carregue volumes de amostra de 10-25 pl para

o sistema CFX96

NOTA: Para garantir a precisdo da analise de dados, verifique se a orientacéo

das reacgdes no bloco é exactamente idéntica a orientacdo do conteudo dos
poc¢os no separador Plate (Placa) do software. Se for necessério, edite o conteudo
dos pocos antes, durante ou apds o ciclo.

AVISO! Ao operar o sistema CFX96, equilibre sempre as tiras de tubos ou
microplacas cortadas nos pocos (Figura 8). Por exemplo, se executar uma tira
de tubos no lado esquerdo do bloco, execute uma tira de tubos vazia (com
tampas) no lado direito do bloco para equilibrar a pressao aplicada pela tampa
aquecida. Se a pressao nao for equilibrada, as amostras poderdo evaporar-se,
dando origem a ciclos falhados.

Tira de Tira de tubos
tubos para
cheia equilibrio

Figura 8. Equilibre no bloco as tiras de tubos ou microplacas cortadas.

AVISO! Certifique-se de que nada bloqueia a tampa quando esta se fecha. Embora
exista um mecanismo de seguranca que impede o fecho da tampa se esta
detectar uma obstrucéo, ndo coloque nada no caminho da tampa quando esta

se esta a fechar.

Encerrar o sistema

Para encerrar o sistema CFX96, veja as sugestdes seguintes:

Apds um ciclo, clique no botédo de abertura da tampa na parte da frente do sistema
CFX96 para aceder as amostras carregadas no bloco do termociclador

Retire as amostras do bloco e clique no botao de fecho da tampa para fechar

a tampa do sistema CFX96

Prima o interruptor de alimentac&o no painel traseiro do termociclador C1000 para
desligar a alimentacéo do sistema
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Leia este capitulo para obter informagdes sobre como iniciar o CFX Manager software.

e Janela principal do software (abaixo)

¢ Assistente de arranque (pagina 15)

¢ Painel Detected Instruments (Instrumentos detectados) (pagina 16)
Janela Instrument Properties (Propriedades dos instrumentos) (pagina 17)

Janela principal do software

As funcionalidades disponiveis na janela principal do software sdo apresentadas na Figura 9.

Barra
de menus

Painel

Detected st

Instruments
(Instrumentos
detectados)

Barra
de estado

ol
Barra o 8wl Vv Palp
de ferramentas
rt
oo
S H AL
FoomE w
Assistente s
dE arranque + Conate 3 rew [pavemart O v
Fagest o Expermert
Ogan s D Fim
Oper. 8 Gere Saudy
gt U e Prntarer o
Sel o Te protocal and plate to begn a0 espenmert
3 Ao e et I o } [ - s
—
IR |

Figura 9. A janela principal do software.
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Barra de menus

A barra de menus da janela principal do software apresenta os itens indicados na Tabela 8.

Tabela 8. Itens da barra de menus da janela principal do software.

Item de menu

Comando

Funcao

File (Ficheiro)

New (Novo)

Criar um novo protocolo, placa, experiéncia ou estudo
de genes

Open (Abrir)

Abrir ficheiros existentes, incluindo ficheiros

de protocolo (.prcl), placa (.pltd), dados (.pcrd) e estudo
de genes (.mgxd), além de ficheiros de execucao
independentes (.zpcr)

Recent Data Files

Ver uma lista dos dez ultimos ficheiros de dados

(Ficheiros visualizados, e seleccionar um para abrir em Data

de dados Analysis (Anélise de dados)

recentes)

Repeat an Abrir a janela Experiment Setup (Configuracao
Experiment da experiéncia) com o protocolo e a placa de um ciclo

(Repetir uma
experiéncia)

concluido para repetir rapidamente o ciclo

Exit (Sair) Sair do programa de software
View (Ver) Application Log |Mostrar o registo de aplicacdes do software
(Registo
de aplicacoes)
Run Reports Seleccionar numa lista um relatério de ciclo para anélise
(Relatérios
de ciclos)
Startup Wizard Abrir 0 assistente de arranque

(Assistente
de arranque)

Experiment Setup
(Configuragao
da experiéncia)

Abrir a janela Experiment Setup (Configuracao
da experiéncia)

Instrument Abrir a janela Instrument Summary (Resumo
Summary do instrumento)

(Resumo

do instrumento)

Detected Mostrar ou ocultar o painel Detected Instruments
Instruments (Instrumentos detectados)

(Instrumentos

detectados)

Toolbar (Barra
de ferramentas)

Mostrar ou ocultar a barra de ferramentas da janela
principal do software

Status Bar (Barra
de estado)

Mostrar ou ocultar a barra de estado da janela principal
do software

12
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Tabela 8. Itens da barra de menus da janela principal do software. (continuacao)

Item de menu |Comando Funcao

User (Utilizador)|Select User Abrir a janela Select User (Seleccionar o utilizador) para
(Seleccionar mudar de utilizador de software
o utilizador)
Change Password |Alterar a password de utilizador

(Alterar password)

User Preferences
(Preferéncias
do utilizador)

Abrir a janela User Preferences (Preferéncias
do utilizador)

User

Administration
(Administracéo
de utilizadores)

Gerir utilizadores na janela User Administration
(Administrac&o de utilizadores)

Tools
(Ferramentas)

Dye Calibration
Wizard (Assistente
de calibragao

de fluorocromo)

Abrir a janela Dye Calibration (Calibracao
de fluorocromo) para calibrar um instrumento para
um novo fluoréforo

Protocol Abrir a janela Protocol AutoWriter para criar um novo
AutoWriter protocolo

Ta Calculator Abrir a janela Ta Calculator (Calculador de temperatura)
(Calculador para calcular a temperatura de annealing (hibridizacao)

de temperatura)

de preparadores

View Block Status
Log (Ver registo

Ver um registo do bloco do termociclador

de estado

do bloco)

Application Data |Abrir a pasta Application Data (Dados de aplicacdes)
Folder (Pasta para ver ficheiros de software

de dados

de aplicacoes)

User Data Folder
(Pasta de dados
do utilizador)

Abrir a pasta User Data (Dados do utilizador) para
ver ficheiros de dados, de placas e de protocolos

Properties All
Instruments
(Propriedades
de todos

os instrumentos)

Ver as propriedades de todos os instrumentos
detectados, incluindo nimeros de série

Zip Data and Log
Files (Comprimir
ficheiros de dados
e de registo)

Escolher e comprimir ficheiros seleccionados num
ficheiro zip, para armazenar ou enviar por e-mail

Options (Opcdes)

Configurar as definicdes de e-mail do software

13
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Tabela 8. Itens da barra de menus da janela principal do software. (continuacéo)

Item de menu |Comando Funcao
Windows Cascade Dispor as janelas de software em cascata
(Janelas) (Em cascata)
Tile Vertical Dispor as janelas de software de cima para baixo
(Dispor
na vertical)
Tile Horizontal Dispor as janelas de software da direita para a esquerda
(Dispor na
horizontal)
Close All (Fechar |Fechar todas as janelas de software abertas
todas)
Help (Ajuda) Contents (Indice) |Abrir a ajuda do software (Help) para obter mais

informacdes sobre a execucédo de PCR e PCR em tempo
real

Index (Iindice
remissivo)

Ver o indice remissivo na Ajuda (Help) do software

Search (Procurar)

Fazer pesquisas na Ajuda (Help) do software

Gene Expression
Gateway Website

Abrir um website para obter informacdes sobre
a execucgao de experiéncias de PCR e PCR em tempo
real

PCR Reagents

Ver um website com uma lista de consumiveis Bio-Rad

Website para reagentes PCR e PCR em tempo real

PCR Plastic Ver um website com uma lista de consumiveis Bio-Rad
Consumables para experiéncias PCR e PCR em tempo real

Website

Software Updates
(Actualizacdes
de software)

Procurar actualizagdes de software da Bio-Rad

About (Acerca)

Abrir uma janela para ver a versdo do software

Botoes da barra de ferramentas

Clique nos botbes da barra de ferramentas da janela principal do software (Tabela 9) para
aceder rapidamente a comandos de software comuns.

Tabela 9. Botoes da barra de ferramentas da janela principal do software.

Botao Nome do botao Funcao
Abrir um ficheiro de Abrir uma janela do browser para localizar um ficheiro
-@ dados de dados (extensao *.pcrd) e abri-lo na janela Data
y Analysis (Andlise de dados) (pagina 61)
Abrir um estudo de Abrir uma janela do browser para localizar um ficheiro
—_!aﬂ genes de estudo de genes (extensdo .mgxd) e abri-lo
/ na janela Gene Study (Estudo de genes) (pagina 98)

14
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Tabela 9. Botoes da barra de ferramentas da janela principal do software.

Nome do botao

Funcao

Criar um novo estudo

Abrir a janela Gene Study (Estudo de genes)

de genes (pagina 98) para adicionar ficheiros e criar
um novo estudo
Imprimir Imprimir a janela de software actual

Assistente de arranque

Abrir o assistente de arranque (Startup Wizard)
que estabelece a ligacao a funcdes de software
comuns (pagina 16)

Configuracao da
experiéncia

Abrir a janela Experiment Setup (Configuracao
da experiéncia) para executar uma experiéncia
(pagina 21)

Protocol AutoWriter

Abrir a janela Protocol AutoWriter (AutoWriter
de protocolos) para criar um novo protocolo
(pagina 35)

Seleccionar utilizador

Abrir a janela Select User (Seleccionar o utilizador)
para mudar de utilizador de software (consulte “Iniciar
sessao ou seleccionar utilizador” na pagina 105)

Preferéncias do
utilizador

Abrir a janela User Preferences (Preferéncias
do utilizador) (pagina 106)

Ajuda

<t @ ® ¢ A v E:

Abrir a janela da ajuda do software (Help) para obter
mais informagdes sobre a execugado de PCR e PCR
em tempo real

Assistente de arranque

O assistente de arranque aparece automaticamente quando o CFX Manager software é aberto
inicialmente (Figura 9). Caso néo seja apresentado, clique no botao do Assistente
de arranque na barra de ferramentas da janela do software principal.

Opcodes do assistente de arranque:

¢ Create a new Experiment (pagina 21). Configurar o protocolo e a placa para iniciar

uma nova experéncia

¢ Repeat an Experiment. Configurar uma experiéncia com o protocolo e a placa
de um ciclo concluido. Se for necessario, podera editar a experiéncia antes de executar

o ciclo

¢ Open a Data File (pagina 61). Abrir um ficheiro de dados para analisar resultados

¢ Open a Gene Study (pagina 98). Abrir um estudo de expressao de genes com varios
ficheiros para analisar resultados de varias experiéncias de expressao de genes

15
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¢ Open User Preferences (pagina 106). Abrir a janela User Preferences (Preferéncias
do utilizador) para personalizar as definicoes de software

Painel Detected Instruments (Instrumentos detectados)

Os instrumentos ligados sdo apresentados no painel Detected Instruments (Instrumentos
detectados) (Figura 10). Esta lista mostra cada instrumento como um icone cuja designacao
€ um numero de série (predefinicao).

Detected Instruments

el CAZFSIMI.A
__ CA4BFSIMO0.B
5. SogFSiMO

o

CF<30451M03
CF<365IM02

CFX

CFX

Figura 10. Instrumentos mostrados no painel
Detected Instruments (Instrumentos detectados).

Clique com o botéo direito do rato no bloco ou icone do instrumento para seleccionar uma
das seguintes opc¢oes:

¢ View Status (Ver estado). Abrir a janela Run Details (Detalhes do ciclo) para verificar
0 estado do bloco do instrumento seleccionado

¢ Flash Block Indicator (Indicador de bloco intermitente). O indicador LED pisca
no instrumento

¢ Open Lid (Abrir tampa). Abrir a tampa motorizada do bloco do instrumento
seleccionado

¢ Close Lid (Fechar tampa). Fechar a tampa motorizada do bloco do instrumento
seleccionado

e Rename (Mudar o nome). Mudar o nome do instrumento

¢ Properties (Propriedades). Abrir a janela Instrument Properties (Propriedades
dos instrumentos)

e Collapse All (Recolher todos). Recolher a lista de instrumentos no painel Detected
Instruments (Instrumentos detectados)

e Expand All (Expandir todos). Expandir a lista de instrumentos no painel Detected
Instruments (Instrumentos detectados)

16
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Também é possivel controlar um bloco, clicando para tal num icone de bloco de instrumento
no painel Detected Instruments (Instrumentos detectados) e clicando depois num botao
no painel Selected Instruments (Instrumentos seleccionados) (Figura 11).

Selected Instrument

@ View Status

Open Lid

# 4 Close Lid

All Instruments

View Summary

Figura 11. Botoes na parte inferior do painel Detected Instruments
(Instrumentos detectados).

e (Clique em View Status (Ver estado) para abrir a janela Run Details (Detalhes
do ciclo) e verificar o estado do bloco do instrumento seleccionado

¢ Cligue em Open Lid (Abrir tampa) para abrir as tampas motorizadas do instrumento
seleccionado

e (Clique em Close Lid (Fechar tampa) para fechar as tampas motorizadas
do instrumento seleccionado

¢ (Cligue em View Summary (Ver resumo) para abrir a janela Instrument Summary
(Resumo do instrumento)

Se for detectado apenas um instrumento, o botdo de View Summary (Ver resumo)

néo aparece. Para ver a janela Instrument Summary (Resumo do instrumento) em relagao
a um Unico instrumento, seleccione View > Instrument Summary (Ver > Resumo

do instrumento).

Barra de estado

O lado esquerdo da barra de estado, na parte inferior da janela principal do software,
apresenta o estado actual dos instrumentos. Observe o lado direito da barra de estado para
ver o nome do utilizador, a data e a hora actuais.

Clique e arraste o canto direito da barra de estado para redimensionar a janela principal.

Janela Instrument Properties (Propriedades
dos instrumentos)

Para abrir a janela Instrument Properties (Propriedades dos instrumentos) e ver informacdes
sobre um instrumento, clique com o botao direito do rato no icone do instrumento no painel
Detected Instruments (Instrumentos detectados) (Figura 10 na pagina 16).
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Separador Properties (Propriedades)

O separador Properties (Propriedades) mostra nUmeros de série importantes relativos

ao instrumento ligado, incluindo o termociclador e 0 médulo de reaccdo. Sao também
mostradas as versoes de firmware. O nome predefinido de um instrumento é o numero

de série do termociclador C1000, o qual aparece em muitas localizagdes, incluindo o painel
Detected Instruments (Instrumentos detectados) (Figura 12).

Para mudar o nome do instrumento com vista a facilitar a sua identificacao, siga as instrugdes
seguintes:
¢ No separador Instrument Properties (Propriedades dos instrumentos), digite um
nome na caixa Rename (Mudar o nome) na parte superior do separador Properties
(Propriedades) e clique no botdo Rename (Mudar o nome) para guardar o novo
nome

Instrument Properties - [CFX96SIM01] 3]

é.‘ Properties D Shipping Screw h Calibrated Dyes
e e RS
Property Current Latest &
Nickname e e
Model CFX96
Serial Numbers
Base CFX9ESIMOT |-
Block ALPAD123
Optics Shuttle SHUTO123 |
Optical Reaction Module HEADD123
3 J
Firmware Versions
HC12 101130 |
FX2 133 e
PRa270 102421122 e
CFXDSP 1.100
8051 Motorized Lid 50 0 == v

Figura 12. Janela Instrument Properties (Propriedades dos instrumentos)

Separador Shipping Screw (Parafuso de transporte)

O separador Shipping Screw (Parafuso de transporte) inclui instrugdes de instalagéo
e remogao do parafuso de transporte vermelho. Para evitar danificar os médulos de reacgao
épticos, instale o parafuso de transporte sempre que transportar o sistema CFX96.

NOTA: Se o parafuso de transporte for detectado pelo software, a janela
Instrument Properties (Propriedades dos instrumentos) abre-se automaticamente
com o separador Shipping Screw (Parafuso de transporte) em primeiro plano.
Siga as instrugdes para remover o parafuso. Nao é possivel realizar um ciclo
com o parafuso de transporte instalado.
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A informagcéo incluida neste separador muda consoante o parafuso de transporte esteja

instalado ou removido. Por exemplo, para instalar o parafuso de transporte, clique no botao

Install Shipping Screw (Instalar parafuso de transporte) e siga as instrugdes apresentadas

no separador (Figura 13).

Instrument Properties - [CFX96SIM01] 3]

Instructions
1. Click Install Shipping Screw.
2. Open the Optical Module id.

3. Insert the shipping screw into the hole in the
inner heated lid that conesponds to well A1.

4. Click OK to confitm the screw status.

e

& Propetties r_j Shipping Screw h Caltrated Dyes

\

N

>

Shipping Screw is removed.

= g

L mranrats

Figura 13. Instrucoes de instalacao do parafuso de transporte.

Separador Calibrated Dyes (Fluorocromos calibrados)

Abra o separador Calibrated Dyes (Fluorocromos calibrados) para ver a lista de placas
e fluoréforos calibrados para o instrumento seleccionado (Figura 14). Para ver informagdes

detalhadas de uma calibragdo, clique no respectivo botéo Info.

Instrument Properties - [CFX96SIM00]

Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory

é% Properties E_J Shipping Screw | h Calibrated Dyes
Fluorophore  {) Channel ¢ Plate Type ¢ CalibratedBy
1 1 BR Clear
2 1 BR White
3 CalFLRed 1 BR Clear
4 CalFLRed 1 BR White
5 [y5 4 BR Clear
g O 4 BR White
7 F&M 1 BR Clear
g FaM 1 BR White
g HEX 2 BR Clear
10 HEX 2 BR White
11 Quasar 670 4 BR Clear
12 Quasar 670 4 BR White
13 Quasar 705 5 BR Clear

Date O Enors { Detail
5/30/2007 6:35:53 PM
5/30/2007 6:35:53 PM
5/30/2007 6:35:53 PM
5/30/2007 6:35:53 PM
5/30/2007 6:35:53 PM
5/30/2007 6:35:53 PM
5/30/2007 6:35:53 PM
5/30/2007 6:35:53 PM
5/30/2007 6:35:53 PM
5/30/2007 6:35:53 PM
5/30/2007 6:35:53 PM
5/30/2007 6:35:53 PM
5/30/2007 6:35:53 PM

Figura 14. Separador Calibrated Dyes (Fluorocromos calibrados) na janela Instrument

Properties (Propriedades dos instrumentos).
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3 Execucao de experiéncias

Leia este capitulo para obter informagdes sobre a execugédo de experiéncias utilizando
o CFX Manager™ software:

Janela Experiment Setup (Configuracao da experiéncia) (abaixo)
Separador Protocol (Protocolo) (pagina 22)

Separador Plate (Placa) (pagina 23)

Separador Start Run (Iniciar ciclo) (pagina 24)

Janela Run Details (Detalhes do ciclo) (pagina 26)

Janela Experiment Setup (Configuracao da experiéncia)

A janela Experiment Setup (Configuragdo da experiéncia) proporciona um acesso rapido aos
ficheiros e definicdes necessarios para a configuracdo e execugao de uma experiéncia.

Para abrir a janela Experiment Setup (Configuracdo da experiéncia), utilize uma das seguintes
opcoes:

Cligue na opcgéo Create a New Experiment (Criar uma nova experiéncia)

no assistente de arranque (pagina 15)

Clique no botao Experiment Setup (Configuracdo da experiéncia) na barra
de ferramentas principal do software (pagina 21)

Seleccione File > New > Experiment (Ficheiro > Novo > Experiéncia) na barra
de menus principal do software (pagina 12)

A janela Experiment Setup (Configuragdo da experiéncia) apresenta trés separadores:

Protocol. Clique no separador Protocol (Protocolo) para seleccionar um protocolo
existente a executar ou editar, ou para criar um novo protocolo na janela Protocol Editor
(Editor de protocolos) (pagina 29)

Plate. Clique no separador Plate (Placa) para seleccionar uma placa existente

a executar ou editar, ou para criar uma nova placa na janela Plate Editor (Editor

de placas) (pagina 39)

Start Run. Clique no separador Start Run (Iniciar ciclo) (pagina 24) para verificar

as definicdes do ciclo, seleccionar um ou mais blocos de instrumentos e iniciar o ciclo

NOTA: Se o protocolo seleccionado actualmente no separador Protocol (Protocolo)
nao incluir um passo com uma leitura de placa para analise por PCR em tempo
real, o separador Plate (Placa) estara oculto. Para ver o separador Plate (Placa),
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adicione uma “Plate Read” (Leitura de placa) (pagina 32) em pelo menos um passo
do protocolo

NOTA: Para iniciar uma nova experiéncia a partir de um ciclo anterior, seleccione
File > Repeat an Experiment (Ficheiro > Repetir uma experiéncia) na barra

de menus principal do software. A seguir, seleccione o ficheiro de dados (.pcrd)
para a experiéncia que pretende repetir.

A janela Experiment Setup (Configuragdo da experiéncia) abre-se com o separador Protocol
(Protocolo) em primeiro plano (Figura 15). Para abrir outro separador, clique nesse separador
ou clique nos botdes Prev (Anterior) e Next (Seguinte) na parte inferior da janela.

F

Options

] Protocol | (53] Plate | B StartRun

Express Load

CFx_2stepémp. prcl i
Selected Pratocol

CFA_2stepdmp. prel

Preview

Est. Run Time: 01:03.00 (38 Wells-4ll Channels] Sample Valume: 25ul

1 2 3 4

3650 C 3650 C
00 0:10

550 C
0:30

o-oo

2
M ox

Figura 15. A janela Experiment Setup (Configuracao da experiéncia), incluindo
os separadores Protocol (Protocolo), Plate (Placa) e Start Run (Iniciar ciclo).

Separador Protocol (Protocolo)
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O separador Protocol (Protocolo) mostra uma pré-visualizagéo do ficheiro de protocolo
seleccionado carregado na configuracdo da experiéncia (Figura 15). Um ficheiro de protocolo
contém as instrucdes para os passos da temperatura do instrumento e as opg¢des

do instrumento que controlam a velocidade de rampa e a temperatura da tampa.

Seleccione uma das opgdes seguintes para seleccionar um protocolo existente, criar um novo
protocolo ou editar o protocolo seleccionado actualmente:

e Botao Create New. Abrir o Protocol Editor (Editor de protocolos) para criar um novo
protocolo

¢ Botao Select Existing. Abrir uma janela do browser para seleccionar e carregar
um ficheiro de protocolo existente (extensao .prcl) no separador Protocol (Protocolo)
¢ Menu pendente Express Load. Seleccionar rapidamente um protocolo para carrega-lo
no separador Protocol (Protocolo)
SUGESTAOQ: Para adicionar ou eliminar protocolos no menu Express Load
(Carregar rapido), adicione ou elimine ficheiros (extensao .prcl) na pasta Express
Load (Carregar rapido). Para localizar esta pasta, seleccione Tools > User Data
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Folder (Ferramentas > Pasta de dados do utilizador) na barra de menus da janela
principal do software

e Botao Edit Selected. Abrir o protocolo seleccionado actualmente no Protocol Editor

Ciclos End Point Only (S6 de ponto final)

Para executar um protocolo que contenha apenas um passo de aquisi¢ao de dados de ponto
final, seleccione Options > End Point Only Run (Opcdes > Ciclo sé de ponto final)

em Options (Opg¢des) na barra de menus da janela Experiment Setup (Configuragéo

da experiéncia). O protocolo de ponto final predefinido, que inclui dois ciclos de 60,0°C
durante 30 segundos, € carregado no separador Protocol (Protocolo). Para alterar

a temperatura do passo ou o volume de amostra para o ciclo sé de ponto final, clique

no separador Start Run (Iniciar ciclo) e edite a temperatura de passo (Step Temperature)

ou o volume de amostra (Sample Volume).

Separador Plate (Placa)

O separador Plate (Placa) mostra uma pré-visualizagao do ficheiro de placa seleccionado
carregado na configuracéo da experiéncia (Figura 16). Numa experiéncia de PCR em tempo
real, o ficheiro de placa contém uma descricdo do conteudo de cada po¢o, do modo de leitura
e do tipo de placa. O CFX Manager software utiliza essas descrigcdes para a recolha e analise
de dados.

Seleccione uma das opgdes seguintes para seleccionar uma placa existente, criar uma nova
placa ou editar a placa seleccionada actualmente:
e Botao Create New. Abrir o Plate Editor (Editor de placas) para criar uma nova placa
¢ Botao Select Existing. Abrir uma janela do browser para seleccionar e carregar
um ficheiro de placa existente (extensao .pltd) no separador Plate (Placa)
¢ Menu pendente Express Load. Seleccionar rapidamente uma placa para carrega-la
no separador Plate (Placa)
SUGESTAOQ: Para adicionar ou eliminar placas no menu Express Load (Carregar
rapido), adicione ou elimine ficheiros (extensao .pltd) na pasta Express Load
(Carregar rapido). Para localizar esta pasta, seleccione Tools > User Data Folder
(Ferramentas > Pasta de dados do utilizador) na barra de menus da janela principal
do software.
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e Botao Edit Selected. Abrir a placa seleccionada actualmente no Plate Editor

[A] Protocol | (22 Plate | s> StatRun
3 . pit

Select Existing.. QuickPlatsiphd M

Selected Plate

QuickPlate. pitd EdR Selected...

Preview

Fluorophores: FAM, HEX, ROX, Cy5. Quasar 705 Flate Type: BR Whie Scan Mode: All Channels

1 2 3 4 5 3 7 8 9 10 11 12

A Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
B Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
C Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
D Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
E Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
F Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
G Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
H Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

Figura 16. Janela do separador Plate (Placa).

Separador Start Run (Iniciar ciclo)

O separador Start Run (Iniciar ciclo) (Figura 17) inclui uma secgéo para verificar a informagéo
sobre o ciclo que ira ser iniciado, incluindo os ficheiros de protocolo e placa seleccionados,
€ uma secg¢ao para seleccionar o bloco do instrumento.

¢ Painel Run Information (Informacao do ciclo). Ver os ficheiros de protocolo e de placa
seleccionados e a definicdo do modo de leitura (Scan Mode) de aquisicéo de dados.
Introduza notas opcionais sobre a experiéncia na caixa Notes (Notas)
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¢ Painel Start Run on Selected Block(s) (Iniciar ciclo no(s) bloco(s)
seleccionado(s)). Seleccione um ou mais blocos, edite os parametros do ciclo
(se necessario) e clique no botao Start Run (Iniciar ciclo) para iniciar a experiéncia

Options
(7] Protocol | EZ3) Plate| #f> StatRun
Run Information

Protocol : CFX_2stepAmp.prcl

Plate : QuickPlate_96 wells_All Channels.pitd

Notes :

ScanMode:  All Channels
Start Run on Selected Block(s)

Block Name a Type Status Sample Volume ID
" C48FSIMO0 Idle 25
[] C48FsiMons " C48FSIMO0 Idle %
[] CFX38sIMO1 CFX985IMO1 Idle P
[] S96FSIMO2 S96FSIM02 Idle %
[ Select All Blocks
@ FlashBlock Indicator | ¢ J 2

Figura 17. O separador Start Run (Iniciar ciclo).

Para adicionar ou remover pardmetros do ciclo da folha de célculo no painel Start Run on
Selected Block(s) (Iniciar ciclo no(s) bloco(s) seleccionado(s)), clique com o botao direito
do rato na lista e seleccione uma op¢ao do menu para apresentar. Para seleccionar o valor
a alterar, clique no texto dentro da célula para selecciona-lo e digite na célula, ou seleccione
um novo parametro no menu pendente. Os parametros editaveis incluem:

e Temperatura da tampa. Ver a temperatura da tampa. Anule a temperatura predefinida
da tampa seleccionando o texto e digitando uma nova temperatura

AVISO! A alteragdo da temperatura da tampa pode influenciar os resultados
e resultar em ciclos falhados.

Botoes de controlo do instrumento
Clique nos botdes seguintes no separador Start Run (Iniciar ciclo) para operar remotamente
os instrumentos seleccionados:

e Start Run. Iniciar a experiéncia nos blocos de instrumentos seleccionados

¢ Flash Block Indicator. O indicador LED pisca nos blocos de instrumentos
seleccionados

¢ Open Lid. Abrir a tampa motorizada nos blocos de instrumentos seleccionados
¢ Close Lid. Fechar a tampa motorizada nos blocos de instrumentos seleccionados
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Janela Run Details (Detalhes do ciclo)

Ao clicar no botao Start Run (Iniciar ciclo), o CFX Manager software sugere que guarde
o nome do ficheiro de dados e, a seguir, abre a janela Run Details (Detalhes do ciclo).

Analise a informagao nesta janela para monitorizar o progresso do ciclo.

e Separador Run Status (Estado do ciclo). Verificar o estado actual do protocolo, abrir a
tampa, fazer uma pausa num ciclo, adicionar repeti¢cdes, ignorar passos ou parar o ciclo

e Separador Real-Time Status (Estado de tempo real). Ver os dados de fluorescéncia
da PCR em tempo real a medida que sao recolhidos

e Separador Time Status (Estado do tempo). Ver em ecra total um temporizador

de contagem decrescente para o protocolo

A Figura 18 mostra as funcdes da janela Run Details (Detalhes do ciclo).

=

Run Details - CEX Run [CEX965IM00]|- admin_2008-08-0513-21-52 CEX965IM00. pcrd

o8] LR
‘-'\_.é Run Status || ' Realtime Status @ Time Status

Run Status

950 C

2 3

950 C

0:30

Step 3 of 4
Repeat 6 of 40

002

E50 C
010

o—-oo

65.0 °C for 00:00:03 | Sample: 0.0°C
Reraining 00:35:30 | Lid 105 °C.

Running

l lﬁ Cloe Lid

l P"i‘ Add Repeats [;ﬂ‘ Skip Step ]

Flash Black
Indicator

Iﬁ Open Lid
4

l l UJ Pause

|

Rur Information

Pratocal:

Plate:

Sample
“Yolume:

Scan
hode:

D ata File
Mame:

Motes:

fast.prcl

GuickPlate_36 wells_Al
Channels. pltd

250l
All Channels

admin_2008-08-05
13-21-52_CF<965IM00. perd

Figura 18. Janela Run Details (Detalhes do ciclo).

Separador Run Status (Estado do ciclo)

O separador Run Status (Estado do ciclo) (Figura 18) mostra o estado actual de um ciclo
em curso na janela Run Details (Detalhes do ciclo) e apresenta botdes (pagina 27) para

controlar a tampa e alterar o ciclo em curso.

¢ Painel Run Status (Estado do ciclo). Apresenta o progresso actual do protocolo,
incluindo o passo actual, a repeticdo GOTO actual, temperatura do bloco, tempo
de espera remanescente para o passo actual, temperatura da amostra, temperatura

da tampa e do vaivém

¢ Botoes de estado do ciclo. Cligue num dos botdes para operar remotamente
o instrumento ou para interromper o protocolo actual

¢ Painel Run Information (Informacao do ciclo). Apresenta detalhes da experiéncia
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BOTOES DO SEPARADOR RUN STATUS (ESTADO DO CICLO)

Clique num dos botdes mostrados na Tabela 10 para operar o instrumento a partir

do software, ou para alterar o ciclo em curso.

NOTA: Alterar o protocolo durante o ciclo (por exemplo, adicionar repeticdes), ndo altera

o ficheiro de protocolo associado ao ciclo. Estas ac¢des séo registadas no registo do ciclo
(Run Log).

Tabela 10. Bot6es do estado do ciclo e respectivas fungodes.

Botao Funcao

Abrir a tampa motorizada nos instrumentos seleccionados

#"7 Open Lid ‘ AVISO! Abrir a tampa durante um ciclo faz uma
pausa no ciclo durante o passo actual e pode
alterar os dados.

Fechar a tampa motorizada nos instrumentos seleccionados

#1 Closs Lid ‘

Adicionar mais repeticbes ao passo GOTO actual
’ do protocolo. Este botido sé esta disponivel quando
esta em execucao um passo GOTO

@Add Repeats

Ignorar o passo actual do protocolo. Se um passo GOTO
@ Skip Step for ignorado, o software verifica se pretende ignorar o ciclo
GOTO total e avancar para o préximo passo do protocolo

O indicador LED pisca no instrumento seleccionado para
identificar os blocos seleccionados

. Flazh Block
[ndicator

Fazer uma pausa no protocolo

Ud Fauze

NOTA: Esta accéo é registada no registo do ciclo (Run Log).

Retomar um protocolo que estava em pausa

Ul Besume

Parar o ciclo antes da concluséo do protocolo

@ Stop AVISO! Parar prematuramente um ciclo pode
alterar os dados e ter como consequéncia a falha
da experiéncia.
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Separador Real-Time Status (Estado do tempo real)

O separador Real-time Status (Estado do tempo real) (Figura 19) mostra os dados de PCR
em tempo real recolhidos em cada ciclo durante o protocolo apds as duas primeiras leituras
de placa. Este separador mostra também o selector de pogos e texto que descreve o estado
do protocolo na parte inferior da janela.

Run Details - CEX Run [CEX965IM00]|- admin_2008-08-0513-21-52 CEX265IM00. pcrd

u Fiun Status Q Realtime Status O Time Status

Amplification

RFU

- BB BE

1 2

FiM ] HEX [ TexasRed [ Cy5 [ Quasar 705 Step Number: |2 [amp] v
1 2 3 4 5 B 7 g 4 10 1 12

3 Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Uk Uik Uik Lk

B unk Unk Unk Urk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

[3 Unk Unk Unk Uk Unk Unk Unk Unk Ul Urlle Uik Uik

D unk Unk Unk Uk Unk Unk Unk Unk Unlk Unlk Unlk Unlk

E Unk Unk LUnk Urk Uk Uk Uk Uk Unk Unk Unk Link

F unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unlk Unlk Uk Uk

G unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unlk Unlk Unlk Uk

H Unk Unk Unk Urk Urik Urik Urik Urik Unk Unk Unk Link
Step 3 of 4 66.0 °C for 00:00:01 Sample: 0.0°C [%V\ew/EditP\ate I [Flj Replace Plte l
Repest § of 40 Remaining 00:34:43 Lict 105 °C, Shuttle 45.0 'C

Figura 19. O separador Real-time Status (Estado do tempo real)
mostra os dados durante um ciclo.

SUBSTITUIR UM FICHEIRO DE PLACA

Durante um ciclo, substitua o ficheiro de placa clicando no botdao Replace Plate (Substituir
placa) (Figura 19) no separador Real-time Status (Estado do tempo real). Seleccione o novo
ficheiro de placa (.pltd) na lista do browser Windows.

NOTA: O CFX Manager software verifica o modo de leitura e o tamanho da placa
para o ficheiro de placa; estes devem coincidir com as definicbes do ciclo
iniciadas durante a experiéncia.

SUGESTAO: A substituicdo de um ficheiro de placa é especialmente (til se iniciar
um ciclo com um ficheiro Quick Plate (Placa rapida) na pasta Express Load
(Carregar rapido).

Separador Time Status (Estado do tempo)

O separador Time Status (Estado do tempo) mostra um temporizador de contagem
decrescente para o ciclo actual.
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4 Protocolos

Leia o capitulo seguinte para obter informacdes sobre a criacdo e edicao de ficheiros
de protocolos:

e Janela Protocol Editor (Editor de protocolos) (abaixo)
¢ Controlos do Protocol Editor (pagina 31)

¢ Modo de controlo da temperatura (pagina 35)

e Protocol AutoWriter (pagina 35)

Janela Protocol Editor (Editor de protocolos)

Um protocolo da instrugdes ao instrumento para controlar os passos da temperatura,
a temperatura da tampa e outras opg¢des do instrumento. Abra a janela Protocol Editor
(Editor de protocolos) para criar um novo protocolo ou para editar o protocolo actualmente
seleccionado no separador Protocol (Protocolo). Depois de criar ou editar um protocolo no
Protocol Editor, clique em OK para carregar o ficheiro do protocolo na janela Experiment
Setup (Configuracao da experiéncia) e executa-lo.

AVISO! Confirme sempre que o protocolo carregado esta correcto no separador

Start Run (Iniciar ciclo) antes de iniciar o ciclo. Executar um ciclo com o protocolo
errado pode alterar os dados ou resultar num ciclo falhado.

Abrir o Protocol Editor (Editor de protocolos)

Para abrir o Protocol Editor (Editor de protocolos), utilize uma das seguintes opc¢oes:

e Para criar um novo protocolo, seleccione File > New > Protocol (Ficheiro > Novo >
Protocolo) ou clique no botao Create New (Criar novo) no separador Protocol
(Protocolo) (pagina 22)

e Para abrir um protocolo existente, seleccione File > Open > Protocol (Ficheiro >
Abrir > Protocolo) ou clique no botao Open Existing (Abrir existente) no separador
Protocol (Protocolo) (pagina 22)

e Para editar o protocolo actual no separador Protocol (Protocolo), clique no botédo
Edit Selected (Editar seleccionado) no separador Protocol (pagina 22)
SUGESTAO: Para alterar as predefinicdes na janela Protocol Editor, introduza
as alteracdes no separador Protocol (Protocolo) na janela User Preferences
(Preferéncias do utilizador) (pagina 106)
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Janela Protocol Editor (Editor de protocolos)

A janela Protocol Editor (Editor de protocolos) (Figura 20) inclui as fungbes seguintes:
¢ Barra de menus. Seleccionar definicdes para o protocolo
e Barra de ferramentas. Seleccionar opgdes de edigcao do protocolo

¢ Protocolo. Ver o protocolo seleccionado na forma de grafico (em cima) e como texto
(em baixo). Clique na temperatura ou no tempo de espera na visualizagdo de grafico
ou de texto de qualquer passo para introduzir um novo valor

e Botoes do Protocol Editor. Para editar o protocolo, clique num dos botdes a esquerda
da visualizag&o de texto

Protocol Editor - CEX_2stepAmp. prcl
File  Settings  Tools
H _‘% Insert Step | After w || Sample Volume ul Est. Run Time 01:09:00 9
1 2 H 4
& 950
200 010
50 C . -
a M
D] B
@
2
o B

1 950 C for 3:00
— 2 90 C for(:10
3 B850 C for0:30
Insert Gradient | +PlateRead
4 GOTO 2 .39 more times

Insert GOTO END

@ Insert Melt Curve

{5 4dd Plate Read to Step
Step Options

_jil Delete Step

g

=3
2
£
e
T
0

Figura 20. Janela Protocol Editor (Editor de protocolos)
com botoes de edicao de protocolos.

Barra de menus do Protocol Editor (Editor de protocolos)

A barra de menus da janela Protocol Editor (Editor de protocolos) apresenta os itens de menu
indicados na Tabela 11.

Tabela 11. Barra de menus do Protocol Editor (Editor de protocolos).

Item de menu|Comando Funcao

File (Ficheiro) |Save (Guardar) |Guardar o protocolo actual

Save As Guardar o protocolo actual com um novo nome ou noutra
(Guardar como) |localizacéo

Close (Fechar) |Fechar o Protocol Editor (Editor de protocolos)

Settings Lid Settings Abrir a janela Lid Settings (Definicdes da tampa) para alterar
(Definicdes) |(Definicdes da  |ou definir a temperatura da tampa
tampa)
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Tabela 11. Barra de menus do Protocol Editor (Editor de protocolos). (continuacao)

Item de menu|Comando Funcao
Tools Gradient Seleccionar o tipo de bloco para um passo do gradiente.
(Ferramentas) |Calculator
(Calculador
de gradiente)
Run-time Seleccionar o instrumento e o modo de leitura a utilizar
Calculator para calcular o tempo de execucgédo previsto na janela
(Calculador Experiment Setup (Configuragdo da experiéncia)
de tempo

de execucéo)

A barra de ferramentas da janela Protocol Editor (Editor de protocolos) permite o acesso
rapido a fungdes importantes. A Tabela 12 mostra as fun¢cdes dos botdes da barra
de ferramentas do Protocol Editor.

Tabela 12. Botoes da barra de ferramentas do Protocol Editor (Editor de protocolos).

Botao e menus da barra
de ferramentas

Nome Funcao

Save (Guardar) |Guardar o ficheiro de protocolo actual

=
=

T

Print (Imprimir) Imprimir a janela seleccionada

Insert Step Seleccione After (Depois) ou Before (Antes)

Insert Step @ | After :
" After

(Inserir passo)

para inserir um passo relativo ao passo
actualmente realcado

Sample Volume

Introduza um volume de amostra

sample Volume : [25_]u (Volume de em pl entre 0 e 50. O volume de amostra
amostra) determina o modo de controlo
da temperatura (pagina 35). Introduza
zero (0) para seleccionar o modo de bloco
Run Time (Tempo |Ver um tempo de execugdo previsto

Run Time 00:57:00

de execucéo)

com base nos passos do protocolo
e na velocidade de rampa

?

Help (Ajuda)

Abrir a ajuda (Help) do software para obter
mais informacgdes sobre protocolos

Controlos do Protocol Editor (Editor de protocolos)

A janela Protocol Editor (Editor de protocolos) apresenta botbes para editar o protocolo

na parte inferior esquerda do ecra. Em primeiro lugar, seleccione e realce um passo

do protocolo clicando com o ponteiro do rato. A seguir, clique num dos botdes do Protocol
Editor (Editor de protocolos) no lado inferior esquerdo da janela. A localizacao para a insercao
de um novo passo (Before (antes)) ou (After (depois)) do passo seleccionado actualmente

é determinada pelo estado da caixa Insert Step (Inserir passo) na barra de ferramentas.
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Botao Insert Step (Inserir passo)

Para inserir um passo de temperatura antes ou depois do passo seleccionado actualmente:
1. Clique no botéo Insert Step (Inserir passo).

2. Para alterar a temperatura ou o tempo de espera, clique no valor predefinido
na visualizacao de grafico ou de texto e introduza um novo valor.

Adicionar ou remover uma leitura de placa

Para adicionar uma leitura de placa a um passo ou para remover uma leitura de placa
de um passo:

1. Seleccione o passo clicando no mesmo, na visualizacdo de grafico ou de texto.

2. Cligue no botao Add Plate Read to Step (Adicionar leitura de placa a passo) para
adicionar uma leitura de placa ao passo seleccionado. Se o passo ja contiver uma leitura
de placa, o texto do botdo muda para Remove Plate Read (Remover leitura de placa).
Clique para remover uma leitura de placa do passo seleccionado.

Botao Insert Gradient (Inserir gradiente)

Para inserir um passo de gradiente antes ou depois do passo seleccionado actualmente:

1. Para inserir um passo de gradiente de temperatura, clique no botéo Insert Gradient
(Inserir gradiente).

2. Para alterar o intervalo de temperaturas de gradiente, clique na temperatura predefinida
na visualizagao de grafico ou de texto e introduza uma nova temperatura.

3. Para editar o tempo de espera, clique no valor predefinido na visualizagao de grafico
ou de texto e introduza um novo tempo.
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A Figura 21 mostra o passo de gradiente inserido. As temperaturas de cada fila do gradiente
sdo mostradas no lado direito da janela.

E’J ! éﬂ ‘Insert Step |After v ‘Sample Volume |.JI :Run Time 01:28:00 ‘ ?
1 2 3 4 5
950 C 950 C
i 300 0:10 850 C
155. 05 550 C G E
0.30 0:30 ? g
= LS
3/ x
1 950 C for 3:00 Gradient
=
[ nsentstep | 5 250 cmowo Step 3
3 Gradient 55.0 /650 C for 0:30 a leso |
[ Inset Grade J 4 550 C for 030 —
123 + Plate Read E164.5 |
== 5 GOTOs2: 89 more times C |63.3 |
(=] j63.3 |
END D |61.4 |
E E |[59.0 |
F |57.0
[@Add Plate Read to Step ] G 557 |
H [55.0
[ Step Options Range
— 10.0
[E Delete Step l

Figura 21. Protocolo com o passo de gradiente inserido.

Botao Insert GOTO (Inserir GOTO)

Para inserir um passo GOTO antes ou depois do passo seleccionado:
1. Clique no botéo Insert GOTO (Inserir GOTO).

2. Para alterar o nimero de passo GOTO ou o numero de repeticbes GOTO, clique
noSavenumero predefinido na visualizagao de gréafico ou de texto e introduza
um novo valor.

A Figura 21 mostra um passo GOTO inserido no final do protocolo. Repare que o ciclo GOTO
inclui os passos 2 a 4.

Botao Insert Melt Curve (Inserir curva de fusao)

Para inserir um passo de curva de fusédo antes ou depois do passo seleccionado:
1. Clique no botéo Insert Melt Curve (Inserir curva de fusao).

2. Para alterar o intervalo de temperaturas de fusdo ou incrementar o tempo, clique
noSavenumero predefinido na visualizagao de grafico ou de texto e introduza um novo
valor. EmSavealternativa, clique no botao Step Options (Opcdes de passos) para
introduzir oSaveintervalo de gradientes na janela Step Options (Opcdes de passos)
(pagina 34).

NOTA: Nao é possivel inserir um passo de curva de fusdo num ciclo GOTO.

NOTA: O passo de curva de fusao inclui um tempo de espera de 30 segundos
noSaveinicio do passo que nao € mostrado no protocolo.
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Figura 22 - passo de curva de fusdo adicionado apos o passo 6.

E’l *% Insert Step | After

v || sample votume 5 |1l | Run Tine o1:30:00 | 2

1

950 C

2
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/
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3 4

\ 550 C i/ 030
010 fol

720 C

5

m Inseit Gradient

=]

= 2

1

950 C for 3:00
950 C for 0:10

/ 010

950 C

al
2
3
4

550 C for 0:10
720 C for 0:30
+ Plate Read

amadi’)
6

GOTOD 2 39 more times

850 C for 0:10

END

[ 7 MekCurve G 0950 C,increment 05 €,
_ fo 005  +Plate Read

Figura 22. Protocolo com o passo de curva de fusao inserido.

Opcoes de passos

Para alterar uma opg¢éo de passo relativamente ao passo seleccionado:
1. Seleccione um passo clicando ho mesmo, na visualizagao de gréafico ou de texto.

2. Cligue no botao Step Options (Opcdes de passos) para abrir a janela Step Options.

3. Para adicionar ou remover opgdes, introduza um ndmero, edite um nimero ou clique
naSavecaixa de selecgéo.
SUGESTAQ: Para que um passo fique para sempre em espera (espera infinita),
introduza zero (0.00) para o tempo.

A Figura 23 mostra o passo seleccionado com um gradiente de 10°C. Repare que algumas
opcodes ndo estao disponiveis num passo de gradiente. Um passo de gradiente ndo pode
incluir uma alteragéo da velocidade de rampa ou incremento.

Step 1

Temperature

Gradient

Ramp Rate
Time:
Extend

Increment |

[] Plate Read

oo |°C

| °Cleycle
: °Cfsec
1'3:00 \ secfoycle
\: - i secfcycle

= = e i Oy IS0 e By = R - )

Step Options @

Gradient
1100.0

|99.5
|98.4
|96.4

|94.1

192.1

|90.8

;VQD.O

0K

][ Cancel ]

Figura 23. Opcao de passo para um gradiente.

A janela Step Options (Op¢des de passos) mostra as opgdes seguintes que podem
ser adicionadas ou removidas dos passos:

¢ Plate Read. Seleccionar a caixa para incluir uma leitura de placa
e Temperature. Introduzir uma temperatura alvo para o passo seleccionado
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¢ Gradient. Introduzir um intervalo de gradientes para o passo

¢ Increment. Introduzir uma temperatura para incrementar o passo seleccionado;
aSavequantidade do incremento é adicionada a temperatura alvo com cada ciclo

e Ramp Rate. Introduzir uma velocidade para o passo seleccionado; o intervalo depende
do tamanho do bloco

¢ Time. Introduzir um tempo de espera para o passo seleccionado

e Extend. Introduzir um tempo de prolongamento do passo seleccionado. O tempo
deSaveprolongamento é adicionado ao tempo de espera com cada ciclo

e Beep. Seleccionar a caixa para incluir um sinal sonoro (bipe) no fim do passo

SUGESTAO: Ao introduzir um nimero que esteja fora do intervalo de opcdes,
oSavesoftware altera o nUmero para a entrada mais préxima dentro do intervalo.

Botao Delete Step (Eliminar passo)

Para eliminar um passo do protocolo:
1. Seleccione um passo na visualizag&o de grafico ou de texto.

2. Clique no botao Delete Step (Eliminar passo) para eliminar o passo seleccionado.
AVISO! Esta funcido ndo pode ser anulada.

Modo de controlo da temperatura

O instrumento utiliza um de dois modos de controlo da temperatura para determinar
o0 momento em que a amostra atinge a temperatura alvo num protocolo.

Introduza um volume de amostra no editor de protocolos para seleccionar um modo
de controlo da temperatura:

¢ Modo calculado. Ao introduzir um volume de amostra entre 1 € 50 pl, o termociclador
calcula a temperatura da amostra com base no volume. Este € o modo padréo

¢ Modo de bloco. Ao introduzir um volume de amostra de zero (0) pl, o termociclador
regista a temperatura da amostra com sendo igual a temperatura medida do bloco

Protocol AutoWriter

Abra o Protocol AutoWriter para gravar protocolos rapidamente para experiéncias de PCR
e PCR em tempo real. Para abrir o Protocol AutoWriter, seleccione uma das seguintes opgoes:

¢ Clique no botédo do Protocol AutoWriter na barra de ferramentas da janela principal
do software

¢ Seleccione Tools > Protocol AutoWriter (Ferramentas > Protocol AutoWriter)
na barra de menus da janela principal do software
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Figura 24 - protocolo (parte inferior da janela) gravado pelo Protocol AutoWriter.

Enter Target Values/Enzyme Additional Parameters (Optional)
Gradierd Range C

{100} bp Ta Calculator

Amplicon Length
Hot Start Actabion £

Ammesing Temperatwe(Ta) (800 21C G 10 O Prot O Ot s ;

Enter Annealing temperature or use the Ta Calcuator. The Annealing tempesature vall be
automaticaly adpssted based on enzyme and speed selections.

If wsing Proof, 3°C will be added to the Ta.

Vol ® Realtine PCR
\/ \/ \/ Oerm=

v Run Time
01:04:00

1 2 i 3 4 s

720 C
015

i2
N

(Cooes

Figura 24. Janela Protocol AutoWriter com um novo protocolo.

Criar um protocolo com o Protocol AutoWriter

A janela Protocol AutoWriter utiliza informagdes sobre a reaccéo para gerar automaticamente
um ficheiro de protocolo. Siga estes passos para utilizar o Protocol AutoWriter para criar um
novo protocolo:

1.

Clique no botao do Protocol AutoWriter na barra de ferramentas para abrir a janela
Protocol AutoWriter.

Introduza a Annealing Temperature (Ta) (Temperatura de annealing) e o Amplicon
Length (Comprimento do amplicon) nas caixas do painel Enter Target Values/Enzymes
(Introduzir valores alvo/enzimas). Se ndo conhece a temperatura de annealing para
preparadores, clique no botao Ta Calculator (Calculador de temperatura) para introduzir
as sequéncias de preparadores e calcular a temperatura de annealing. Para informacdes
sobre os calculos utilizados no calculador de temperatura, consulte Breslauer

et al. 1986.

Seleccione um tipo de enzima na lista de opg¢des (iTaq, iProof ou Other).

Adicione parametros no painel Additional Parameters (Optional) (Parametros
adicionais (opcional)) se pretende adicionar um intervalo de gradientes (Gradient Range),
uma temperatura de activacao “hot start” (Hot Start Activation) ou um tempo

de prolongamento final (Final Extension) ao protocolo.

Seleccione uma velocidade de protocolo (Standard (Padrao), Fast (Rapido), Ultrafast
(Ultra-rapido) ou, deslocando para tal o cursor vertical deslizante no painel Type (Tipo).
Ao deslocar a barra deslizante, o software ajusta o tempo de execucéo total. Seleccione
Real-time PCR (PCR em tempo real) para comunicar ao software para recolher dados
de fluorescéncia.
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6. Reveja o protocolo no painel Preview (Pré-visualizacao) e o tempo de execucgéo total.
Efectue as alteracdes necessarias.

7. Clique em OK para guardar o novo protocolo, ou clique em Cancel (Cancelar)
para fechar a janela sem guardar o protocolo.

NOTA: A Bio-Rad Laboratories ndo garante que a execugao de um protocolo
gravado na janela Protocol AutoWriter resultara sempre num produto de PCR.
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5 Placas

Leia este capitulo para obter informagdes sobre a criacdo e edigdo de ficheiros de placas:
Janela Plate Editor (Editor de placas) (abaixo)

Janela Select Fluorophores (Seleccionar fluoréforos) (pagina 42)

Controlos de carregamento dos pocos (pagina 42)

Janela Well Groups Manager (Gestor de grupos de pocos) (pagina 47)

Janela Plate Editor (Editor de placas)

Um ficheiro de placa contém parametros de execugao, tais como o modo de leitura

e fluoroforos, e o conteddo dos pocgos, e indica ao instrumento a forma como deve analisar
os dados. Abra a janela Plate Editor (Editor de placas) para criar uma nova placa ou para
editar a placa actualmente seleccionada no separador Plate (Placa). Depois de criar ou editar
uma placa no editor de placas, clique em OK para carregar o ficheiro da placa na janela
Experiment Setup (Configuragdo da experiéncia) e executa-lo.

Para executar uma experiéncia, tem de carregar pelo menos um pogo com o tipo de amostra
e fluordéforo.

SUGESTAO: Clique no botdo Plate Loading Guide (Guia de carregamento

de placas) para abrir a respectiva janela de guia de carregamento de placas a partir

da barra de ferramentas para ver rapidamente as instru¢cdes de carregamento

de uma placa.

Abrir o Plate Editor (Editor de placas)

Para abrir a janela Plate Editor (Editor de placas) (Figura 25), utilize uma das seguinte op¢des:

e Para criar uma nova placa, seleccione File > New > Plate (Ficheiro > Nova > Placa)
ou clique no botdo Create New (Criar nova) no separador Plate (Placa) (pagina 23)

e Para abrir uma placa existente, seleccione File > Open > Plate (Ficheiro > Abrir >
Placa) ou clique no botao Open Existing (Abrir existente) no separador Plate (Placa)
(pagina 23)

¢ Para editar o protocolo actual no separador Plate (Placa), clique no botdo Edit
Selected (Editar seleccionado) no separador Plate (pagina 23)

e Para abrir a placa associada a um ficheiro de dados na janela Data Analysis (Analise
de dados) (pagina 61), faca clique em View/Edit Plate (Ver/Editar placa) na barra
de ferramentas
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Plate Editor - GE_96 wells_ SYBR only.pltd
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Figura 25. Janela Plate Editor (Editor de placas).

Dimensao e tipo de placa

O software aplica as seguintes definicbes de placa a todos os pogos durante a experiéncia:

¢ Plate Size. Seleccione um Plate Size (tamanho de placa) sob o menu Settings
(Definicdes) que represente a dimensao do bloco do médulo de reacgao do instrumento.
Ao seleccionar o tipo de instrumento, CFX96, na opg¢ao do menu pendente no Startup
Wizard (Assistente de arranque), ira alterar a dimensao de placa predefinida carregada
no separador Plate (Placa) da janela Experiment Settings (Definicbes da experiéncia).
No Plate Editor (Editor de placas), seleccione a dimensao da placa no menu Settings
(Definicdes) (consulte a Tabela 13 na pagina 41). A dimensao da placa nao pode
ser alterada durante ou apds a experiéncia

¢ Plate Type. Seleccione Clear Wells (Pocgos transparentes) ou White Wells (Pocos
brancos) em Plate Type (Tipo de placa) sob o menu Settings (Definicdes). Certifique-se
de que o fluoréforo que esta a ser utilizado na experiéncia esta calibrado para o tipo
de placa seleccionado

NOTA: Os instrumentos CFX96 vém calibrados de fabrica para muitas
combinagdes de marcador fluorescente e placas. A calibracéo é especifica do
instrumento, fluorocromo e tipo de placa. Para calibrar uma nova combinacéao
de fluorocromo e tipo de placa num instrumento, seleccione Tools > Calibration
Wizard (Ferramentas > Assistente de calibracio) (consulte “Assistente de
calibragdo” na pagina 115)
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Modo de leitura

O sistema CFX96 excita e detecta fluoréforos em seis canais e utiliza varios modos de
leitura de aquisicdo de dados para recolher os dados de fluorescéncia durante um ciclo.

Seleccione um destes modos de leitura na barra de ferramentas da janela Plate Editor
(Editor de placas):

¢ All Channels. Inclui os canais 1 a 5 no sistema CFX96

e SYBR/FAM only. Inclui apenas o canal 1 e faculta uma leitura rapida

¢ FRET. Inclui apenas o canal FRET e faculta uma leitura rapida

Barra de ferramentas do Plate Editor (Editor de placas)

A barra de ferramentas do Plate Editor (Editor de placas) faculta o acesso rapido a
importantes funcdes de carregamento de placas:

A Tabela 13 mostra as funcdes disponiveis na barra de ferramentas do Plate Editor.
Tabela 13. Itens da barra de ferramentas no Plate Editor.

Item da barra de

ferramentas Nome Fungao
Save Guardar o ficheiro de placa actual
H] (Guardar)
! l Print Imprimir a janela seleccionada
R — (Imprimir)
, Zoom Aumentar ou diminuir a ampliacdo na visualizagao
sl iy da placa

400%
—{200%
150%
75% ]
50% i

e |lzs% ;

mEER

Scan Mode |[Seleccione um modo de leitura para indicar ao

(Modo instrumento quais os canais dos quais deve recolher

de leitura) dados de fluorescéncia durante um ciclo. Seleccione All
Channels (Todos os canais) (predefinicdo), SYBR/FAM
only (Apenas SYBR/FAM) ou FRET

8] 5can Mode | All Channels v

Well Groups |Abrir a janela Well Groups Manager (Gestor de grupos

% Well Groups ... (Grupos de pocos) e configurar os grupos de pogos para a placa
de pocos) actual
Ajuda Abrir a Ajuda (Help) do software para obter informacdes
éa’) sobre as placas
a

Plate Loading |Mostra um guia rapido sobre como configurar uma placa
Guide (Guia |e carregar os pogos

@ Plate Loading Guide  |de carrega-
mento

de placas)
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Janela Select Fluorophores (Seleccionar fluoréforos)

A janela Select Fluorophores (Seleccionar fluordéforos) mostra os fluoréforos que podem ser
seleccionados para carregar nos controlos de carregamento de pocos no Plate Editor (Editor
de placas). Para abrir a janela Select Fluorophores (Seleccionar fluoréforos), clique no botéo
Select Fluorophores (Seleccionar fluoréforos) no lado direito do Plate Editor.

NOTA: Os fluoréforos mostrados dependem do modo de leitura; quando estiver
seleccionada a opcéo “SYBR/FAM only” (Apenas SYBR/FAM), apenas os
fluoréforos no canal 1 serdao apresentados na janela Select Fluorophores
(Seleccionar fluoréforos).

NOTA: Nao é possivel adicionar ou remover fluoréforos nesta lista; tem de calibrar
os novos fluoréforos num instrumento no Calibration Wizard (Assistente de
calibracéo) (pagina 115). Apds a calibragao, é adicionado o novo fluoréforo

na janela Select Fluorophores (Seleccionar fluoréforos).

Clique na caixa de seleccao Selected (Seleccionado) ao lado do nome do fluoréforo para
adicionar ou remover os fluoréforos da lista no lado direito da janela Plate Editor.

Neste exemplo, SYBR esta seleccionado na lista de fluoréforos disponiveis (Figura 26).

Select Fluorophores @

Channel Fluor Selected Color

1 FaM
SYBR
Cal FL Gold
Cal FL Red
SBG1
2 HEX
TET
Cal Gold 540
VIC
TexasRed
3 ROX
Texas Red
CalRed 610
4 CyS
Quasar 670
5 Quasar 705

| | o | | o | | 162 o

Figura 26. Janela Select Fluorophores (Seleccionar fluoréforos).

¢ Cligue na caixa Color (Cor) ao lado do nome do fluoréforo e seleccione uma nova
cor para representar cada fluor6foro na janela Plate Editor (Editor de placas) e nos
gréficos Data Analysis (Anélise de dados)

NOTA: Antes de iniciar o ciclo, o software verifica se os fluoréforos que especificou
na placa estdo calibrados para esse instrumento. Ndo é possivel executar uma
placa se esta incluir fluoréforos que ndo tenham sido calibrados nesse
instrumento.

Controlos de carregamento dos pocos

Um ficheiro de placa contém informacgdes sobre o contelido de cada poco carregado

com amostra para uma experiéncia. Apos o ciclo, o software liga o contetudo dos pogos aos
dados de fluorescéncia recolhidos durante o protocolo e aplica a andlise apropriada na janela
Data Analysis (Analise de dados). Por exemplo, os pogos carregados com o tipo de amostra
padrdo sao utilizados para gerar uma curva padrao.
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Tenha em consideragéo as seguintes directrizes para o contetido dos pogos:

e Target Name. Um ou mais alvos de interesse (genes ou sequéncias) em cada pogo
carregado. Cada alvo esta atribuido a um fluoroforo

e Sample Name. Um identificador ou condicao que corresponde a amostra em cada
poc¢o carregado, por exemplo, O hr, 1 hr ou 2 hr

Seleccione um pogo para onde carregar o conteldo, clicando para tal com o ponteiro do rato
na visualizacao da placa. Mantenha o botao do rato premido e arraste para seleccionar varios
pocos. Os botdes e as listas no lado direito da visualizacdo da placa incluem todas as opcdes
necessarias para carregar os pocos (Tabela 14).

Tabela 14. Opcoes para carregar a placa e os pocos no Plate Editor (Editor de placas).

Opcao Funcao

ApOs seleccionar os pogos, o tipo de amostra (Sample
Type) tem de ser carregado em primeiro lugar. Seleccione
Unknowin & um tipo de amostra (Sample Type) no menu pendente

Sample Type Ik nioar bt

Load para carregar nos pog¢os seleccionados, incluindo
Fid Pasitive Cantral Unknown (Desconhecido), Standard (Padréo), NTC
Megative Contral (no template control), Positive Control (Controlo
HEx MRT positivo), Negative Control (Controlo negativo) e NRT
(no reverse transcriptase).
Foad T arget Name Cligue numa caixa Load (Carregar) para adicionar um
EAh P fluoréforo aos pocgos seleccionados; cada fluoréforo

- corresponde ao home de um alvo. Para adicionar
HEx <nones w fluoréforos a lista Load (Carregar), seleccione-os
' na janela Select Fluorophores (Seleccionar fluoréforos).

R0 <noner w
Cus | ¢ nones | Para distinguir entre varios alvos, seleccione um nome
r no menu pendente Target Name (Nome do alvo) e prima
Uuasar 705 | Sl * a tecla Enter para carregar o nome do alvo no pogo.
Actin Para adicionar um novo nome de alvo ao menu pendente
Load 1GAPDH apenas na placa actual, escreva um nome na caixa
pendente e prima a tecla Enter. Para eliminar um nome
de alvo, seleccione-o, prima a tecla Delete (Eliminar)
e prima a tecla Enter.
s R Pgrg uma anélise’d_e expresséo de genes ou para
O — 3 distinguir entre varias amostras, seleccione um Sample

Name (nome de amostra) no menu pendente para
carregar o nome da amostra nos pogos seleccionados.
Laad 2y Para adicionar um novo nome de amostra ao menu

— pendente na placa actual, escreva um novo nome

na caixa pendente e prima a tecla Enter. Para eliminar
um nome de amostra, seleccione-o no menu, prima

a tecla Delete (Eliminar) no teclado e, em seguida, prima
a tecla Enter.

Para carregar nimeros replicados, os pogos

Laad Feplicate # seleccionados tém de conter conteldos de pogos
] 1 2 idénticos. Caso contrario, o software desactiva este
controlo de carregamento. Faca clique na caixa Load
I Replicate Senes ] (Carregar) para adicionar um Replicate # (N.° de réplica)

aos po¢gos seleccionados.
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Tabela 14. Opcoes para carregar a placa e os pocos no Plate Editor (Editor de placas).

Opcao

Funcao

Feplicate Group Size: 1

43[4

Starting Feplicate # 1

%) Horizontal

{3 Wertical

123
=
|1

b

Cancel ] [ Apply ]

No painel Replicate Series (Série de réplicas) pode
aplicar uma série de réplicas a um conjunto de pogos
seleccionados. Para introduzir um tamanho de grupo
de réplicas (Replicate Group Size), seleccione um
numero que representa as amostras (pogos) em cada
grupo de réplicas. Seleccione Starting Replicate #
(N.° de réplica inicial) para adicionar réplicas.

Pode carregar grupos de réplicas com numeros
de réplicas da esquerda para a direita (Horizontal)
ou de cima para baixo (Vertical).

Load , Concentration:
11.00E+08

| <All> v

Para introduzir uma concentragdo nos pogos
seleccionados com o tipo de amostra padrao, edite
ou escreva um numero na caixa Concentration
(Concentracéo). Para aplicar a concentracdo a um
fluoréforo no poco, seleccione um unico fluoréforo

no menu pendente (<All>) (Todos) sob a caixa de
concentracdo. Para eliminar uma concentracéo,
seleccione-a, prima a tecla Back Space no teclado e,
em seguida, prima a tecla Enter.

Seleccione vérios pogos com um tipo de amostra padrao
para activar o bot&o Dilution Series (Série de diluicdo).

Starting
Concentration:

1.00E+08
Replicates from: 1

to: |3
Dilution Factor: |10

O Increasing () Decreasing

TIPS

<All> _ v
[ Cancel ][ Apply ]

Clique no botao Dilution Series (Série de diluicdo) para
introduzir uma série de diluicao para a concentracao
de amostras padrédo e carregar uma curva padrao.

Introduza a concentracgio inicial (Starting Concentration)
para a série de diluicao, as (Replicates from) (nUmero
de réplica inicial) e to (niumero de réplica final) e o factor
de diluicao (Dilution Factor) (quantidade para alterar

a concentracao em cada grupo de réplicas). Seleccione
Increasing (De aumento) para uma série de diluicdo que
aumenta ou Decreasing (De diminuicdo) para uma série
de diluicao que diminui. Por fim, seleccione o fluoréforo
utilizado para a série de diluicdo no menu pendente

e clique em Apply (Aplicar).

Well Note
v

Seleccione Tools > Show Well Notes (Ferramentas >
Mostrar notas sobre poco) para mostrar este painel.

Para introduzir notas sobre um ou mais pocos, seleccione
0S poCcos e escreva as notas no menu pendente.
Quaisquer notas que adicionar aparecem na folha

de calculo no separador Quantitation Data (Dados

de quantificacdo) (pagina 76).
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Tabela 14. Opcoes para carregar a placa e os pocos no Plate Editor (Editor de placas).

Opcao Funcao

Erellee o e Seleccione Tools > Show Collection Name
Load (Ferramentas > Mostrar nome da recolha) para mostrar
] < Rane bl este painel. Para introduzir a informagéo da recolha de

amostras sobre um ou mais pocos, seleccione 0s pogos
€ escreva o nome de uma recolha no menu pendente.
Qualquer nome de recolha que adicionar aos pogos
aparece na janela Gene Expression Analysis (Analise da
expressao de genes) e permite opgdes de agrupamento
de amostras.

Clique no botao Experiment Settings (Definicdes
'«-{En Experiment Settings... ‘ da experiéncia) na respectiva janela para gerir as listas
=] .
de Targets (Alvos) e Samples (Amostras) e configurar uma
experiéncia de expressao de genes.

— Clique no botao Clear Replicate # (Limpar réplica n.°)
;§ Clear Replicate # ‘ para limpar os nimeros das réplicas nos pogos
seleccionados.

'_f Clear 'wells

permanentemente todo o conteldo nos pogos
seleccionados.

‘ Cligue no botao Clear Wells (Limpar pocos) para limpar

Janela Experiment Settings (Definicoes da experiéncia)

Para abrir a janela Experiment Settings (Definicbes da experiéncia), utilize uma das seguintes
opcgoes:
¢ No Plate Editor (Editor de placas), clique no botdo Experiment Settings (Definicdes
da experiéncia)
¢ Ao analisar dados na janela Data Analysis (Andlise de dados), clique no botéo
Experiment Settings (Definicdes da experiéncia) no separador Gene Expression
(Expressao de genes)

Abra a janela Experiment Settings (Definicbes da experiéncia) para ver ou alterar a lista

de Targets (Alvos) e Samples (Amostras) (Figura 27) ou definir o grupo de amostras para
analise da expressao de genes a analisar se os Collection Names (nomes da recolha) tiverem
sido adicionados aos po¢os.

¢ Targets. Uma lista de nomes de alvos para cada reaccao de PCR, como um gene
ou sequéncia de interesse. Clique na coluna Reference (Referéncia) para atribuir genes
de referéncia a uma experiéncia

e Samples. Uma lista de nomes de amostras que indica a origem do alvo, como,
por exemplo, uma amostra retirada a 1 hora (1 hr) ou retirada de um individuo especifico
(rato1). Clique na coluna Control (Controlo) para atribuir a condicdo de controlo
a uma experiéncia

45



Placas

Figura 27 - separador Targets (Alvos) com as definicbes da analise.

Experiment Settings @

Targets | Samples

Mame & Full Name FReference Color | |¥ ShowChart  Auto Efficiency  Efficisncy(%) SRE::;J;
1 wn S S
2 GAPDH GAPDH 2 - [v ] 96.2 ]
3 1Lib IL1b r [EEEE i W 9.5 O
4 Tubulin Tubulin r rd W 95.0 I
4] il ]
Mew: Add

Show Analpsiz Setiings

Sample Name Grouping Option: | Target ve. Sample w

Figura 27. Separador Targets (Alvos) na janela Experiment Settings
(Definicoes da experiéncia).

A Figura 28 mostra o separador Samples (Amostras) com as definicdes da analise.

Experiment Settings

Targets | Samples

Mame & Full Name: Contral Color  [¥ Show Chart Sﬁe:_ﬁ;\]eo
o N e O
: W N O
3 2Hr 2Hr W [ [T
4 mouse 1 mouse 1 [~ [w ]
Mew: Add

Show Analpsis Settings

Sample Mame Grouping Optior: | Target vs. Sample )

Figura 28. Separador Samples (Amostras) na janela Experiment Settings
(Definicoes da experiéncia).

Para ajustar as listas nestes separadores, utilize as fungdes seguintes:

e Para adicionar um nome de alvo ou amostra, escreva um nome na caixa New (Novo)
e clique em Add (Adicionar)

e Para remover um nome de alvo ou de amostra da lista, clique na caixa Select
to Remove (Seleccionar para remover) nessa fila e clique no botao Remove
checked item(s) (Remover itens seleccionados)

¢ Para seleccionar o alvo como uma referéncia para a analise de dados da expressao
de genes, clique na caixa na coluna Reference (Referéncia) ao lado do nome
desse alvo

e Para seleccionar a amostra como amostra de controlo para a analise de dados
da expresséo de genes, clique na caixa na coluna Control (Controlo) ao lado
do nome dessa amostra
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Clique na caixa Show Analysis Settings (Mostrar definices da analise) na janela Experiment
Settings (Definicdes da experiéncia) para ver ou alterar os parametros da analise aplicados
no separador Gene Expression (Expressao de genes).

Para ajustar os parametros do alvo:

e (Clique numa célula na coluna Color (Cor) para alterar a cor dos alvos incluidos
no grafico Gene Expression (Expresséao de genes)

¢ Introduza um numero para a eficiéncia de um alvo. O software ira calcular
a eficiéncia relativa para um alvo utilizando Auto Efficiency (Eficiéncia automatica)
se os dados de um alvo incluirem uma curva padrao. Alternativamente, introduza
uma eficiéncia previamente determinada
Para ajustar as definicoes de uma amostra no separador Samples (Amostras):

e Clique numa cor na coluna Color (Cor) para alterar a cor das amostras incluidas
no grafico Gene Expression (Expresséao de genes)

¢ (Clique numa caixa na coluna Show Graph (Mostrar grafico) para mostrar a amostra
no grafico Gene Expression (Expressao de genes) utilizando uma cor que esteja
seleccionada na coluna Color (Cor)

Sample Name Grouping Option (Opcao de agrupamento
por nomes de amostra)

Carregar os nomes de recolha (Collection Names) nos pogos permite que as amostras sejam
analisadas numa de quatro configuragdes definidas pela opgcao de agrupamento por nomes
de amostra (Sample Name Grouping Option). Estas opgdes estao disponiveis no menu
pendente no separador Experiment Settings (Definicdes da experiéncia).

e Target vs. Sample (Alvo vs. Amostra)

¢ Target vs. Collection (Alvo vs. Recolha)

e Target vs. Sample_Collection (Alvo vs. Amostra_Recolha)
e Target vs. Collection_Sample (Alvo vs. Recolha_Amostra)

Janela Well Groups Manager (Gestor de grupos
de pocos)

Os grupos de pocos dividem uma placa em subconjuntos de pogos que podem

ser analisados de forma independente na janela Data Analysis (Analise de dados). Quando
0s grupos de pocos estiverem configurados, seleccione um na janela Data Analysis (Analise
de dados) para analisar os dados num grupo independente. Por exemplo, configure grupos
de pocgos para analisar varias experiéncias executadas numa placa ou para analisar cada
grupo de pogos com uma curva padrao diferente.

NOTA: O grupo de pocos predefinido é All Wells (Todos os pocos).

Criar grupos de pocos

Para criar grupos de pocos na janela Well Groups Manager (Gestor de grupos de pogos),
siga estas instrugdes:

1. Clique no botao Well Groups (Grupos de poc¢os) na barra de ferramentas do Plate Editor
(Editor de placas).
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. Clique em Add (Adicionar) para criar um novo grupo. O menu pendente mostra o nome

do grupo como Group 1 (Grupo 1) para o primeiro grupo.

. Para seleccionar os pocos que irdo constituir o grupo de pogos na visualizacao

da placa, clique e arraste o grupo de pog¢os. Os pocos seleccionados ficam com a cor
azul (Figura 29).

. (Opcional) Altere 0 nome do grupo seleccionando o nome do grupo no menu pendente

e escrevendo um novo nome.

. (Opcional) Crie mais grupos de pogos repetindo os passos 1 e 2.

. (Opcional) Elimine os grupos de pogos seleccionando o nome do grupo na lista

pendente e clicando no botao Delete (Eliminar).

. Cligue em OK para terminar e fechar a janela, ou clique em Cancel (Cancelar) para

fechar a janela sem efectuar alteracdes.

Well Groups Manager @

1 2 3| 4 5. [ 6 7 8 (9t [ 10| =12

A
B Unk || Unk || Unk
C Unk || Unk || Unk

A
D Unk || Unk || Unk
E
F Std1| Stdzi sui3| s:ddl szdSI Std6| std7,
G std lll Stdz" szd:a" snu" szds" suls" Std7|
H Std 1" sulz" szd:c" sulau szds" s«d(-ll sid7,

[ oK ][ Cancel ]

Figura 29. Cor dos pocos na janela Well Group Manager (Gestor de grupos de pocos).
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Janela Plate Spreadsheet View (Visualizacao da folha
de calculo da placa)

A janela Plate Spreadsheet View (Visualizacdo da folha de calculo da placa) mostra

o contelido de uma placa no Plate Editor (Editor de placas). Para abrir a janela Plate
Spreadsheet View (Figura 30), seleccione Tools > Show Spreadsheet View (Ferramentas >
Mostrar visualizagcdo da folha de calculo) na barra do menu do Plate Editor.

Plate Spreadsheet View @

E:‘:;?'s FAM v [ Export Template ] [ Import Template ] [ Exit Plate Spreadsheet ]
Row A Column A SampleType Replcate # *TargetName *Sample Name Quantity Units
B 4 Unknown Tubulin OHr NiA copy number
B S Unknovn Tubulin 1Hr NfA copy number
B 6 Unknown Tubulin 2Hr NiA copy number
C 4 Unknown Tubulin OHr NjA copy number
C s Unknown Tubulin 1Hr NfA copy number
C 6 Unknown Tubulin 2Hr NfA copy number
D 4 Unknown Tubulin OHr NfA copy number
D 5 Unknown Tubulin 1Hr NiA copy number
D 6 Unknovn Tubulin 2Hr NfA copy number
F 3 Standard 1 100000000.00  copy number
F 4 Standard 2 10000000,00  copy number
F s Standard 3 1000000.00  copy number
F 6 Standard 4 100000.00  copy number
F 7 Standard S 10000.00  copy number
F 8 Standard 3 1000.00  copy number
F 9 Standard 7 100,00  copy number
G 3 Standard 1 100000000.00  copy number v

Figura 30. Janela Plate Spreadsheet View (Visualizacao da folha de calculo da placa).
Abra a visualizagdo da folha de célculo para importar ou exportar o conteudo dos pogos para
o Excel ou outro formato delimitado por separadores:

e Cligue em Import Template (Importar modelo) para importar o conteido dos pocgos
a partir de um ficheiro delimitado por virgulas

e Cliqgue em Export Template (Exportar modelo) para exportar o conteudo dos pocgos
no formato Excel (formato .csv)
Para ordenar ou editar uma coluna, seleccione-a e utilize os métodos seguintes:

¢ Ordene a folha de calculo de acordo com os dados numa coluna, clicando
no diamante ao lado do nome da coluna

e Edite o contelildo de uma coluna que tenha um asterisco (*) no topo, clicando
e digitando cada pog¢o

NOTA: Para seleccionar as unidades dos dados da curva padrdo na coluna
Quantity (Quantidade), abra o Plate Editor (Editor de placas) e seleccione
Settings > Units (Definicoes > Unidades) na barra de menus. Apds a execucao
da placa, os dados destes padrbes aparecem no grafico Standard Curve (Curva
padrao) do separador Quantitation (Quantificagao) da janela Data Analysis (Analise
de dados) com as unidades que seleccionar. Abra a visualizagdo da folha

de calculo para importar ou exportar o conteudo das placas para o Excel ou outro
formato delimitado por separadores.

Clique com o botao direito na folha de calculo para seleccionar uma destas opc¢des a partir
do menu de clique direito:

e Copy. Copiar a folha de calculo na totalidade

e Copy as Image. Copiar a folha de calculo como um ficheiro de imagem

¢ Print. Imprimir a folha de calculo

¢ Print Selection. Imprimir apenas as células seleccionadas
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e Export to Excel. Exportar o ficheiro como um ficheiro formatado para Excel
¢ Export to Text. Exportar o ficheiro como um ficheiro de texto
¢ Find. Localizar texto na folha de calculo

e Sort. Ordenar a folha de célculo seleccionando até trés colunas de dados na janela
Sort (Ordenar)
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6 Operacao independente

Leia este capitulo para obter informagdes sobre a utilizagdo do Sistema de detecgédo por PCR
em tempo real CFX96™ no modo independente (standalone):

e Termociclador C1000™ (abaixo)

e Criar uma nova experiéncia (pagina 53)

e Exportagido de dados para analise (pagina 58)
e Criar um ficheiro de dados (pagina 60)

Termociclador C1000

O sistema CFX96 pode executar experiéncias de PCR em tempo real sem um computador.
Também é possivel exportar os dados de fluorescéncia adquiridos durante um ciclo utilizando
uma unidade de memoéria USB. Pode também optar pelo envio directo dos dados por e-mail
para si se a base do C1000 estiver ligada a Internet e se estiver configurada a funcionalidade
de e-mail (consulte o Manual de Instru¢des do termociclador C1000 para obter informacoées
sobre a configuragdo das definicbes de e-mail). Os dados requerem o CFX™ Manager
software para analise.

O painel de controlo do Termociclador C1000™ da& acesso a todas as fungdes necessarias
para operar o instrumento. A Figura 31 mostra os componentes do painel de controlo:

Tecla do Protocol

Teclas AutoWrit
LCD alfanuméricas utoyvriter
C1000 | Thermal Cycler
RUN 01/02/2006 00:11:20
To] or | [ e 2 Teclas de
eclas de B w o navegacéo
comando sts |

C1000" Thermal Cycler
- —Porta USB
(abaixo)

Teclas de funcdes

Figura 31. O painel de controlo do termociclador C1000.
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O painel de controlo contém cinco conjuntos de teclas cujas fungdes sdo mostradas

na Tabela 15:
Tabela 15. Funcées das teclas do painel de controlo.

Tecla Funcao

TECLAS DE COMANDO

RUN (EXECUTAR) Seleccionar e executar um protocolo

EDIT (EDITAR) Seleccionar e alterar um protocolo

STATUS (ESTADO) Ver o estado de um ou mais protocolos em execugao
VIEW (VER) Alternar entre as visualizagdes de gréficos e de texto

de um protocolo

TECLAS DE FUNCOES

F1,F2, F3ou F4

Os nomes e as fungdes das teclas de fungbes mudam
em cada ecrd

TECLAS ALFANUMERICAS

1a9

Introduzir nimeros ou letras do alfabeto. Prima uma tecla
varias vezes para digitar as letras associadas

0, INCUBACAO

Inserir um zero, oo (infinito) ou iniciar a incubacao
instantanea

ponto decimal (.)

Introduzir um ponto decimal

sinal de menos (-)

Introduzir um sinal de menos

Protocol AutoWriter

Tecla do Protocol AutoWriter

| Lancar o Protocol AutoWriter

TECLAS DE NAVEGAGAO

Seta P/DIREITA

Mover o cursor para a direita

Seta P/ESQUERDA

Mover o cursor para a esquerda

Seta P/CIMA Mover o cursor para cima

Seta P/BAIXO Mover o cursor para baixo

ENTER Confirmar uma definicdo

BACK Cancelar uma fungéo. Apagar uma letra, um nimero

ou uma palavra

Menu principal

Quando o sistema CFX96 arranca, executa um auto-teste para verificar as fungdes e,

em seguida, apresenta o menu principal. O menu principal da acesso a todas as operacdes
do sistema, mostra a data e a hora, o nome do utilizador em sesséo, o estado do sistema,
o tipo de médulo de reacgéo e o nome do termociclador e os termocicladores

S1000™ ligados.

NOTA: O termociclador C1000 armazena até 20 ciclos de experiéncias de PCR
em tempo real, utilizando a indicagdo da data/hora nos ciclos. Com 20 ciclos
armazenados no C1000, comegcam a ser eliminados os dados de ciclos mais
antigos a medida que sdo armazenados novos ciclos.
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4000 Serigs 0713002008 11:07:37

Tharmal Cycling Platfarm

= S, [V
Therrmal Cycler Reaction kodule Status
cil CC003412 CFx 384 & Ide

MNew

Figura 32. Ecra de arranque no painel frontal.

Para iniciar as fungdes no menu principal, prima as teclas de fun¢bes associadas (F1 a F4):

¢ Log In (F1). Iniciar sessao no termociclador C!000. Depois de iniciar sessdo, o nome
do botdo muda para Log Off

¢ Files (F2). Ver os ficheiros e pastas na biblioteca de ficheiros
e Utilities (F3). Abrir o menu Utilities (Utilitarios)
¢ New Protocol (F4). Criar um novo protocolo

Criar uma nova experiéncia

1. Seleccione New Protocol (F4) no ecra de arranque para iniciar (Figura 33).

| z : :

1

: < ‘O :
] ET 010 . :
: : P g
] : 00 P
; m: T
: ; e
P .
oy

Use the keypad to enter walues and nawigate st 01:17:00
thraugh the protacal steps,

Figura 33. Protocolo predefinido de PCR em tempo real.

2. Para alterar a temperatura alvo e o tempo de espera num passo de temperatura, prima
as teclas de setas para navegar entre os passos e para seleccionar um paradmetro
(temperatura ou tempo). Prima as teclas alfanuméricas para introduzir um novo nimero
para cada parametro que realgar.

SUGESTAO: Ligue um rato de computador através de uma porta USB na caixa
do C1000 para navegar.

3. (Opcional) Para inserir um novo passo, seleccione o botéo Insert (Inserir) (F1).
Para eliminar um passo, seleccione o botdo Delete (Eliminar) (F3) (Figura 33).
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4. (Opcional) Para alterar as opgdes dos passos, seleccione o botdo Options (Opgdes) (F4)
(Figura 33). Na janela Step Options (Opgdes de passos), seleccione o parametro
a alterar, incluindo a temperatura e o tempo do passo, ou adicione/remova uma leitura
de placa do passo (Figura 34).

Step 1 Gradient

[ ]Plate Read A |70 |1 (671
Temperature °C B [m=7 |1 [es5
iaradient Range o Co|7s2 |k |edd
Increment |:| *Cleyde D [745 | L 628
Ramp Rate I:I scjsec B [734 M 617
. F |72 | W (609

Tirme -m secioycle
G (706 | O |60.3

Extend I:I secjovcle
H [e9.0 [P |&e0.0

Eeep

i|| i | Show 96

Figura 34. Janela Step Options (Opcoes de passos).

NOTA: Prima as teclas alfanuméricas para introduzir um Gradient Range (Intervalo
de gradientes) entre 1 e 24°C.

5. O passo GOTO da instrugdes ao termociclador para repetir um conjunto de passos
em loop para criar os ciclos na experiéncia de PCR. Seleccione um passo GOTO; prima
as teclas de setas para seleccionar e depois editar o nUmero do passo num passo
GOTO, ou para alterar o numero de repeticoes.

6. (Opcional) Para alterar o volume de amostra predefinido, seleccione a caixa de volume
de amostra (Vol) (Figura 33 na pagina 53). Utilize as teclas alfanuméricas para introduzir
um novo volume de amostra em microlitros. O volume de amostra que for introduzido
determina o modo de controlo da temperatura utilizado durante um ciclo.

7. (Opcional) Para alterar a temperatura predefinida da tampa, seleccione a caixa
de temperatura da tampa (Lid) premindo as teclas de setas (Figura 33 na péagina 53).
Utilize as teclas alfanuméricas para introduzir uma nova temperatura. Para o sistema
CFX96, utilize uma temperatura da tampa de 105°C.
NOTA: O aquecimento da tampa evita a condensagéo nos recipientes de reaccéo
vedados.

8. Ao criar um novo protocolo, podera optar por guarda-lo com um nome. Utilize as teclas
de setas para navegar até a caixa Name (Nome) do protocolo e prima as teclas
numeéricas varias vezes para introduzir uma letra ou nimero até digitar o novo nome
do protocolo.

9. Prima ENTER para aceitar o nome.

Executar o protocolo

1. Parainiciar o ciclo, clique em Done (Concluido) (F2) na janela do protocolo (Figura 33
na pagina 53).

SUGESTAQ: Em alternativa, clique na tecla de comando RUN (EXECUTAR) para
iniciar o ciclo sem guardar ou editar o nome do protocolo.
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2.

Introduza um nome de protocolo caso ainda nao o tenha feito, ou edite o nome
anteriormente criado na janela Protocol (Protocolo). Utilize as teclas de setas para
seleccionar uma pasta de destino (Figura 35).

i

AYE: File Library - Folder
YUSERSILADMIMN

#-C2 CCon271e
- gy USERS
=8
ol Rst
{03 SERVICE

-{C3) PETE

To edit file name press the "Edit
Filenarna" button

Edit

l

Figura 35. Guardar um protocolo.
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3. Clique em Edit Filename (Editar nome de ficheiro) (F1). Digite um novo nome na caixa

e cliqgue em Save (Guardar) (F2) (Figura 36).

i

AYE: File Library - Folder
WUSERSADMIN

- CCo0271e
=l USERS

= 2 ]

To change folder prass the "Change
Falder" buttan

Change

|

Figura 36. Introdugcao de um nome de protocolo.

[runy

Yirtual
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4. Clique em Run (Executar) (F2) para continuar a executar o protocolo (Figura 37).

nd 1 N AEN

\WSERSYWADMIMNYRLINL
“'a PRENICUS RLMNS - HSTFHU%E?BEC;‘I;C
(- SYSTEM WOLLME 30
- USERS TEMP 4E.0,130
4 TEMP 950,10
EB ADMIN TEMP 550,30
-lor] RS1 PLATEREAL #h3F
fne] ZAMP GOTO 2,29
g EMD
m TR =
¢ o] AN
{73 SERVICE =

e File successfully sawed

' Continue I ” . ” i

Figura 37. Protocolo correctamente guardado.

5. Edite o Sample Volume (volume de amostra) e a Lid Temperature (temperatura
da tampa). Pode também ser registada uma Sample ID (ID de amostra)
ou um User (utilizador) para o ciclo (Figura 38). Clique em OK (F1) para continuar.

[ RLIN

on CCO03412

== 3Sample ¥olume: j3p  Lid Temperature:
v i Emps I
Turn on hiotlid
Sample ID: || | {Optional)
lser: | | {Optional)

e Confirm settings and press "RUM" or "OK" to proceed

i i" i | ¥irtual i I i

Figura 38. Edicao do volume de amostra e da temperatura da tampa.
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6. Seleccione um modo de leitura (Scan Mode) para recolher dados de fluorescéncia
durante um ciclo (Figura 39).

Scan Mode;

() all Channels

() FRET

Data File Mame {.zpcr)
|2nnsn?:3|:|_1 11150_Co003412_RTRUN |

e Selact raal time mun rode
Figura 39. Modo de leitura e nome do ficheiro de dados.

Os modos de leitura detectam fluordforos calibrados nestes canais:
¢ All Channels. Recolhe dados dos canais 1 a 5 no sistema CFX96
e SYBR/FAM only. Recolhe dados s6 do canal 1 e faculta uma leitura rapida
¢ FRET. Recolhe dados s6 do canal FRET e faculta uma leitura rapida

7. Antes do ciclo, é criado um nome de ficheiro de dados independente predefinido.
Se pretende alterar o nome, utilize as teclas de setas para navegar até a caixa Data File
Name (Nome do ficheiro de dados), e prima as teclas alfanuméricas para introduzir
letras ou nimeros até digitar um novo nome do ficheiro de dados (.zpcr).

8. Clique em OK (F1) para iniciar o ciclo.

Execucao de um protocolo guardado anteriormente

¢ Para alterar um protocolo existente, prima a tecla EDIT (EDITAR) para abrir
a biblioteca de ficheiros e seleccionar um protocolo a editar

e Para executar um protocolo existente, prima a tecla de comando RUN (EXECUTAR)
e seleccione um protocolo guardado anteriormente na biblioteca de ficheiros

Monitorizacdo de um ciclo

Quando se inicia um ciclo, aparece a janela de estado do ciclo. Analise a informagao nesta
janela para monitorizar o progresso do ciclo.

e Estado. Prima a tecla de comando STATUS (ESTADO) para verificar o estado actual
do protocolo, efectuar uma pausa no ciclo, cancelar um ciclo, ignorar um passo ou
aceder ao menu principal (Figura 40)
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e Estado do tempo. Prima a tecla de comando VIEW (VER) para ver um temporizador
de contagem decrescente em ecra total para o protocolo. Prima novamente a tecla
VIEW (VER) para voltar para o ecra de estado

ser; Samplell:
1 : 2 i3
95,0 ¢
0:05 ] EG.0 :
N\ r
: 0:0% -
I'D'li T
o
o ] i1
] i x
Step: 1 of 3 Lid Preheating.. Sample: 25.9°C
Repeat: 1 of 11 Rernaining: 00:13:15 Lid: 51°C
alurme: 10p! Shuttle: 37.7°C

| _

Figura 40. Monitorizacao do estado do ciclo.

Exportacao de dados para analise

Quando o ciclo estiver concluido, os dados de fluorescéncia terdo de ser transferidos para
andlise para um computador que execute o CFX Manager software. O ficheiro de dados
independentes (standalone) é automaticamente guardado na pasta RT_DATA localizada
na pasta SYSTEM (SISTEMA) (Figura 41).

- USE DRIVE

[#-*% PREYIOUS RUNS

=iy SYSTEM

- T RUN_LOGS
|4 RT_DATA

- TEMPLATE

-y USERS -

Use the arrows on the kewpad to navigate through the file tree, Press
@ "EMTER" to expand and collapse Foldars,

i Creakte i "l Rename ” . ” '

Figura 41. A pasta RT_DATA armazena ciclos de PCR em tempo real.

Se tiver sido inserido uma unidade de memoria USB na respectiva porta do termociclador

C1000, os dados (.zpcr) serao guardados automaticamente no directério de raiz da unidade
de memdria USB.

Se ndo houver uma unidade de memédria USB inserida no termociclador no final do ciclo,
siga as instrugdes abaixo:

1. Prima o botao Files (Ficheiros) (F2) no ecra principal para aceder as pastas de ficheiros.
2. Navegue até a pasta RT_DATA e prima a tecla de seta p/direita para abrir a pasta.

3. Seleccione o ficheiro utilizando as teclas de setas p/cima e p/ baixo.
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5.
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Prima Export File (Exportar ficheiro) (F1) para exportar os dados do ciclo (.zpcr) para
a unidade de memoria USB (Figura 42).

Drate!

0730/2008 11:14:40
Crata Acquisition Mode:
SYERIFAM anhy
Protocol Mame:

FLIMS

Pratacol Contents:
METHOD CALC

= HOTLID 95,30
[« TEMPLATE WOUIME 10
I TEMP 95.0,5
= fih USERS T || TEMP 65.0.5
1 b .o||PLATEREAD #h31 T

Uze the anows on the kewpad to navigate through the file tree, Press
@ "EMTER" to expand and collapse Folders,

—i— ——

Figura 42. Exportacao de dados de um ciclo independente
para a unidade de meméria USB.

Clique em Yes (Sim) (F1) para confirmar a exportagéo.

Pode optar pelo envio directo dos dados por e-mail para si a partir do termociclador C1000
apos a concluséo do ciclo, configurando para tal as definigdes de e-mail (consulte o manual
de instrugdes do termociclador C1000 para obter informagdes sobre a configuragdo

das definicoes de e-mail).

Para enviar um e-mail com dados em anexo (.zpcr) no final de um ciclo, siga as instrugcoes abaixo:

1.

Seleccione Options (Opc¢odes) (F4) no ecra de informacdes do ciclo (Figura 38
na pagina 56).

Com as teclas de setas, seleccione a opcao Send email notification (Enviar notificacédo
de e-mail).

Cliqgue em OK (F1) para voltar para o ecra de informacdes do ciclo.

Utilizando as teclas de setas, navegue para a caixa Email Address (Endereco de e-mail)
e utilize as teclas alfanuméricas para introduzir o endereco de e-mail.

Cliqgue em OK (F1) para continuar a executar o ensaio.

on CCO02716

*ﬁ Sample Yolume: j1p Lid Temperature:
I Y
Turn on hotlid
Sample ID: | | {Optional)
User: |.ﬁ.DMIN | {Optional)

Email Address:  [weween@BIo-RAD.COM |

6 Confirrn settings and press "RUM" or "OK" to procead

i ih i | ¥irtual i I '

Figura 43. Confirmacéao da exportacao para a unidade de memoéria USB.
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Criacao de um ficheiro de dados

Os dados independentes do ciclo (.zpcr) tém de ser convertidos num ficheiro de dados (.pcrd)
pelo CFX Manager software para serem analisados. Para criar um ficheiro de dados a partir de
um ciclo independente:

1. Clique e arraste o ficheiro .zpcr do directério da unidade de memaria USB para a janela
principal do software, ou seleccione Select File > Open > Stand-alone Run
(Seleccionar ficheiro > Abrir > Ciclo independente) nas op¢des de menu da janela
principal do software para seleccionar o nome do ficheiro.

2. Na janela Run File Processor, clique no botao Select Plate (Seleccionar placa) para
importar o nome do ficheiro de placa que o software ira utilizar para criar o ficheiro
de dados (Figura 44).

Run, File Processor - 20080725 152353 CC003412_RIRUN.zpcn
Fun File:  E:A\20080725_152353_CC0O03412_RTRUN.zper

Instrument;  CCO03412
Run Start Time:  7/25/2008 3:23:53 PM
Pratocol: - PCRUM.prel

1 2 3
9.0 C B0 C
200 (0] BRO C
0:30

Plate:  <Mone> Select Plate...

Create Datafile..

Figura 44. Atribuir um ficheiro de placa.

NOTA: O CFX Manager software verifica 0 modo de leitura e o tamanho da placa
para o ficheiro de placa; estes devem coincidir com as defini¢des actuais do ciclo
iniciadas durante a experiéncia. Carregue um ficheiro Quick Plate (Placa rapida)
para aceder rapidamente a dados de todos os pocos.
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7 Visao geral da analise de dados

Leia este capitulo para obter informagdes sobre a analise de dados:
e Janela Data Analysis (Analise de dados) (abaixo)
e Separador Quantitation (Quantificacédo) (pagina 65)
¢ Definicdes de analise de dados (pagina 67)
e Selectores de pocos (pagina 68)
e Gréficos (pagina 70)
¢ Folhas de calculo (pagina 71)

Janela Data Analysis (Analise de dados)

Durante a andlise de dados, mudar a forma como os dados sédo apresentados ao alterar
o conteldo dos pocos no Plate Editor (Editor de placas) ndo altera nunca os dados

de fluorescéncia que foram colhidos de cada pogo durante o ciclo. Depois de 0 médulo
recolher dados de fluorescéncia, esses dados ja ndo podem ser eliminados, embora seja
possivel remover dados visualizados e de analise.

Para alterar o conteudo dos pogos apos um ciclo, abra o Plate Editor (Editor de placas)
clicando no botéo View/Edit Plate (Ver/Editar placa) na parte superior da janela Data Analysis
(Analise de dados).

SUGESTAO: Pode adicionar ou editar informagées sobre o contetido do poco
antes, durante ou depois de executar a experiéncia PCR em tempo real.

E necessario atribuir o modo de leitura e o tamanho da placa antes do ciclo,
nédo podendo esses parametros ser alterados apds o ciclo.

O CFX Manager™ software efectua o processamento de dados de PCR em tempo real

no final de cada ciclo, e abre a janela Data Analysis (Analise de dados) para apresentar
esses dados. Escolha um destes métodos para abrir ficheiros de dados existentes na janela
Data Analysis (Andlise de dados).

e Arraste um ficheiro de dados (extensao .pcrd) sobre a janela principal do software
e largue-o

¢ Seleccione File > Open > Data File (Ficheiro > Abrir > Ficheiro de dados) na janela
de software principal para seleccionar um ficheiro no browser do Windows

¢ Cligue no botédo de Analise de dados na barra de ferramentas da janela principal
do software para seleccionar um ficheiro no browser do Windows
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¢ Seleccione File > Recent Data Files (Ficheiro > Ficheiros de dados recentes)
para seleccionar um ficheiro da lista dos dez ficheiros de dados mais recentemente

abertos

A janela Data Analysis (Andlise de dados) apresenta até nove separadores (Figura 45).
Cada separador mostra os dados analisados para um método de analise especifico:

4-1 Ouantitation = Quantitation Data Melt Curve EJ Melt Curve Data I:ID[I Gene Expression | [228] End Point Allelic: Digcrimination ac _‘: Rurn Information

Figura 45. Todos os separadores que podem ser mostrados na janela
Data Analysis (Analise de dados).

O software s6 apresenta um separador na janela Data Analysis (Andlise de dados)
se os dados forem colhidos no ciclo e se estiverem disponiveis para esse tipo de analise.

Barra de ferramentas de analise de dados

A barra de ferramentas da janela Data Analysis (Analise de dados) permite o acesso rapido a
importantes fungdes de analise de dados. A Tabela 16 mostra as fun¢des dos botdes da barra

de ferramentas.

Tabela 16. Barra de ferramentas da janela Data Analysis (Analise de dados).

Botao da barra
de ferramentas

Nome

Funcao

Save (Guardar)

Guardar o ficheiro de dados actual

Print (Imprimir)

Imprimir a janela seleccionada

Trace Style (Estilo
de tracado)

Abrir a janela Trace Style (Estilo de tracado)

3 N fo|m

Report (Relatério)

Abrir um relatério para o ficheiro de dados actual

€@ view/Edit Plate

View/Edit Plate
(Ver/Editar placa)

Abrir o Plate Editor (Editor de placas) para ver e editar
o conteldo dos pogos

i
w Well Groups ...

Well Groups...
(Grupos de pocgos)

Seleccionar o nome de um grupo de pogos no menu
pendente. A seleccao predefinida é All Wells (Todos
0S pPOgos)

7

Help (Ajuda)

Abrir o site de ajuda (Help) do software para obter
mais informacgdes sobre a analise de dados
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Barra de menus de analise de dados

A Tabela 17 mostra as fungdes dos itens da barra de menus.

Tabela 17. Itens da barra de menus da janela Data Analysis (Analise de dados).

Item de menu

Comando

Funcao

File (Ficheiro)

Save (Guardar)

Guardar o ficheiro

Save As (Guardar como)

Guardar o ficheiro com um novo nome

Repeat Experiment (Repetir
a experiéncia)

Extrair o ficheiro da placa e do protocolo
da experiéncia actual para voltar
a executa-la

Exit (Sair)

Sair da janela Data Analysis (Analise
de dados)

View (Ver) Run Log (Registo do ciclo) Abrir uma janela Run Log (Registo

do ciclo) para ver o registo do ciclo

de um ficheiro de dados
Settings Analysis Mode (Modo Seleccionar o método de subtraccao
(Definicoes) de anadlise) da linha de base para os grupos de pocgos

seleccionados nos dados

C(t) Determination Mode (Modo
de determinacéo de C(t))

Seleccionar o modo de regressao

ou de limiar simples para determinar

a forma como séo calculados os valores
C(t) para cada tragcado

Baseline Thresholds (Limiares
da linha de base)

Abrir a janela Baseline Thresholds
(Limiares da linha de base) para ajustar
a linha de base ou o limiar

Trace Styles (Estilos de tracado)

Abrir a janela Trace Styles (Estilos
de tragado)

View/Edit Plate (Ver/Editar
placa)

Abrir o Plate Editor (Editor de placas) para
ver e editar a placa

Mouse Highlighting (Realce
do rato)

Activar ou desactivar o realce simultaneo
de dados com o ponteiro do rato

SUGESTAO: Se a opgdo Mouse
Highlighting (Realce do rato) estiver
desactivada, prima continuamente a tecla
Control para activar temporariamente

a funcao de realce

Display Threshold Values
(Mostrar valores de limiar)

Mostrar o valor da linha de limiar
no grafico
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Tabela 17. Itens da barra de menus da janela Data Analysis (Analise de dados).

Item de menu

Comando

Funcao

Tools Reports (Relatérios) Abrir o relatério deste ficheiro de dados
(Ferramentas)  [Import Fluorophore Calibration |Seleccionar um ficheiro de calibragdo
(Importar calibragcéo de a aplicar ao ficheiro de dados actual
fluoréforos)
Replace Plate (Substituir placa) |Substituir o ficheiro da placa actual
na analise de dados
Export All Data Sheets to Excel |Exportar todas as visualizagdes de folha
(Exportar todas as folhas de de calculo de cada separador para
dados para Excel) um ficheiro formatado para Excel
separado
Help (Ajuda) Abrir a ajuda (Help) do software para obter

mais informagdes sobre a analise
de dados
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Separador Quantitation (Quantificacao)

Cada separador da janela Data Analysis (Analise de dados) apresenta dados em graficos

e folhas de calculo para um método de analise especifico, com um selector de pogos para
seleccionar os dados que pretende mostrar. A janela Data Analysis (Analise de dados) abre-se
com o separador Quantitation (Quantificagéo) (Figura 46) em primeiro plano. Os dados

do grafico Amplification (Amplificacao) neste separador devem ser utilizados para determinar
as definicdes correctas de analise para a experiéncia.

NOTA: O grafico Ampilification (Amplificagdo) mostra a fluorescéncia relativa (RFU)

para cada poco em cada ciclo. Cada tracado do gréfico representa dados
de um unico fluoréforo num poco.

I Data Analysis - GE File Marcom. perd E]
File  Wiew  Settings Tools
Bl & A | [ |y viewsdt plate... |55 wel croup: [anwels v ?
e — Pl
(7] quantistion | [ 73 Guaniitation Data | gl Gene Expression | [£28] End Point | [12] alefe Discrirination ot | ) Run Information
Amplification Standard Curve
1t T T T T T T & T T T T
- 3 o8 : s ‘ : :
P S
g 24 F
10t iyt L
E] 4
ﬁ ELIE S
: frp
10° :
14 F
12z ! t t + t t t
0 1 2 3 4 5 6
10! Log Starting Quantity
T Standard
& ! > Unknown
0 10 20 30 40 S0  Fent: E=120 4% R2=D 934 Slope=-2 813
Cyeles foog eis —— HEX E=100.0% R7=0.000 Slopa=0 000
Fsm HEX Step Mumber. |3 -
1 2 3 4 ] E 7 2 ] 10 1 12 Wwell & Fluor & Content § Sample 0 CH 4§ l_:'l
4 sl || stz || sz || st || sws || stwe B0z [FAM atd: il 14t
BO3 Fam Std-2 4Hr 17.74
B si || stz || sz || s || sws || st 804 FAM S3 e 115
C st || stz || sH3 f| st || sws || st oS A S el Ch
BOE Fahd Std-5 THr 2710
D Sl || stz |f s || st || sws |f Stde e A T i TazE
E coz Famd Std-2 4Hr 17.68
o4 Famd Std-2 3Hr 21.07
g cos Famd Std-4 2Hr 2425
& CO6 Fam Std-5 THr 26.65
Doz Famd Std-1 SHr 14.22
H =]
[4] [ ] ]
Completed Scan Mods: all Channels  Plate Type : BR Clear | Analysis Mode: Baseling Subtracted Curve Fit

Figura 46. Disposicao do separador Quantitation (Quantifica¢cao) na janela
Data Analysis (Analise de dados).

NOTA: O software liga os dados nos painéis de cada separador de analise
de dados. Por exemplo, realgar um pogo colocando o ponteiro do rato sobre
0 poco na vista do selector de poc¢os, realca os dados em todos os outros painéis.
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Selector Step Number (n.° de passo)

O Sistema CFX96™ pode adquirir dados de fluorescéncia em varios passos do protocolo;

o software mantém os dados adquiridos a cada passo de forma independente. O software
mostra o selector Step Number (n.° de passo) abaixo do grafico Standard Curve (Curva
padrao) no separador Quantitation (Quantificagdo) sempre que um protocolo contiver mais
do que um passo de recolha de dados. Ao seleccionar um passo, o software aplica essa
seleccao a todos os dados mostrados na janela Data Analysis (Analise de dados). A Figura 47
mostra que o niumero do passo de recolha de dados ¢é 3 para todos os dados.

Step Number : q vl

Figura 47. Seleccao de numero de passo na janela Data Analysis (Analise de dados).

Visualizacao de grupos de pocos em andlise de dados

Os pocos da placa podem ser agrupados em subconjuntos para analise independente
utilizando grupos de pocos. Ao criar grupos de pogos na janela Well Groups Manager
(Gestor de grupos de pogos) no Plate Editor (Editor de placas) (pagina 47), aparecem nomes
de grupos na janela Data Analysis (Analise de dados) na lista Well Groups (Grupos de pogos)
na barra de ferramentas.

Por predefinicdo, o grupo de pogos All Wells (Todos os pogos) € seleccionado quando
a janela Data Analysis (Andlise de dados) é aberta inicialmente, com os dados em todos
0s pogos com conteudo mostrados nos gréficos e nas folhas de célculo.

A Figura 48 mostra o grupo 2 (Group 2) seleccionado no menu Well Groups (Grupos
de pocgos). S6 os pogos desse grupo de pocos aparecem carregados no selector de pogos
e apenas os dados referentes a esses poc¢os séo incluidos nos célculos de anélise de dados.

B & & | Q|8 vewrdtras.. g EEEr— | 7

E Quanlitation || 72 Quantitation Data @ Mel Curve % Melt Curve Data BBH Gene Expression | [228] End Point l?_j “n
Amplification Standard Curve

H

Threshokl Cyce
vy

B ¥

05 10 15 20 25 0 35
Log Starting Quantity

1 SYBR Step Number, |3 v

1 2 3 4 5 b 4 8 3 0 1N 12 Well & Fluor { Content { San .
A B01  |SYBR  SWd§
B q suds || suas|[ sde|[ suds|[ suds|[ sea7][ sea ][ seaz][ srds][ srds][ sds] SYBR  Std5
¢ SYBR  Sd5
5 SYBR  Sid6
E SYBR Sid-6
F SYBR Std-6
G SYBR Sid-7

SYBR Std-7 s

H >

Figura 48. Janela Data Analysis (Analise de dados)
com o grupo 2 (Group 2) seleccionado.



Manual de Instru¢bes do Sistema de Deteccao por PCR em Tempo Real CFX96™

Definicoes de analise de dados

O grafico Amplification (Amplificagcao) no separador Quantitation (Quantificagéo) mostra

a fluorescéncia relativa (RFU) para cada pogo em cada ciclo. Cada tragado do grafico
representa dados de um unico fluoréforo num poco. Estes dados séo utilizados para
determinar valores C(t) para cada poco por fluoréforo. O software utiliza um de dois modos
para determinar os valores C(t):

¢ Regressao. Este modo aplica um modelo de regresséo néo linear e multivariavel
a tracados de pocos individuais, utilizando posteriormente este modelo para calcular
um valor C(t) éptimo

¢ Limiar simples. Este modo utiliza um valor de limiar simples para calcular o valor C(t)
com base no ponto de interseccao de limiares de tracados de fluorescéncia individuais

Ajuste do limiar

No modo de limiar simples, ajuste o limiar de um fluoréforo clicando na linha de limiar
no grafico Amplification (Amplificacéo) e deslocando o ponteiro do rato na vertical. Em
alternativa, especifique um limiar de intersecgao exacto para o fluor6foro seleccionado,
de acordo com as instru¢des seguintes:

1. Seleccione Settings > Baseline Thresholds (Definicoes > Limiares da linha de base)
na barra de menus para abrir a janela Baseline Thresholds (Limiares da linha de base).

2. Ajuste o limiar de intersecc¢éo (Figura 49) para o fluor6foro clicando em User Defined
(Definido pelo utilizador) e introduzindo um nuamero de limiar.

Baseline Thresholds
Baseline Cycles
O Auto Caleulated
() User Defined Bold indicates a changed value.
wel & Fuor o Bpeine g Basbe 4 4
1 AD2 FaM 2 "
2 AD3 FaM 2 15
3 i 2 18
4 2 22
5 ADE FamM 2 25
6 A7 FM o %
7 a10 FaM 2 25
8 BO2 FaM 2 1
9 BO3 FAM 2 15
10 BO4 FaM 2 18
11 BOS FaM 2 22
12 BOB FaM 2 25
13 BO7 FaM 2 26 [
All Selected Rows:  Begin: |2 ckEnd: 26 &
Crossing Threshold
O Auto Calculated: 1151.65
& User Defined: 1151.65 s

Figura 49. Janela Baseline Thresholds (Limiares da linha de base).

3. Clique em OK para confirmar a alteracao e fechar a janela.
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Definicoes da linha de base

O software define automaticamente a linha de base individualmente para cada pocgo. Depois
de seleccionar os pogos para analise, verifique as definicdes da linha de base nestes pocos.
Abra a janela Baseline Thresholds (Limiares da linha de base) (Figura 49) para alterar a linha
de base predefinida de pocos seleccionados. Para abrir esta janela:

1. Seleccione Settings > Baseline Thresholds (Definicées > Limiares da linha de base)
para abrir a janela Baseline Thresholds (Limiares da linha de base).

Para ajustar o ciclo da linha de base inicial e final para cada pocgo:

1. No painel Baseline Cycles (Ciclos da linha de base), para seleccionar um ou mais pocos,
clique no numero de fila, clique no canto superior esquerdo para seleccionar todos
0s pocos, prima continuamente a tecla Control para seleccionar varios pocos individuais
ou prima continuamente a tecla Shift para seleccionar varios pogos numa fila.

2. Ajuste o ciclo Baseline Begin (Inicio da linha de base) e Baseline End (Fim da linha
de base) para todos os pogos seleccionados, ou altere o nimero de ciclo de Begin
(Inicio) e End (Fim) na parte inferior da folha de célculo (Figura 49).

3. Clique em OK para confirmar a alteracao e fechar a janela.

Seleccado do modo de analise

Seleccione o modo de andlise para determinar o método de subtracc¢ao da linha de base para
todos os tracados de fluorescéncia. Seleccione Settings > Analysis Mode (Definicbes >
Modo de andlise) para escolher uma das trés opg¢des seguintes:

¢ No Baseline Subtraction (Nenhuma subtracc¢ao da linha de base). O software
apresenta os dados na forma de tracados de fluorescéncia relativa. Alguma analise
néo é possivel neste modo de analise

¢ Baseline Subtracted (Com subtraccao da linha de base). O software apresenta
os dados na forma de tragados com subtrac¢ao da linha de base para cada fluoréforo
num poco. O software tem de efectuar a subtraccéo da linha de base dos dados para
determinar ciclos de limiar, construir curvas padrao e determinar a concentragéao
de amostras desconhecidas. Para gerar um tragado com subtracg¢éo da linha de base,
o software ajusta a melhor linha recta através da fluorescéncia registada de cada poco
durante os ciclos da linha de base, e subtrai depois os dados de melhor ajuste
dos dados de fundo com subtrac¢do em cada ciclo

¢ Baseline Subtracted Curve Fit (Ajuste de curva com subtracc¢ao da linha de
base). O software apresenta os dados na forma de tracados com subtracc¢do da linha
de base, e o software regulariza a curva com subtracc¢ao da linha de base utilizando
um filtro de média centrado. Este processo é realizado de modo que cada C(t) fique
constante

Selectores de pocos

Clique nos pocos do selector de pogos para mostrar ou ocultar os dados dos graficos
ou das folhas de célculo na janela Data Analysis (Analise de dados):

e Para ocultar um poco, realce e clique hum poco individual. Para mostrar esse poco,
realce e clique de novo no pogo

e Para ocultar varios pocos, clique e arraste os pocos que deseja seleccionar.
Para mostrar esses pocos, clique e arraste de novo os pocos
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e Cligue no canto superior esquerdo da placa para ocultar todos os pogos.
Clique de novo no canto superior esquerdo para mostrar todos os pogos

¢ (Clique no inicio de uma coluna ou fila para ocultar esses poc¢os. Clique de novo
na coluna ou fila para mostrar os pogos

S6 os pocgos carregados com conteudo (introduzidos no Plate Editor) podem ser
seleccionados no selector de pocos, ficando visivel a sua cor se forem seleccionados.
Conforme mostrado na Figura 50, o selector de pocos mostra os trés tipos de pocos
seguintes:

¢ Pocos carregados seleccionados (azul). Estes pogcos contém um tipo de
amostra Unk (desconhecido) carregado. Os dados destes pogos aparecem
na janela Data Analysis (Analise de dados)

¢ Pocos carregados nao seleccionados (cinzento claro). Estes pocos contém tipos
de amostra Std (Padréo) e Pos. Os dados de pog¢os nao seleccionados nao aparecem
na janela Data Analysis (Analise de dados)

¢ Pocos vazios (cinzento escuro). Estes pogos nédo foram carregados na janela
Plate Editor

n 12

RHARE

X O " m O O @ »

Figura 50. Aparecem trés cores de pocos num selector de pocos.

Exclusao temporaria de pocos da analise

OPCAO DE CLIQUE DIREITO

1. Clique com o bot&o direito do rato no pogo do selector de pogos, num tragado
de fluorescéncia ou num ponto esbogado na curva padrao.

2. Nas opgdes do menu, seleccione Exclude Well XX from Analysis (Excluir pogo XX
da analise).

Amplification

D), w98 5o e ............. ............. .....

Exclude ‘el B3 from Analysis

Copy

RFU (1043)
=

Save Image As..
Page Setup...
Print...

Show Point Values

] 10 20 Set Scale to Default
Cycle Chart Options...

Figura 51. Clique com o botao direito do rato para excluir um poco da analise.
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OPCOES DO PLATE EDITOR (EDITOR DE PLACAS)
1. Clique no botao View/Edit Plate (Ver/Editar placa) na barra de ferramentas da janela
Data Analysis (Analise de dados).
2. Seleccione um ou mais pogos na visualizagao do selector de pogos.

3. Clique em Exclude Wells in Analysis (Excluir pocos na analise) (Figura 52) para excluir
0s pocgos seleccionados. Esta caixa de seleccdo encontra-se na parte inferior
dos controlos do Plate Editor (Editor de placas), no lado direito da janela.

s - .
‘:ﬁn Experiment Settings...

|v {i Clear Replicate #

||j Clear Wells
E xclude Wells in Analysis

Figura 52. Caixa de seleccao Exclude Wells in Analysis (Excluir pogos na analise)
na parte inferior do painel.

4. Os pocos excluidos sdo marcados com um asterisco (*) na janela Plate Editor (Editor
de placas).

Em alternativa, para remover permanentemente os pocos da andlise, limpe o conteudo
dos poc¢os no Plate Editor (Editor de placas) clicando no botao Clear Wells (Limpar pogos).

AVISO! Tera de voltar a introduzir o conteddo de pocos que tenha sido limpo.

Graficos

Cada grafico da janela Data Analysis (Andlise de dados) apresenta os dados num grafico
diferente e inclui opg¢des de ajuste de dados. Para ampliar uma area do grafico, seleccione

a area clicando e arrastando com o rato. O software redimensiona o grafico e centra-o na area
seleccionada.
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Itens comuns de menu de clique direito para graficos

Todos os graficos apresentam itens de menu de clique direito. Alguns dos itens disponiveis
estdo presentes para todos os graficos, podendo ser utilizados para mudar a forma como
os dados sao apresentados ou para exportar facilimente os dados a partir de um grafico
(Tabela 18).

Tabela 18. ltens de menu de clique direito para graficos.

Item Funcao

Copy (Copiar) Copiar o gréfico para a area de transferéncia

Save Image As... (Guardar Guardar aimagem do grafico no tipo de ficheiro de imagem
imagem como) seleccionado. Seleccione entre os formatos seguintes:

PNG (predefinicao), GIF, JPG, TIF ou BMP
Page Setup... (Configuracdo |Pré-visualizar e seleccionar a configuragdo da pagina para

de péagina) impressao

Print... (Imprimir) Imprimir o grafico

Show Point Values (Mostrar  |Mostrar os valores dos pontos quando o rato de desloca
valores de pontos) sobre um ponto do gréfico.

Set Scale to Default (Definir  |Voltar para a visualizacdo predefinida da escala depois
escala para predefinicdo) de ampliar o grafico

Chart Options... (Opcodes Abrir a janela Chart Options (Op¢des do gréfico) para

do grafico) alterar o grafico, incluindo alterar o titulo, seleccionar

limites para os eixos x e y, mostrar as linhas da grelha
€ mostrar marcas menores nos eixos

NOTA: Os itens de menu que se aplicam a graficos especificos sdo descritos
no capitulo seguinte “Janelas de analise de dados” (pagina 73).

Folhas de calculo

As folhas de calculo mostradas em Data Analysis (Analise de dados) incluem opgdes para
ordenar e transferir dados. Ordene as colunas de acordo com um dos métodos seguintes:

¢ (Clique e arraste uma coluna para uma nova localizacao na tabela seleccionada
¢ (Clique no cabecalho da coluna para ordenar os dados por ordem ascendente
(Ascending) ou descendente (Descending)
Para ordenar até trés colunas de dados na janela Sort (Ordenar), siga os passos seguintes:

1. Clique com o botéo direito do rato na folha de célculo para abrir o menu e seleccione
Sort (Ordenar).

2. Najanela Sort (Ordenar), seleccione o primeiro titulo de coluna a ordenar. Ordene os
dados por ordem ascendente (Ascending) ou descendente (Descending).

3. Para seleccionar mais do que um titulo de coluna, seleccione o titulo no menu pendente.
Seleccione Ascending (Ascendente) ou Descending (Descendente) para ordenar
a coluna por essa ordem.

4. Clique em OK para ordenar os dados, ou clique em Cancel (Cancelar) para interromper
a accao.

Para realcar os dados nos graficos associados e no selector de pocos, o ponteiro do rato
deve manter-se sobre uma célula. Se clicar na célula, podera copiar o conteddo para colar
noutro programa de software.
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Itens comuns de menu de clique direito para folhas

de calculo

Clique com o botao direito do rato em qualquer visualizacao da folha de calculo para
seleccionar os itens mostrados na Tabela 19.

Tabela 19. Itens de menu de clique direito para folhas de calculo.

Item

Funcao

Copy (Copiar)

Copiar o conteudo dos pocos seleccionados para a area
de transferéncia, e colar depois o conteddo numa folha
de caélculo, por ex. Excel

Copy as Image (Copiar como
imagem)

Copiar a visualizagao da folha de calculo como um ficheiro
de imagem, e colar num ficheiro que aceite um ficheiro

de imagem, como ficheiros de texto, imagem ou folha

de célculo

Print... (Imprimir)

Imprimir a visualizagédo actual

Print Selection...
(Imprimir seleccao)

Imprimir a selec¢éo actual

Export to Excel...
(Exportar para Excel)

Exportar os dados para uma folha de calculo Excel

Export to Text...
(Exportar para texto)

Exportar os dados para um editor de texto

Export to XML...
(Exportar para XML)

Exportar os dados para um ficheiro XML

Export to HTML...
(Exportar para HTML)

Exportar os dados para um ficheiro HTML

Find... (Localizar)

Procurar texto

Sort... (Ordenar)

Ordenar os dados em até trés colunas
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8 Janelas de analise de dados

Leia este capitulo para obter mais informacdes sobre os separadores da janela Data Analysis
(Analise de dados):

Separador Quantitation (Quantificagao) (abaixo)

Separador Quantitation Data (Dados de quantificagédo) (pagina 76)
Separador Melt Curve (Curva de fusio) (pagina 78)

Separador Melt Curve Data (Dados da curva de fuséo) (pagina 79)
Separador End Point (Ponto final) (pagina 80)

Separador Allelic Discrimination (Discriminagao alélica) (pagina 81)
Separador QC (Controlo de qualidade) (pagina 83)

Separador Run Information (Informacé&o do ciclo) (pagina 84)
Relatérios de ficheiros de dados (pagina 85)

Separador Quantitation (Quantificacao)

Utilize os dados no separador Quantitation (Quantificagéo) (Figura 46 na pagina 65) para
definir as condi¢bes de andlise de dados, incluindo as definicdes da linha de base para pocos
individuais e as definicdes de limiares. O separador Quantitation (Quantificagdo) apresenta
dados nas quatro visualizagbes seguintes:

Grafico de amplificacao. Mostra as unidades de fluorescéncia relativa (RFUs) para
cada pogo em cada ciclo. Cada tragado do grafico representa dados de um unico
fluoréforo num pogo

Curva padrao. Este grafico s6 é mostrado se a experiéncia incluir pocos designados
por Sample Type Standard (Tipo de amostra padrado). Mostra uma curva padrdo com

o ciclo de limiar representado em relagcao ao registo da quantidade inicial. A legenda
mostra a eficiéncia da reaccdo (Reaction Efficiency) (E) para cada fluoréforo nos pogos
com um tipo de amostra padrao

Selector de poc¢os. Selecciona os pogos com os dados de fluorescéncia que pretende
mostrar

Folha de calculo. Mostra uma folha de célculo dos dados recolhidos nos pocos
seleccionados
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Selector de fluoroforos

Para seleccionar os dados de fluoréforos a apresentar nos graficos e folhas de calculo

do separador Quantitation (Quantificagao), clique no selector de fluordforos abaixo do grafico
de amplificacdo (Amplification) (Figura 53). Clique na caixa junto ao nome do fluoréforo para
mostrar ou ocultar os dados do fluoréforo na janela de analise de dados.

I FaM  [] TET

Figura 53. Selector de fluoréforos com FAM seleccionado.

Janela Trace Styles (Estilos de tracado)

Abra a janela Trace Styles (Estilos de tracado) (Figura 54) para ajustar o aspecto dos tragcados
nos graficos de amplificacéo e curva de fusdo dos separadores Quantitation (Quantificagao)
e Melt Curve (Curva de fuséo).

Para abrir esta janela, siga os passos seguintes:
1. Seleccione apenas um fluoréforo nas caixas de selecgéo de fluoroforos.
2. Clique no botao Trace Styles (Estilos de tragado) na barra de ferramentas de Data

Analysis (Analise de dados), ou seleccione Settings > Trace Styles (Definicdes > Estilos
de tracado) na barra de menus de Data Analysis (Anélise de dados).

Wels Colot Symbel
Urknowns v Nore v

Al Wells: Random Colors Remove Symbols
P
@ Show Contents O Show Symbols

Figura 54. Janela Trace Styles (Estilos de tracado).
Utilize as ferramentas da janela Trace Styles (Estilos de tragcado) para ajustar o aspecto
dos tragados e pré-visualizar as alteragdes no selector de pogos na parte inferior da janela.

e Seleccione um conjunto especifico de pogos utilizando o selector de pogos na parte
inferior da janela. Em alternativa, seleccione pogos que contenham um tipo
de amostra no menu pendente na coluna Wells (Pocos)

e Cligue na caixa na coluna Color (Cor) para seleccionar uma cor para 0s pogos

¢ Seleccione um simbolo no menu pendente da coluna Symbol (Simbolo)

¢ (Cligue em Show Contents (Mostrar contelido) para mostrar os tipos de amostra
em cada poco, ou clique em Show Symbols (Mostrar simbolos) para mostrar
os simbolos seleccionados em cada poco
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Opcéao Log Scale (Escala logaritmica)

Clique na caixa Log Scale (Escala logaritmica) sob o grafico de amplificacdo (Amplification)
para ver os tracados de fluorescéncia numa escala semi-logaritmica, conforme mostrado na
Figura 55.

Amplifoaton
T

40 50
Cycles [“h\Log Scale
i85

] FAM TET

Figura 55. Opc¢ao Log Scale (Escala logaritmica) seleccionada
no grafico de amplificacao (Amplification).

Grafico de curva padrao

O software cria um grafico de curva padrao (Standard Curve) (Figura 56) no separador
Quantitation (Quantificagdo) se os dados incluirem tipos de amostra definidos como padrao
(Std) para um fluoréforo na experiéncia.

Standard Curve

[ :
=
£ %
= ¢
t t t t } t t t
1] 1 2 3 4 5 =] g 8
Log Starting Quantity
O Stdard K Uikiown
[—+— FAM:E=1238%R"2=0985 —»~— TET:E=1000%R"2=0000

Figura 56. Grafico de curva padrao.

O grafico de curva padrao (Standard Curve) mostra a informagéo seguinte:

¢ Nome de cada curva (0 nome do fluoréforo)

e Cor de cada fluoréforo

¢ Eficiéncia da reaccéo (E). Utilize esta estatistica para optimizar uma reac¢éo
multiplex e equalizar os dados para uma curva padrao
NOTA: A eficiéncia da reaccao descreve a quantidade do alvo que é produzida
com cada ciclo no protocolo. Uma eficiéncia de 100% significa que esta a duplicar
o alvo com cada ciclo.
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¢ Coeficiente de determinacdo, R? (escrito como RA2). Utilize esta estatistica para
determinar até que ponto a linha descreve os dados correctamente (qualidade do
ajuste)

Opcoes de menu de clique direito dos graficos

Além das opg¢des de menu de clique direito habituais (copiar, imprimir e exportar graficos),
a Tabela 20 mostra as opg¢des de menu disponiveis apenas no grafico de amplificagao
(Amplification).

Tabela 20. Opcoes de menu de clique direito especificas do grafico de amplificacao.

Opcao de menu Funcao

Show Threshold Values Mostrar o valor de limiar para cada curva de amplificacao

(Mostrar valores de limiar) no grafico

Trace Styles... Abrir a janela Trace Styles (Estilos de tracado) para alterar

(Estilos de tracado) os estilos dos tragados que aparecem nos separadores
Quantitation (Quantificagdo) e Melt Curve (Curva de fusao)

Baseline Thresholds... Abrir a janela Baseline Thresholds (Limiares da linha de base)

(Limiares da linha de base) para alterar a linha de base ou os limiares de cada fluoréforo
(as alteracdes aparecem no grafico de amplificacao
(Amplification) no separador Quantitation (Quantificagéo))

Separador Quantitation Data (Dados de quantificacao)

76

O separador Quantitation Data (Dados de quantificacdo) mostra folhas de calculo
que descrevem os dados de quantificagdo recolhidos em cada pogo. Seleccione uma das trés
opcodes para mostrar os dados em formatos diferentes:

¢ Results (Resultados). Mostra os dados numa folha de calculo

¢ Plate (Placa). Mostra uma visualizagao dos dados em cada po¢go como um mapa
de placas

¢ RFU. Escolha esta folha de calculo para mostrar as quantidades de RFU em cada poco
para cada ciclo

SUGESTAO: Clique com o botao direito do rato para ver opgdes, incluindo a opgéo
de ordenar
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Folha de calculo de resultados

Seleccione uma folha de célculo Results (Resultados) (Figura 57) para ver dados de cada

po¢o na placa.

Results | StepMumber 3

—
7] quaniistion ") Quantiation Dats olill Gene Expression | 28] End Paint Alleic Discrimination oc| B9

Run Information

Wwel (| Fluor § Content ) Target

An2
B2
coz
Doz
Al

FAM
FiiM
FiM
FiM
HEX

Std-1
Std-1
Std-1
Std-1
Std-1

NGE
NGK
NGK
NGK
ACT

EHr
SHr
SHr
SHr
SHr

Sample

°| onttlyy 9| WWken 9| WSO 0

1439
14.24
1425
14.22
132

Log Starting o

Starting (Quantity o
150) Quantity

S0 Mean &

14.28
14.28
14.28
14.28
1313

n.0a1
0.0s1
0.0t
0.0s1
0am

1.000E +06
1.000E+06
1.000E +06
1.000E +06
1.000E+06

£.000
E.000
6.000
E.000
E.000

1.00E +06
1.00E+06
1.00E+06
1.00E+06
1.00E+06

Figura 57. Separador Quantitation Data (Dados de quantificacao) com
a folha de calculo de resultados seleccionada.

NOTA: Todos os calculos de desvio padrao (Std. Dev) se aplicam aos grupos
de réplicas atribuidos nos pocos na janela Plate Editor (Editor de placas).
Os célculos fazem a média do valor C(t) para cada pogo no grupo de réplicas.

A folha de calculo Results (Resultados) inclui o tipo de informacdo mostrada na Tabela 21.

Tabela 21. Contetido da folha de calculo de resultados.

Informacéao Descricao

Well (Poco) Poco na placa

Fluor Fluoréforo detectado

Content (Conteudo) Tipo de amostra e nimero da réplica
Target (Alvo) Nome do alvo de amplificagédo (gene)

Sample (Amostra)

Descricdo da amostra

Threshold Cycle (C(t))
(Ciclo de limiar)

Ciclo de limiar

C(t) Mean (Média de C(t))

A média do ciclo de limiar para o grupo de réplicas

C(t) Std. Dev

Desvio padrao do ciclo de limiar para o grupo de réplicas

Starting Quantity (SQ)
(Quantidade inicial)

Estimativa da quantidade inicial do alvo

Log Starting Quantity
(Registo quantidade inicial)

Registo da quantidade inicial

SQ Mean (Média SQ)

Média da quantidade inicial

SQ Std. Dev

Desvio padrédo da quantidade inicial

Set Point (Ponto de acerto)

Temperatura da amostra no pogo para um passo do gradiente

Sample Note (Nota de
amostra)

Um ciclo de desnaturagéo, annealing (hibridizacao) e
extenséo, ou um ciclo de passos de annealing (hibridizacao)
e extensdo num protocolo
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Folha de calculo Plate (Placa)

Seleccione a folha de calculo Plate (Placa) para ver um mapa de placas dos dados de

um fluoréforo de cada vez. Seleccione cada fluoréforo clicando num separador na parte
inferior da folha de calculo. A Figura 58 mostra a folha de calculo Plate (Placa) como um mapa
de placas.

Quantitation -l Huantitation D ata EIDI:I Giene Expression | [228] End Poirt Allelic: Discrimination

Plate A

Dutput: Content [ | Sample Citl [] Starting Quantity

1 2 K] 4 5 B 7
Cantent S5td-1 S5td-2 Std-3 Std-4 5td-5 5td-6
A Cit) 14.39 17.79 21.20 24.49 27.20 28.54
B Cantent Std-1 Std-2 Std-3 Std-4 Std-5 Std-6
CIt) 14.24 17.74 21.15 24.26 27.10 2839
Cantent 5td-1 Std-2 Std-3 S5td-4 5td-5 S5td-6
. CIt) 14.25 17.68 21.07 24.25 26.85 2841

Figura 58. Folha de calculo Plate (Placa) no separador Quantitation Data
(Dados de quantificacao).

Folha de calculo RFU

Seleccione a folha de célculo RFU para ver as leituras de RFU para cada po¢o adquiridas
em cada ciclo da experiéncia. Seleccione os fluoréforos individuais clicando num separador
na parte inferior da folha de calculo. O nimero do pogo aparece no topo de cada coluna,

€ 0 numero do ciclo aparece a esquerda de cada fila (Figura 59).

_1 Quantitation __|-l Quantitation Data I:IDI:I Gene Expression |_’| End Paint Allelic Discrimination ac

RFL “ | Step Mumber: 3

Cycle A2 A3 Ad A5 AR AF B2 B3 B4 BS BE

.81 2.3 1.23 295 573 106 208 .76 -2.89 -14.0 -B.27
5.77 1.26 39 0822 -6.22 -5.26 .28 12.3 1.22 -7.55 7.7
4.08 228 1.84  0.E87 -6.05 813 5.07 310 118 -4.50 -6.59
273 0204 .27 0473 302 -4.26 270 557 2.42 .25 -2.66
263 0220 4.3 1.42 -1.91 163 0278 5.51 241 1,60 -0.366

l’J-I":lr-ﬂ-jl\:'l

Figura 59. Folha de calculo RFU no separador Quantitation Data
(Dados de quantificacao).

Separador Melt Curve (Curva de fusao)

Abra o separador Melt Curve (Curva de fusao) (Figura 60) para determinar a temperatura
de fusao (Tm) de produtos de PCR amplificados. Este separador mostra os dados da curva
de fusdo nas quatro visualizagdes seguintes:

e Melt Curve. Ver os dados em tempo real para cada fluoréforo como RFUs
por temperatura para cada pogo

¢ Melt Peak. Ver a regressdo negativa dos dados de RFU por temperatura para
cada pogo

¢ Well Selector. Seleccionar pogos para mostrar ou ocultar os dados
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Peak spreadsheet. Ver uma folha de célculo dos dados recolhidos no poco

seleccionado

NOTA: Esta folha de calculo mostra apenas um maximo de dois picos para cada
tragado. Para ver mais picos, clique no separador Melt Curve Data (Dados

da curva de fuséo) (pagina 79).

P
J Quantitation J Quantitation Data Melt Curve gj Melt Curve Data DDI] Gene Expression I_’I End Pairt Qc 1: Run Information

Melt Curve
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7
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S Cortenl O Sample O 7i0 o=l
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Figura 60. Disposicao do separador Melt Curve (Curva de fusao)
na janela Data Analysis (Analise de dados).

Ajuste os dados da curva de fusdo utilizando um dos métodos seguintes:

e Clique € arraste as barras limite no grafico Melt Peak (Pico de fus&o) para incluir
ou excluir picos na analise de dados

¢ Seleccione Positive (Positivo) no menu pendente Peak Type (Tipo de pico) para
mostrar os dados de folha de calculo dos picos acima da linha de limiar de fusao,
ou seleccione Negative (Negativo) para ver os dados de folha de calculo dos picos
abaixo da linha de limiar de fusédo

Separador Melt Curve Data (Dados da curva de fusao)

O separador Melt Curve Data (Dados da curva de fusdo) mostra os dados do separador Melt
Curve (Curva de fusdo) em varias folhas de calculo que incluem todos os picos de fusdo para
cada tragado. Seleccione uma das quatro opgodes para mostrar os dados da curva de fuséo
em folhas de calculo diferentes.

¢ Melt Peaks. Mostrar todos os dados, incluindo todos os dados de fusdo, para cada
tracado

¢ Plate. Mostrar uma vista dos dados e do conteudo de cada pog¢o na placa, incluindo
o conteudo, o nome da amostra, pico 1 e pico 2

¢ RFU. Mostrar as quantidades de RFU a cada temperatura para cada pogo

¢ —d(RFU)/dT. Mostrar a taxa de alteracdo negativa na RFU a medida que a temperatura
(T) muda para cada pocgo. Esta € o primeiro esboco de regressao para cada pogo
na placa
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Separador End Point (Ponto final)
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Abra o separador End Point (Ponto final) para analisar unidades de fluorescéncia relativa
(RFUs) finais para os pogos de amostra. O software compara os niveis de RFU de pogos com
amostras desconhecidas com os niveis de RFU de pocos com controlos negativos,

e classifica as desconhecidas como Positivo ou Negativo. As amostras positivas apresentam
um valor de RFU superior ao valor médio de RFU dos controlos negativos, mais o valor

de cutoff.

Para analisar os dados de ponto final, a placa deve conter controlos negativos ou o software
nao podera fazer a determinacdo. Execute um dos dois tipos de protocolos seguintes:
e Executar um protocolo de quantificacao. Configure um protocolo padrdo. Depois
de executar a experiéncia, abra a janela Data Analysis (Analise de dados), ajuste
as definicdes de andlise de dados no separador Quantitation (Quantificacao) e clique
no separador End Point (Ponto final) para escolher um ciclo de ponto final

e Executar um protocolo s6 de ponto final. Carregue o protocolo End Point Only
(S6 ponto final) no separador Plate (Placa) da janela Experiment Setup (Configuracao
da experiéncia), seleccione ou crie uma placa e execute a experiéncia

O separador End Point (Ponto final) mostra os valores médios de RFU para determinar
se o alvo foi amplificado ou ndo pelo ultimo ciclo (final). Utilize estes dados para determinar
se uma sequéncia alvo especifica esta presente (positiva) numa amostra. Os alvos positivos
apresentam valores de RFU superiores ao nivel de cutoff que for definido.
O software apresenta os dados seguintes no separador End Point (Ponto final):

e Settings. Ajuste das definicbes de andlise de dados

¢ Results. Mostra os resultados imediatamente apds o ajuste das definicdes

¢ Well Selector. Seleccione os pogos com os dados de ponto final que pretende mostrar

¢ Folha de calculo de poc¢os. Mostra uma folha de calculo da RFU final recolhida nos
poc¢os seleccionados

P Data Analysis - Sample End Point - Multiplex Data.opd Q@
File View  Settings  Tools

Eil H @ a ""-WclPGroq): Al Wels v ?

t“_'i End Port ;’3 Run Information

Seltings A End

Fhica : o 3 Wel & Fluo  Content § Sample O oy O Cal
Erd Crclos ToAveages | |2 - Al 5 Meg Cuk1 1924

@ RFUs RFUs BO3 Cy5 Std-1 2811 (+) Positive
O Petcentof Range 1219 3 804 Cy5 Std2 3088  (+) Positive
: 805 G5 Std-3 3085  (#) Positive
f"““m__u o 805 Cy5  Si4 3048 (+)Positive
chesl HFUV :: 1593 807 Cy5 Sid5 3188 (+) Positive
N.j:ﬂ Cu::hh i 797 el e
c;gu:: h ‘. veinge: 1 B3 05 Sid7? 3532 (+) Positive

et L ¥I[lgn 5 Negtum 1880
1 2 3 4 5 6 7 8 g | 105 1112 co3 CyS Std-1 2820 (+)Positive

A sudi][ 5taZ[ 5d3][ seda][ sed5 [ sede] s1d7| Negl co4 Cy5 Sid2 3123 (+)Positive
B N EZ EE EDEEEE e Negl cos 5 Sid3 3152 (+) Positive
c stdi| std2|[ 5243 sude] 5147 Negl 06 5 St 3147 (+) Positive
D sd1 [ sed2)f sed3 | std7| Neg . +) Posil
; 4] e bl ___5 007 G5 S5 3259 (+)Positive

Figura 61. Disposicao do separador de analise End Point (Ponto final).

A lista Results (Resultados) inclui a informacao seguinte:
¢ Lowest RFU value. O valor de RFU mais baixo dos dados
¢ Highest RFU value. O valor de RFU mais alto dos dados
¢ Negative Control Average. RFU média para os pocos que contém controlos negativos

¢ Cut Off Value. O valor de cutoff é calculado adicionando a tolerancia (RFU
ou percentagem de intervalo mostrado nas definicées) e a média dos controlos
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negativos. As amostras com RFUs superiores ao valor de cutoff serdo designadas
por “Positivas”. Para ajustar o valor de cutoff, altere a RFU ou a percentagem
de intervalo

O valor de cutoff é calculado utilizando a seguinte férmula:
Valor de corte = Media de control negativo + Tolerancia

Seleccione uma tolerancia de acordo com um dos métodos seguintes:
¢ RFUs (predefinicao). Seleccione este método para utilizar um valor absoluto de RFU
para a tolerancia. O valor minimo de tolerancia de RFU é 2. O méaximo € o valor absoluto
do valor maximo de RFU menos o valor absoluto do valor minimo de RFU. O valor
predefinido de tolerancia de RFU é 10% do intervalo total de RFU

¢ Percent of Range. Seleccione este método para utilizar uma percentagem do intervalo
de RFU para a tolerancia. A percentagem de intervalo minima é 1 por cento.
A percentagem de intervalo maxima é 99 por cento. A percentagem de intervalo
predefinida é 10 por cento

Ajuste da anadlise de dados de ponto final

Ajuste a informacgao mostrada no separador End Point (Ponto final) utilizando os métodos
seguintes:
e Escolha um fluoréforo (Fluorophore) na lista pendente para ver os dados

e Escolha um valor de End Cycle to Average para definir o nimero de ciclos
que o software utiliza para calcular a RFU média de ponto final

e Seleccione RFUs para ver os dados em unidades de fluorescéncia relativa

¢ Seleccione Percentage of Range (Percentagem de intervalo) para ver os dados
como uma percentagem do intervalo de RFU

Separador Allelic Discrimination (Discriminacao alélica)

O separador Allelic Discrimination (Discriminacédo alélica) atribui os genétipos a pocos
com amostras desconhecidas utilizando a RFU ou C(t) de amostras de controlo positivas
(Figura 62). Utilize estes dados para identificar genétipos de amostras, incluindo Alelo 1,
Alelo 2, Heterozigoto, Desconhecido, Controlo 1 ou Controlo 2.

NOTA: Os dados de discriminacao alélica devem ser provenientes de experiéncias
multiplex.
A analise de discriminacao alélica requer o seguinte conteido minimo dos pogos:

¢ Dois fluoréforos em cada poco, com excepcgao dos pocos que contém controlos
positivos, os quais sé podem conter um fluoréforo

e Um fluoréforo que seja comum a todos os pocgos do grupo de pogos
¢ Amostras NTC (no template control) se pretender normalizar os dados
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Figura 62. Disposicao do separador Allelic Discrimination (Discriminacao alélica)
na janela Data Analysis (Analise de dados).

Ajuste de dados para discriminacao alélica

O software atribui automaticamente um genétipo a pogos com amostras desconhecidas
com base nas posi¢des das barras limite vertical e horizontal e, a seguir, mostra uma lista
de determinacao de gendtipos na visualizagdo de folha de calculo. Para a determinacéao
automatica de gendtipos, o software utiliza controlos positivos (quando disponiveis),

ou calcula os limiares. O software toma uma RFU ou C(t) médios para os controlos positivos
para definir automaticamente as linhas de limiar para discriminagdo dos alelos.

Ajuste as posicdes das barras de limiar clicando e arrastando as mesmas, e o software ajusta
automaticamente os calculos para efectuar novas atribuicoes de genétipos:

e Se a experiéncia contiver trés controlos na placa, a posi¢céo das barras de limiar
baseia-se na média e no desvio padrdo da RFU ou do C(t) dos controlos

e Se o numero de controlos for inferior a trés, a posicao das barras de limiar
é determinada pelos valores do ciclo de limiar ou intervalo de RFU no fluoréforo
seleccionado

Ajuste os dados de discriminagao alélica utilizando um dos métodos seguintes:

e (Clique e arraste as barras de limiar no grafico Allelic Discrimination (Discriminagao
alélica) para ajustar as determinac¢ées na folha de calculo

e Seleccione um fluoréforo para cada eixo do grafico (X: e Y:) nas opgoes
de definicdes no canto inferior direito da janela
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¢ Para alterar manualmente uma determinacao, realce uma fila da folha de célculo
e seleccione uma opc¢éo da lista Call Selected Alleles (incluindo Allele 1 (Alelo 1),
Allele 2 (Alelo 2), Heterozygote (Heterozigoto), None (Nenhum), Unknown
(Desconhecido), Control 1 (Controlo 1) ou Control 2 (Controlo 2))

e (Clique no botao Restore Default Thresholds (Restaurar limiares predefinidos) para
voltar a colocar as barras vertical e horizontal na respectiva posi¢céo original,
indicada pelos numeros junto das barras

¢ Seleccione o Display Mode C(t) para ver os dados como niveis de limiar. Seleccione
o Display Mode RFU para ver os dados em unidades de fluorescéncia relativa
no ciclo seleccionado

¢ Seleccione Normalize Data (Normalizar dados) para normalizar os dados de RFU
mostrados no gréfico e na folha de célculo

A normalizagéo altera os dados do grafico para um intervalo de 0 a 1 em ambos 0s eixos.
Para normalizar os dados, a placa deve conter pogos sem quaisquer tipos de amostras NTC
(no template control), para Allele 1 e Allele 2 (Alelo 1 e 2). Para esta determinagéo, os dados
de RFU s&o normalizados para os valores NTC como uma combinacéo linear de RFUs
especificas de Allele 1 e Allele 2 (Alelo 1 e 2). Esta determinagédo é uma forma eficaz

de apresentar dados de RFU.

Os calculos para RFUs normalizadas seguem as férmulas apresentadas em Livak et al. (1995).
Al
A+ A, +xX(NTCy 4 A0)

A normalizado =

Em que:
¢ A, representa RFU para Allele 1 (Alelo 1)
e A, representa RFU para Allele 2 (Alelo 2)

e X representa a RFU média

NTCaq , a2 representa a soma de RFUs para a amostra NTC de Allele 1 e Allele 2 (Alelo 1 e 2)

Separador QC (Controlo de qualidade)

Abra o separador QC (Controlo de qualidade) para avaliar rapidamente a qualidade

dos dados da experiéncia com base nas regras definidas no separador QC (Controlo

de qualidade) na janela User Preferences (Preferéncias do utilizador) (consulte “Separador
QC (Controlo de qualidade)” na pagina 111).
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O software apresenta as regras de QC (Controlo de qualidade) aplicadas actualmente
e as definicbes que definem cada regra (Figura 63). A descrigdo da regra apresenta também
os pocgos que falham uma regra seleccionada.

NOTA: Pode activar ou desactivar regras clicando na caixa de selecgéo junto
a regra na coluna Use Rule (Usar regra).

Amplification Exclude
T T Description & Walue O EIEE | Resulkts & \If\;";rllhs O
000 1 Analysis
6000 £oooionnns MNegative control with a C[t) less than :]
NTC with a C[t) less than —
ELL NRT with a 01t less than ]
= 4000 Fooooene Positive control with a C[t] greater than :]
g Unknown without a C[t] :]
S000 e Standard without & C[t] :]
2000 oeeene Efficiency oreater than 1100
1omo b Efficincy less than 90.0
: Std Curve B2 less than 0330
o+ i Replicate group CIt) Std Dev greater than 0.2 :]
o 10
Eielss NTC with a C{t] less than 38
St Mo welks Fail this GC Rule
1 2 3 4 5 B 7 8 El 10 11 12
A
B | Unkl || Unk2 || Unk3 || Unk4 || UnkS || Unks |f Unk7 |f Unka Jf UnkS || Unko || Unkl || Unkiz
C | uUnkl || Unk2 || Unk3 || Unk4 |f UnkS || Unks |f Unk7 |f Unka Jf UnkS || Unko || Unkl || Unkiz
D | Unkl || Unk2 || Unk3 || Unk4 || UnkS || Unké || Unk? || Unka || Unkd |f Unkio |f Unkil jf Unkiz
E

Figura 63. Disposicao do separador QC (Controlo de qualidade).

Separador Run Information (Informacao do ciclo)

O separador Run Information (Informacgao do ciclo) (Figura 64) mostra o protocolo e outras
informacdes sobre o ciclo para cada experiéncia. Pode também utilizar a caixa Notes (Notas)
para introduzir e editar as notas do ciclo, ou introduzir e editar a ID de dados do ciclo
escrevendo na caixa ID.

7] muentiation IE Quantitation Data Mel Curve Melt Curve Data DDD Gene Expression | (298] End Point oc D Run Infarmation

Protocol: 2stepstandardd0melt0. Sinc. prol Motes;
1 2 3 4 5 B
90 C 90 C 9.0 C
300 010 1:00
G 1D:
550 C o B50 C
0:30 T 1:00 Other
E a Created By User - admin
Run Started - 12/18/2007 2.55:47 PM
Sample Vol, Lid Temp - 25, 105
CFX Serial Number : EF123
Base Serial Number : CCO01055
CFX Manager Yersion : 1.0.963.1218.
43 %

1950 C for 300
— 2 950 C for 010
3 550 C for 0:30
+Plate Fead
GOTO 2 . 43 more times
96.0 C for 1:00
55.0 C for 1:00
Melt Curve 560 to 95.0 C,increment 05 C,
for 005 + Plats Read
EMD

~i|m | 4=

Figura 64. Disposicao do separador Run Information (Informacao do ciclo)
na janela Data Analysis (Analise de dados).
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Relatorios de ficheiros de dados

A janela Report (Relatério) (Figura 65) mostra informacdes sobre o ficheiro de dados actual
na janela Data Analysis (Analise de dados). Para abrir um relatério, seleccione Tools >
Reports (Ferramentas > Relatérios), ou clique no botéo de relatérios na barra de ferramentas
da janela Data Analysis (Analise de dados).

A janela Report (Relatério) mostra as trés secgbes seguintes:

Menu e barra de ferramentas. Seleccionar op¢des para formatar, guardar e imprimir
o relatério ou modelo

Lista de opcdes (canto superior esquerdo da janela). Seleccionar opgdes a mostrar
no relatoério

Painel de opcodes (canto inferior esquerdo da janela). Introduzir informacdes sobre
uma opcao seleccionada

Painel de pré-visualizacao (lado direito da janela). Pré-visualizar o relatério actual

Report: 1_FamHexTexCy5 Delete Well.pcrd -B®
fle  Templstes  Format
2 | ol | a2 | 2
B E 8 8~
= [2] Hoader A ~
[7) Repert Intcematicn
e

5 [9) Experent Setup

1_FamHexTexCy5 Delete Well.pcrd
12/12/07 02:54 PM

Report Information

Expenment Date: 510007 1155 AM

User:

Data File Name: 1_FamHexTexCy5 Delete Well perd
Data File Path: C\Dx 5 and Settings\All Users
Selected Well Group: All Wells

D Rad\CFX\U:

1_FamHexT exCy5 Detete Wel pord

SubTile Experiment Setup
121207 0254 PM
Run Information

Run User: Neel

Loga D

Notes:

Sample Volume: 0

Lid Temperature: 105
Lid Force: (Not Available)

Protocol

=— 1: 95.0°C for 3.00
= — 2:95.0°C for 0:10
Update Repedt 3: 55.0°C for 0:30 &

< >

Figura 65. Exemplo de uma janela Report (Relatério) de um ficheiro de dados.

SUGESTAOQ: A disposicéo do relatério pode definir o tipo de informagéo que
aparece em qualquer relatério se o relatério for guardado como um modelo.
Seleccione Template > Save ou Save As (Modelo > Guardar ou Guardar como)
para guardar a disposi¢ao do relatério actual como um modelo.

Criar um relatério de analise de dados

Para criar um relatorio na janela Data Analysis (Analise de dados), siga os passos seguintes:

1.

Antes de criar o relatorio, efectue os ajustes finais ao conteldo dos pogos, aos pogos
seleccionados, aos graficos e as folhas de célculo na janela Data Analysis (Analise
de dados).

2. Clique no botao Report (Relatério) na barra de ferramentas da janela Data Analysis

(Andlise de dados) para abrir a janela Report (Relatério).
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3. Altere as opgoes que pretende incluir no relatério. O relatério abre-se com as opgoes
predefinidas seleccionadas. Clique nas caixas de seleccao da lista de opcoes
de relatério para alterar categorias por inteiro ou opgdes individuais de uma categoria.

NOTA: Os dados que aparecem no relatério dependem das selecgdes actuais
dos separadores da janela Data Analysis (Andlise de dados). Por exemplo,

uma experiéncia de quantificagdo podera nao conter uma curva padrao, pelo
que esses dados nao aparecem na janela Data Analysis (Analise de dados) nem
no relatério de dados.

4. Clique no botao Update Report (Actualizar relatério) para actualizar a pré-visualizagdo
do relatério sem quaisquer alteracoes.

5. Imprima ou guarde o relatério. Clique no botdo de impressao na barra de ferramentas
para imprimir o relatério actual. Seleccione File > Save (Ficheiro > Guardar) para guardar
o relatério como um ficheiro em formato PDF (ficheiro Adobe Acrobat Reader), MHT
(documento Microsoft) or MHTML (documento Microsoft), e seleccione uma localizagcao
para guardar o ficheiro. Seleccione File > Save As (Ficheiro > Guardar como) para
guardar o relatério com um novo nome ou huma nova localizagéo.

6. (Opcional) Crie um modelo de relatério com as informagdes pretendidas. Para guardar
as definicdes de relatério actuais num modelo, seleccione Template > Save ou Save As
(Modelo > Guardar ou Guardar como). Pode assim carregar o modelo de relatério
da proxima vez que quiser criar um novo relatério.

Categorias de relatérios de analise de dados

Um relatério pode incluir qualquer uma das opgdes das categorias descritas na Tabela 22,
consoante o tipo de dados na janela Data Analysis (Analise de dados).

Tabela 22. Categorias de relatérios de andlise de dados na lista de opgoes.

Categoria

Opcao

Descricao

Header (Cabecalho)

Titulo, subtitulo e log6tipo do relatério

Report Information
(Informagéo do relatério)

Data da experiéncia, nome de utilizador,
nome do ficheiro de dados, caminho
do ficheiro de dados e grupo de pocos
seleccionado

Notes (Notas)

Notas sobre o relatério de dados

Experiment Setup (Con

figuracao da experiéncia)

Run Information
(Informacéo do ciclo)

Inclui a data da experiéncia, o nome
de utilizador, o nome do ficheiro

de dados, o caminho do ficheiro

de dados e o grupo de pogos
seleccionado

Protocol (Protocolo)

Visualizagdo de texto dos passos
e opgoes do protocolo

Plate Display (Mostrar
placa)

Mostra uma vista de placa com
a informacao de cada poco da placa

Quantitation (Quantificacao)

Analysis Settings
(Definicbes de analise)

Inclui o nimero de passo quando

os dados foram recolhidos, o modo
de analise e o0 método de subtraccao
da linha de base
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Tabela 22. Categorias de relatérios de analise de dados na lista de opcoes.

Categoria

Opcao

Descricao

Amplification Chart
(Grafico de amplificacéo)

Copia do grafico de amplificacdo para
experiéncias que incluem dados
de quantificacao

Standard Curve Chart
(Grafico de curva padrao)

Cépia do gréfico de curva padrao

Data (Dados)

Folha de célculo que mostra os dados
de cada pogo

Gene Expression (Expressao de genes)

Analysis Settings
(Definicbes de analise)

Inclui o modo de analise, dados
do grafico, opcao de dimensionamento
e erro do gréfico

Chart (Grafico)

Copia do grafico de expressdo de genes

Target Names (Nomes
de alvos)

Gréafico dos nomes

Sample Names (Nomes
de amostras)

Grafico dos nomes

Data (Dados)

Folha de célculo que mostra os dados
de cada pogo

Melt Curve (Curva de fusao)

Analysis Settings
(Definicbes de analise)

Inclui o niumero do passo de fuséo
e a definicao da barra de limiar

Melt Curve Chart (Grafico
da curva de fusao)

Cépia do grafico da curva de fuséo

Melt Peak Chart (Grafico
do pico de fuséo)

Copia do grafico do pico de fusao

Data (Dados)

Folha de célculo que mostra os dados
de cada poco

Allelic Discrimination (Discriminacao alélica)

Analysis Settings
(Definicdes de analise)

Inclui o modo de apresentacéo,
fluoréforos, ciclo, limiares e dados
normalizados

Chart (Grafico)

Copia do grafico de discriminacdo
alélica

Data (Dados)

Folha de célculo que mostra os dados
de cada pogo

End Point (Ponto final)

Analysis Settings
(Definicdes de analise)

Inclui fluordforo, ciclos finais cuja média
deve ser calculada, modo, valor mais
baixo de RFU, valor mais alto de RFU

e valor de cutoff

Data (Dados)

Folha de célculo que mostra os dados
de cada pogo
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9 Analise de expressao de genes

Leia este capitulo para obter informagdes sobre a execugéo de analise de expresséo
de genes:

e Expressao de genes (em baixo)

e Configuracdo de placas para analise de expressao de genes (pagina 90)
e Separador Gene Expression (Expressao de genes) (pagina 90)

¢ Janela Experiment Settings (Definicbes da experiéncia) (pagina 96)

e Estudo de genes (pagina 98)

e Janela Gene Study Report (Relatério do estudo de genes) (pagina 103)

Expressao de genes

Com a utilizagado de controlos qualificados de forma rigorosa nas reacgdes, pode executar
uma experiéncia de expressao de genes para normalizar as diferencgas relativas numa
concentracéo alvo entre amostras. Normalmente, os niveis de mensagem para um ou mais
genes de referéncia sao utilizados para normalizar os niveis de expressdo de um gene
pretendido. Os genes de referéncia tém em conta as diferengas de carregamento ou outras
variagdes representadas em cada amostra, e ndo devem ser regulados no sistema biolégico
que esta a ser estudado.

Abra o separador Gene Expression (Expressao de genes) para avaliar as diferencas relativas
entre reaccdes de PCR em dois ou mais pocos. Por exemplo, pode avaliar os nimeros
relativos de genomas virais ou os nimeros relativos de sequéncias transfectadas na reaccao
de PCR. A aplicacdo mais comum para o estudo da expressao de genes € a comparacao
da concentracao de cADN em mais de uma reacg¢ao para calcular os niveis de ARN
mensageiro de estado fixo.

O software calcula o nivel de expresséo relativa de um alvo com um dos seguintes cenarios:

¢ Nivel de expresséo relativa de uma sequéncia alvo (Alvo 1) em relacéo a outro alvo
(Alvo 2). Por exemplo, a quantidade de um gene relativamente a outro gene sob
0 mesmo tratamento de amostra

¢ O nivel de expressao relativa de uma sequéncia alvo numa amostra comparado com
o0 mesmo alvo sob tratamentos de amostra diferentes. Por exemplo, a quantidade
relativa de um gene relativamente a si préprio sob condicdes temporais, geograficas
ou de desenvolvimento diferentes
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Configuracao de placas para analise de expressao
de genes

Para efectuar a anadlise de expresséo de genes, o conteudo dos pogos deve incluir o seguinte:

¢ Dois ou mais alvos. Os dois alvos que representam sequéncias ou genes amplificados
diferentes nas amostras

¢ Um ou mais alvos de referéncia. Pelo menos um alvo tem de ser um alvo de referéncia
para a expressao normalizada. Atribua todos os alvos de referéncia na janela Experiment
Settings (Definicbes da experiéncia) (pagina 45) para analisar os dados no modo
Normalized Expression (Expressdo normalizada) (AAC(t)). As experiéncias que nao
contenham uma referéncia tém de ser analisadas utilizando o modo Relative Expression
(Expressao relativa) (AC(t))

¢ Amostras comuns. As reaccdes tém de incluir amostras comuns (necessarias duas
no minimo) para visualizar os dados em gréafico no separador Gene Expression
(Expressao de genes). Estas amostras representam diferentes tratamentos ou condicées
para cada uma das sequéncias alvo. Atribua uma amostra de controlo (opcional)
na janela Experiment Settings (Definicbes da experiéncia) (pagina 45)

Os requisitos para a configuracdo da expresséo de genes no Plate Editor (Editor de placas)
variam consoante o conteudo das reac¢des € PCR uniplexada com um fluoréforo nas
reaccdes ou PCR multiplexada com mais de um fluoréforo nas reaccgdes.

A Figura 66 mostra um exemplo dos conteudos minimos dos pog¢os para uma experiéncia
de expressao de genes uniplexada.

Unk Unk
Targetl Targetl
Samplel Sample2

Unk Unk
Target2 Target2
Samplel Sample2

Figura 66. Exemplo do conteudo de po¢cos numa experiéncia
de expressao de genes uniplexada.

A Figura 67 mostra um exemplo dos conteidos minimos dos pogos para uma experiéncia
de expressao de genes multiplexada.

Unk Unk
Targetl Targetl
Target2 Target2

Samplel | Sample2

Figura 67. Exemplo do conteudo de po¢cos numa experiéncia
de expressao de genes multiplexada.

Separador Gene Expression (Expressao de genes)

O separador Gene Expression (Expressédo de genes) na janela Data Analysis (Analise
de dados) mostra a expressao relativa dos alvos nestas duas visualizagoes:

¢ Grafico Gene Expression (Expressao de genes). Mostra os dados de PCR em tempo
real como expressdo normalizada (AAC(t)) ou quantidade relativa (AC(t))
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¢ Folha de calculo. Mostra uma folha de calculo dos dados de expressao de genes
SUGESTAO: Clique com o botzo direito do rato em qualquer grafico ou folha

de calculo para ver as opg¢oes. Clique no botao View/Edit Plate (Ver/editar placa)
no Plate Editor (Editor de placas) e altere o conteido dos pocos na placa.

. =
J Quantitation J Quartitation Data |:||:||] Gene Expression ul End Puint Allelic: Discrimination ac 1: Run Infarmation
Gene Expression Hods
P Naormalized expression [ AACH | »
T T T T T
21 T4 B Graph Data:
i ]
g 2 -+ 4 Hebis:
% 213 -+ - Sample v
@ 4 i
g 41 s
= 2T ] Log2 v
w - i q
z 49 L 1 Scaling:
LE 2 T i caling:
o 37 4+ J
@« 4 i Errar Type:
N
= 25 -+ R Standard Deviation v
E 5 T 7 Chart Errar Bar Multiplier:
S 7 i w- [T 3] sdDevs
1 i "SR] Experiment Settings...
-1 ! ! | | I I
Z t t t t T T . -
OHr 1Hr 2Hr aHr aHr SHr llacisaiias
Sample
== NGK [ Show Details
Corrected |E|
Target & Sample & Cul 9 Espression & ExprSe[s)swon & Espression ¢ MeanCl) O CHSD ]
5D
MGK 2Hr 26.22167 341157 411364 2431 0.118m
MGK 3Hr 31E6.83363 4301324 E5.E1114 21.07 0.14077
MGK 4Hr 431176997 53854542 1251.38823 17.68 01z20m H
MGK SHr 70738.16818 EE85.17308 2245126096 14.28 0.08064 =

Figura 68. Disposicao do separador Gene Expression (Expressao de genes) na janela
Data Analysis (Analise de dados).

SUGESTAOQ: Clique com o bot&o direito no grafico para seleccionar as opcdes
de menu de clique de botao direito. Seleccione Sort (Ordenar) neste menu para
reordenar os nomes Target (Alvo) e Sample (Amostra) no grafico.

Expressao de genes normalizada

Para normalizar os dados, utilize o nivel de expressao medida de um ou mais genes

de referéncia (alvos) como um factor de normalizagdo. Os genes de referéncia séo alvos
que nao sdo regulados no sistema bioldgico que esta a ser estudado, como actina, GAPDH
ou Histone H3.

Para configurar a analise da expressao de genes normalizada (AAC(t)), siga as instrugdes
abaixo:

1. Abra um ficheiro de dados (extensao .pcrd).

2. Analise os dados no separador Quantitation (Quantificagdo) na janela Data Analysis
(Analise de dados). Efectue ajustes nos dados, por exemplo alterar o limite e 0 modo
de andlise.

3. Clique no separador Gene Expression (Expressao de genes).
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4. Seleccione um controlo no separador Samples (Amostras) na janela Experiment
Settings (Definicbes da experiéncia). Se um controlo for atribuido, o software normaliza
as quantidades relativas para todos os genes na quantidade de controlo, que esta
definida como 1.

5. Seleccione os genes de referéncia para esta experiéncia no separador Target (Alvo)
da janela Experiment Settings (Definicdes da experiéncia). A analise da expressao
de genes requer uma referéncia entre os alvos nas amostras.

6. Seleccione Normalized Expression (AAC(t)) (Expressédo normalizada) se ainda ndo
estiver seleccionado e, em seguida, visualize os niveis de expressao no separador Gene
Expression (Expressao de genes).

Quantidade relativa

Seleccione Relative Quantity (AC(t)) (Quantidade relativa) no menu pendente nos controlos
do grafico do separador Gene Expression (Expressao de genes) para executar uma analise
de quantidade relativa Relative Quantity (AC(t)). Por definicdo, os dados da quantidade relativa
(AC(t)) ndo sdo normalizados. Este método ¢€ utilizado para quantificar amostras que nao
incluem quaisquer genes de referéncia (alvos). Normalmente, o investigador confia numa

das seguintes consideragdes ao configurar a experiéncia:

e (Cada amostra representa a mesma quantidade do modelo em cada amostra
biolégica, possivelmente a mesma massa de ARN ou cADN em cada pogo

¢ Qualquer variagdo na quantidade de amostra biolégica carregada serd normalizada
apos o ciclo por algum método na andlise de dados exterior ao software.
Por exemplo, o investigador podera optar por dividir o valor da quantidade relativa
pelo factor de normalizacdo, possivelmente a massa de acido nucleico carregado
para cada amostra ou o niumero de células a partir das quais o acido nucleico
foi isolado

Ajustar dados da expressao de genes

Depois de seleccionar o método de analise, ajuste os dados que visualizar no separador Gene
Expression (Expressao de genes) alterando as opc¢des das definicdes a direita do grafico.

DADOS DO GRAFICO
As opg¢des dos dados do grafico permitem apresentar os dados no grafico com uma de duas
opgoes:

¢ Relative to control. Coloque os dados em grafico com o eixo com escala entre 0 e 1.

Se atribuir um controlo na experiéncia, seleccione esta opcéo para visualizar
rapidamente a regulacéo ascendente e descendente do alvo

¢ Relative to zero. Coloque os dados em grafico com a origem em zero

OPCOES DO EIX0 X
A opcéao do eixo x permitem seleccionar os dados do eixo x do grafico Gene Expression
(Expresséao de genes):

e Target. Seleccione esta opgao para colocar em grafico os nomes dos alvos no eixo x

e Sample. Seleccione esta opcéao para colocar em grafico os nomes das amostras no
eixo X



Manual de Instrucdes do Sistema de Deteccdo por PCR em Tempo Real CFX96™

OPCOES DO EIXO Y
A opcéo do eixo y permite mostrar o grafico Gene Expression (Expressédo de genes) numa
de trés escalas:

¢ Linear. Seleccione esta opg¢ao para mostrar uma escala linear

¢ Log 2. Seleccione esta opgéo para avaliar as amostras num intervalo dindmico extenso

¢ Log 10. Seleccione esta opcédo para avaliar as amostras num intervalo dinamico muito
extenso

OPCOES DE DIMENSIONAMENTO (SCALING)

Seleccione Normalized Gene Expression (AAC(t)) (Expresséo de genes normalizada) para
activar as opgdes de dimensionamento no grafico Gene Expression (Expressao de genes).
Seleccione uma destas opc¢des de dimensionamento para calcular e apresentar os dados
da forma que melhor se ajuste a concepcgao da experiéncia:

¢ Unscaled expression. Esta opcéo apresenta a expressédo de genes normalizada n&o
dimensionada

¢ Highest expression. Dimensione a expressao de genes normalizada para a mais
elevada para cada alvo, dividindo o nivel de expressao de cada amostra pelo nivel mais
elevado de expressdo em todas as amostras. Esta opcéo de dimensionamento utiliza
a férmula Scaled to highest (Dimensionada para a mais elevada)

¢ Lowest expression. Calcule novamente a expressao de genes normalizada para cada
alvo, dividindo o nivel de expressao de cada amostra pelo nivel mais baixo de expressao
em todas as amostras. Esta opgcédo de dimensionamento utiliza a férmula Scaled to
lowest (Dimensionada para mais baixa)

ERROR TYPE
Seleccione uma opc¢ao para o tipo de calculos de erro (barras de erro) no grafico Gene
Expression (Expressao de genes):
¢ Standard Error of the Mean (default, SEMs) - Erro padrdo da média (predefinicao, SEMs)
e Standard Deviation (Std Devs) - Desvio padrao (Std Devs)

CHART ERROR BAR MULTIPLIER

Seleccione um multiplicador das barras de erro no grafico Gene Expression (Expressao
de genes). Seleccionar um destes numeros inteiros: 1 (predefinicao), 2 ou 3. O tipo
de alteragcb6es do multiplicador altera-se ao seleccionar Error Type (Tipo de erro):

e SEMs para erro padrdo da média
e Std Devs para desvios padréao

TARGET STABILITY VALUE
Abra esta janela sempre que for utilizado mais do que 1 gene de referéncia. O software calcula
dois parametros de qualidade para os genes de referéncia:

¢ Coefficient of Variation (CV) (Coeficiente de variagdo) das quantidades relativas
de genes de referéncia normalizados. Os valores de CV mais baixos denotam
estabilidade mais elevada

¢ M-value (Valor M). A medida da estabilidade da expressao de genes de referéncia
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Opcoes do menu de clique direito para o grafico
de expressao de genes

Clique com o botao direito no grafico Gene Expression (Expressao de genes) para seleccionar
os itens apresentados na Tabela 23.

Tabela 23. Itens do menu de clique direito.

Item

Funcao

Copy (Copiar)

Copiar o gréfico para uma area de transferéncia

Save as Image (Guardar
como imagem)

Guardar o grafico na visualizagdo de grafico como um ficheiro
de imagem. O tipo de imagem predefinido € PNG. As outras
seleccdes para os tipos de ficheiro de imagem incluem GIF,
JPG, TIF e BMP

Page Setup...
(Configuragao de pagina)

Seleccionar uma configuragdo de pagina para impressao

Print... (Imprimir)

Imprimir a visualizagdo do grafico

Show Point Values
(Mostrar valores de pontos)

Mostrar a quantidade relativa de cada ponto no grafico
quando coloca o cursor sobre esse ponto

Set Scale to Default (Definir
escala para predefinicdo)

Definir a visualizagdo do grafico novamente para as
predefinicdes apds ampliar

Chart Options... (Opcdes
do gréfico)

Abrir a janela Chart Options (Opc¢des do gréfico) para ajustar
o gréfico

Sort... (Ordenar)

Definir a ordem em que as amostras ou alvos aparecem
no eixo x do grafico

User Corrected Std Devs
(Desvios padrao corrigidos
pelo utilizador)

Calcular as barras de erro utilizando a formula de desvio
padrdo corrigido

Use Solid Bar Colors (Utilizar
cores de barra sélidas)

Apresentar barras soélidas no grafico

x-axis labels (Etiquetas
do eixo x)

Seleccionar para apresentar as etiquetas horizontais
ou em angulo do eixo x

Folha de calculo Gene Expression (Expressao de genes)

A Tabela 24 descreve as informacdes apresentadas na folha de calculo Gene Expression

(Expressao de genes).

Tabela 24. Descricao das informacdes na folha de calculo no separador Gene
Expression (Expressao de genes).

Informacéao

Descricao

Target (Alvo)

Nome do alvo (gene amplificado) seleccionado na janela
Experiment Settings (Definicdes da experiéncia)

Sample (Amostra)

Nome da amostra seleccionada na janela Experiment Settings
(Definicbes da experiéncia)

Ctrl

Amostra de controlo, quando o nome da amostra estiver
seleccionado como um controlo na janela Experiment Settings
(Definicbes da experiéncia)
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Tabela 24. Descricao das informacdes na folha de calculo no separador Gene
Expression (Expressao de genes). (continuacao)

Informacéao

Descricao

Expression (Expressao)

Normalized Gene Expression (AAC(t)) (Expressao de genes
normalizada) ou Relative Quantity (AC(t)) (Quantidade relativa)
dependendo do modo seleccionado

Expression SEM (or SD)
(SEM ou SD da expressao)

Standard Error of the Mean (Erro-padrdo da média) ou
Standard Deviation (Desvio padrédo), dependendo da opgéo
seleccionada

Corrected Expression SEM
(or SD) (SEM ou SD da
expressao corrigida)

Célculo do valor corrigido para Standard Error of the Mean
(SEM) (Erro-padrao da média) ou Standard Deviation (SD)
(Desvio padrao) da expressao relativa, dependendo da opcéao
seleccionada

Mean (C(t)) (Média)

Média do ciclo de limiar

C(t) SEM (or SD) (SEM ou SD)

Standard Error of the Mean (Erro-padrao da média) ou
Standard Deviation (Desvio padrédo) do ciclo de limiar,
dependendo da opcao seleccionada

Opcao Show Details (Mostrar detalhes)

Ao clicar na caixa de selec¢do Show Details (Mostrar detalhes), a Tabela 25 também mostra

esta informacéo.

Tabela 25. Informacao na folha de calculo Gene Expression com a opcao Show Details
(Mostrar detalhes) seleccionada.

Informacéao

Descricao

Data Set (Conjunto de dados)

Dados de fluorescéncia de um fluoréforo no ficheiro de dados

Relative Quantity
(Quantidade relativa)

Quantidade relativa calculada de amostras

Relative Quantity SD
(SD de quantidade relativa)

Desvio padrdo do célculo da quantidade relativa

Corrected Relative Quantity
SD (SD de quantidade relativa
corrigida)

Desvio padrdo calculado da quantidade relativa corrigida

Unscaled Expression
(Expressao nao
dimensionada)

Expressao nao dimensionada calculada

Unscaled Expression SD
(SD de expressao nao
dimensionada)

Desvio padréo calculado da expressédo ndo dimensionada

Corrected Unscaled
Expression SD (SD de
expressao ndo dimensionada
corrigida)

Desvio padrdo corrigido da expressado nao dimensionada

Expression (Expressao)

Nivel de expresséo relativa

Wells (Pogos)

Numero do poco na placa
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Janela Experiment Settings (Definicoes da experiéncia)

Para abrir a janela Experiment Settings (Definicbes de experiéncia), clique no botao
Experiment Settings no separador Gene Expression (Expressao de genes). Nesta janela, veja
ou altere a lista de Targets (Alvos) e Samples (Amostras), seleccione os genes de referéncia,
seleccione as amostras de controlo ou defina o grupo de amostras da analise de expressao
de genes para ser analisado se tiverem sido adicionados nomes de recolha (Collection
Names) aos pocos (Figura 69).

Experiment Settings

Taigets | Samples

Select To

a
Narne Full Name Feference DEm

1 Actin Actin v
GAFDH GAPDH

v
3 ILib IL1b ]
4 Tubulin Tubulin r

A

e Add

] Show Analysis Settings

Sample Name Grouping Option: | T arget ws. Sample A

Figura 69. Janela Experiment Settings (Definic6es da experiéncia) com o separador
Targets (Alvos) seleccionado.

Para ajustar as listas nestes separadores, utilize as fungcdes seguintes:

¢ Para adicionar um nome de alvo ou amostra, digite um nome na caixa New (Novo)
e clique em Add (Adicionar)

e Para remover um nome de alvo ou de amostra da lista, clique na caixa Select
to Remove Name (Seleccionar para remover nome) nessa fila e, em seguida, clique
no botdo Remove checked item(s) (Remover itens seleccionados)

e Para seleccionar o alvo como uma referéncia para a analise de dados da expressao
de genes, clique na caixa na coluna Reference (Referéncia) ao lado do nome
(Name) desse alvo

e Para seleccionar a amostra como amostra de controlo para a analise de dados
da expresséo de genes, clique na caixa na coluna Control (Controlo) ao lado
do nome dessa amostra

Sample Name Grouping Option (Opcao de agrupamento
por nomes de amostra)

Carregar os Collection Names (Nomes de recolha) nos pocos permite que as amostras sejam
analisadas numa de quatro configuracdes definidas pela Sample Name Grouping Option
(Opcéo de agrupamento por nomes de amostra). Estas opgdes estdo disponiveis no menu
pendente no separador Experiment Settings (Definicdes da experiéncia).

e Target vs. Sample (Alvo vs. Amostra). Apenas o nome da amostra no pogo ¢é utilizado
nos calculos de expressao de genes

e Target vs. Collection (Alvo vs. Recolha). Apenas o nome de recolha do poco
¢ utilizado nos célculos
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¢ Target vs. Sample_Collection (Alvo vs. Amostra_Recolha). O nome da amostra
e o nome da recolha sdo combinados num Unico nome que é utilizado nos calculos

¢ Target vs. Collection_Sample (Alvo vs. Recolha_Amostra). O nome da recolha
e 0 nome da amostra sdo combinados num Unico nome que é utilizado nos calculos

Show Analysis Settings (Mostrar definicoes da analise)
em Experiment Settings (Definicoes da experiéncia)

Clique na caixa Show Analysis Settings (Mostrar definicbes da analise) na janela Experiment
Settings (Definicbes da experiéncia) para ver ou alterar os parametros da andlise aplicados
no separador Gene Expression (Expressao de genes):

e (Clique numa célula na coluna Color (Cor) para alterar a cor dos alvos incluidos
no grafico Gene Expression (Expressao de genes)

¢ Introduza um numero para a eficiéncia de um alvo. O software ird calcular
a eficiéncia relativa para um alvo utilizando Auto Efficiency (Eficiéncia automatica)
se os dados de um alvo incluirem uma curva padrao. Alternativamente, introduza
uma eficiéncia previamente determinada

A Figura 70 mostra a eficiéncia de todos os alvos, que aparece se a opcao Auto Efficiency
(Eficiéncia automatica) estiver seleccionada.

Experiment Settings
Taigets | Samples
Name & FullMame Reference Color [ ShowChart | Auto Efficiency | Efficiency(#) s;;?x;
1 o s N W
2 GAFDH GAFDH v | v W 9.2 W
3 iLib IL1b r =] v B 96.5 W
4 Tubulin Tubulin - v I 25.0 W
[4] I ]
Mew. Add
Show &nalysis Settings
Sample Mame Grouping Option: | Target ve. Sampls b

Figura 70. Separador Targets (Alvos) na janela Experiment Settings (Definicoes
da experiéncia) com Analysis Settings (Definicoes da analise) seleccionado.
Para ajustar as definicdes de uma amostra no separador Samples (Amostras):

¢ Cligue numa cor na coluna Color (Cor) para alterar a cor das amostras incluidas
no grafico Gene Expression (Expressédo de genes)

¢ (Clique numa caixa na coluna Show Chart (Mostrar grafico) para mostrar a amostra
no grafico Gene Expression (Expressao de genes) utilizando uma cor que esteja
seleccionada na coluna Color (Cor)
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Estudo de genes

Crie um estudo de genes para comparar os dados da expressdo de genes de uma ou mais
experiéncias de PCR em tempo real utilizando um calibrador de inter-execucéo para
normalizar os dados entre as experiéncias. Crie um estudo de genes adicionando dados
de um ou mais ficheiros de dados (extensédo .pcrd) ao estudo; o software agrupa-os num
unico ficheiro (extensao .mgxd).
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NOTA: Os dados da expressao de genes tém de incluir uma amostra comum

em cada ficheiro de dados para criar um estudo de genes. O software utiliza uma
amostra comum para normalizar os dados entre experiéncias. Seleccione os
nomes das amostras na janela Experiment Settings (Definicdes da experiéncia)
(pagina 45).

NOTA: O numero maximo de amostras que podem ser analisadas num estudo

de genes esta limitado pelo tamanho da RAM e da memoria virtual do computador.

Calibracao de inter-execucao do estudo de genes

Todos os dados no estudo de genes sdo normalizados pelo calibrador de inter-execucgéo para
calcular o valor médio AC(t) mais baixo. Quando os ficheiros de dados no estudo de genes

incluem mais do que um calibrador de inter-execucéao, o calibrador com o valor médio AC(t)
mais baixo transforma-se no calibrador de inter-execu¢ao dominante. O calibrador dominante
é utilizado para ajustar todos os valores C(t) no estudo de genes.

Para localizar o calibrador de inter-execucéo dominante, o software calcula a média dos
valores AC(t) de todos os calibradores de inter-execucdo de um determinado alvo (gene) e,
em seguida, utiliza um algoritmo multi-escalédo para determinar o calibrador de inter-execucgéo
dominante de todos os dados. O algoritmo para localizar o calibrador de inter-execucéo
dominante inclui a seguinte hierarquia:

1.

Defina o calibrador dominante no alvo com o nimero mais elevado de grupos replicados
comuns numa determinada comparacao por pares.

Se qualquer alvo tiver o mesmo numero de grupos replicados comuns, defina

o calibrador dominante para o alvo com o intervalo mais baixo de valores AC(t) nas
comparagoes por pares. O intervalo é examinado comparando o valor absoluto

da diferenca entre o AC(t) maximo e minimo para os calibradores de inter-execucao
de um determinado alvo.

Se qualquer alvo tiver um intervalo idéntico aos valores AC(t), defina o calibrador
dominante para o alvo com o valor absoluto mais baixo da média AC(t) para amostras
do calibrador de inter-execucéao elegiveis.

Se qualquer alvo tiver valores absolutos AC(t) de média idénticos, defina o calibrador
dominante para o grupo replicado com o valor AC(t) mais baixo.

NOTA: O primeiro ficheiro de dados importado no estudo de genes ira servir

sempre como o ficheiro central para comparacao de dados por pares durante

a calibrag&o de inter-execucgéo.

Janela Gene Study (Estudo de genes)

A janela Gene Study (Estudo de genes) inclui dois separadores:

Separador Study Setup (Configuracao do estudo). Clique neste separador para gerir
as experiéncias no estudo de genes. Adicionar ou remover ficheiros de dados num
estudo de genes ndo altera os dados originais nesse ficheiro
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Separador Study Analysis (Analise do estudo). Clique neste separador para ver
os dados de expressdo de genes das experiéncias combinadas

Figura 71 - janela Gene Study (Estudo de genes).

Gene Study - Gene Study Time Course 3 Files.mgxd @@@
Fie  Tools

(EZ3) StudySetup BUJ Study Analysis

[ FieName File Folder Date Crested WelGropHome | Step 0%
1 [ (Time Cowsel |C:\Documents and Settings\jlowery\Desitop|JOL GE 8/14/2007 11:36:01 AM  All wells 3 )
2 [ TimeCouse2 C:\Documents and Settingsijlomery\Desktop|JOL GE 8/14/2007 11:36:01 AM Al Wells 3 )
3 [ TimeCourse3 C:\Documents and Settings\jlowery\Desktop\JOL GE 8/14/2007 11:36:01 &AM Al wells 3 [
Remove Add Data Fies..

Notes: CFX Gene Study file

Figura 71. Janela Gene Study (Estudo de genes).

Separador Study Setup (Configuracao do estudo)

Antes de importar dados para um estudo de genes, faga o seguinte na janela Data Analysis
(Andlise de dados):

Verifique se as amostras que contém o mesmo conteddo tém o mesmo nome.
Num estudo de genes, o software parte do principio que 0s pogos com 0 mesmo
nome de alvo e amostra (Target e Sample) contém as mesmas amostras

Ajuste a linha de base e o limiar (C(t)) no separador Quantitation (Quantificagao)
para optimizar os dados em cada experiéncia antes de os adicionar a um estudo
de genes

Seleccione o grupo de pogos que pretende incluir no estudo de genes

O separador Study Setup (Figura 71) (Configuragdo do estudo) mostra uma lista de todas
as experiéncias no estudo de genes.

Adicionar experiéncias. Clique no botdo Add Data Files (Adicionar ficheiros de dados)
para seleccionar um ficheiro numa janela do browser. Para adicionar rapidamente
experiéncias a um estudo de genes, arraste os ficheiros de dados (extensao .pcrd)

para a janela Gene Study (Estudo de genes)

Remover experiéncias deste estudo de genes. Seleccione um ou mais ficheiros
na lista e clique em Remove (Remover)

Adicionar notas sobre o estudo de genes. Escreva na caixa Notes (Notas)
para adicionar comentarios sobre os ficheiros e analises neste estudo de genes
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O separador Study Setup (Configuragdo do estudo) mostra os ficheiros de dados no estudo

de genes, conforme se descreve na Tabela 26.

Tabela 26. Separador Study Setup (Configuracao do estudo) na janela Gene Study
(Estudo de genes).

Titulo da coluna Descricao

File Name (Nome do ficheiro) |Nome do ficheiro de dados da experiéncia (extensao .pcrd)

File Folder (Pasta de ficheiros)|Directério que armazena o ficheiro de dados para cada
experiéncia no estudo de genes

Date Created (Data Data em que os dados do ciclo foram recolhidos
da criagao)
Well Group Name Nome do grupo de pocgos que foi seleccionado quando

(Nome do grupo de pocgos) o ficheiro foi adicionado ao estudo de genes

SUGESTAO: para analisar um grupo de pogos no estudo
de genes, esse grupo de pogos tem de ser seleccionado
na janela Data Analysis (Analise de dados) antes

de importar o ficheiro de dados para o estudo de genes.

Step (Passo) Passo de protocolo que incluiu a leitura de placa para
recolher dados de PCR em tempo real

Grid View (Visualizacao Abre um mapa das placas com os dados em cada uma

da grelha) das experiéncias incluidas no estudo de genes

Separador Study Analysis (Analise do estudo)

O separador Study Analysis (Analise do estudo) mostra os dados de todas as experiéncias
adicionadas ao estudo de genes. Abra este separador para analisar os dados e seleccione

estas opgdes para o grafico Gene Expression (Expressao de genes):

¢ Mode. Seleccione Normalized Expression (AAC(t)) (Expressdo normalizada)
ou Relative Quantity (AC(t)) (Quantidade relativa)

e Graph Data. Seleccione Relative to normal (Relativo a normal) ou Relative to control

(Relativo a controlo) no grafico

e x-axis options. Seleccione as etiquetas no eixo x do grafico, incluindo Sample
(Amostra) ou Target (Alvo)

e y-axis options. Altere as etiquetas no eixo y do grafico, incluindo Linear, Log 2
(Registo 2) ou Log 10 (Registo 10)

¢ Scaling Options. Seleccione o valor Highest (Mais elevado), Lowest (Mais baixo)
ou deixe os dados Unscaled (Nao dimensionados). Esta opgéo sé esta disponivel
quando as amostras ndo contém controlos

e Graph Error. Seleccione o multiplicador das barras de desvio padrdo no grafico,
incluindo +1,2 ou 3

¢ Botao Experiment Settings (Definicoes da experiéncia). Seleccione mostrar opcdes

para alvos e amostras na janela Experiment Settings (Definicdes da experiéncia)

e Caixa de seleccao Show Details. Clique em Show Details (Mostrar detalhes)
para adicionar mais colunas de dados ao grafico
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Realcar uma amostra no grafico Gene Expression (Expressao de genes) realca a célula
correspondente na folha de célculo sob o gréfico (Figura 72).

(D study Setup| ] StocsAnabs
Gene Expression Mode: =
10° T g Notmalized expression AN v
105 | 3 £ Graph Datac
- TOA ¥ i
o 3 Holis
b LU 4 1
e .2 Sample v
s 10" ¥ 1
x Y-Axis
o' ¥ & 1
o D Ij Log 10 v
S 1 || scsing
o
s 31 il
g 107 3%
'E 1072 £ Erree Type
zE 10° ¥ 9 Standatd Devialion v
m"‘ b4 1 Chaet Error Bar Mulbipher:
K /- 1 $| StdDev:
10° § 3 2 :
OHr  1Hr 2Hr  3Hr 4Hr SHr BHr  7Hr  8Hr
[ Srawbonks 3
Cosrected A
Taget & Sample @ Cul O Expesson @ Em’;ém Q Ewpression O MeanCl) ¢ CWsSD 9
SD
Tubuin 4Hr 21046245 2867067 2867067 155 015348
Tubuln SHr 83265707 145.87741 145.87741 962 017616
Tubulin 6Hr 4672.54256 523.10429 523.104239 7.52 0.12430
Tuhifa g 14774 =779 710724 212 10724 san n1Ra4Q

Figura 72. Separador Study Analysis (Analise do estudo)
na janela Gene Study (Estudo de genes).

Folha de calculo de dados do estudo de genes

A folha de calculo de dados na

janela Gene Study (Estudo de genes) mostra a informacéao

sobre cada alvo e amostra no estudo de genes (Figura 72).

A Tabela 27 descreve as informacdes apresentadas na folha de calculo Gene Study (Estudo

de genes).

Tabela 27. Informacodes na folha de calculo no separador Study Analysis (Analise do
estudo).

Informacao Descricao

Target (Alvo) Nome do alvo (gene amplificado) seleccionado na janela

Experiment Settings (Definicdes da experiéncia)

Sample (Amostra)

Nome da amostra seleccionada na janela Experiment Settings
(Definicbes da experiéncia)

Citrl

Amostra de controlo, quando o nome da amostra estiver
seleccionado como um controlo na janela Experiment Settings
(Definicbes da experiéncia)

Expression (Expressao)

Normalized Gene Expression (AAC(t)) (Expressao de genes
normalizada) ou Relative Quantity (AC(t)) (Quantidade relativa),
dependendo do modo seleccionado

Expression SEM (or SD)
(SEM ou SD da expressao)

Standard Error of the Mean (Erro-padrao da média)
ou Standard Deviation (Desvio padréo), dependendo
da opcéo seleccionada
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Tabela 27. Informacodes na folha de calculo no separador Study Analysis (Analise do

estudo). (continuacao)

Informacéao

Descricao

Corrected Expression SEM
(or SD) (SEM ou SD
da expressao corrigida)

Célculo do valor corrigido para Standard Error of the Mean
(SEM) (Erro-padrao da média) ou Standard Deviation (SD)

seleccionada

Mean (C(t)) (Média)

Média do ciclo de limiar

C(t) SEM (or SD) (SEM ou SD)

Standard Error of the Mean (Erro-padrdo da média)
ou Standard Deviation (Desvio padrao) do ciclo de limiar,
dependendo da opcéao seleccionada

Dados de Show Details (Mostrar dados)

Cligue na caixa de selecgédo S

how Details (Mostrar detalhes) para mostrar informagoes

adicionais. A folha de célculo adiciona a informag&o nas colunas mostradas na Tabela 28.

Tabela 28. Informacao adicionada a folha de calculo quando a opcao Show Details
(Mostrar detalhes) esta seleccionada.

Informacéo Descricao
Data Set (Conjunto Dados de fluorescéncia de um fluoréforo num ficheiro
de dados) de dados

Relative Quantity
(Quantidade relativa)

Quantidade relativa calculada de amostras

Relative Quantity SD
(SD de quantidade relativa)

Desvio padrao do calculo da quantidade relativa

Corrected Relative Quantity
SD (SD de quantidade
relativa corrigida)

Desvio padrdo calculado da quantidade relativa corrigida

Unscaled Expression
(Expressao
nao dimensionada)

Expresséao ndao dimensionada calculada

Unscaled Expression SD
(SD de expressao nao
dimensionada)

Desvio padrao calculado da expressdo ndo dimensionada

Corrected Unscaled
Expression SD (SD

de expressao nao
dimensionada corrigida)

Desvio padréo corrigido da expressao nao dimensionada

Expression (Expressao)

Expresséo relativa

Wells (Pogos)

Numero do poco na placa

(Desvio padrao) da expressao relativa, dependendo da opcao
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Janela Gene Study Report (Relatério de estudo de genes)

Abra a janela Gene Study Report (Relatério do estudo de genes) para organizar os dados
do estudo de genes num relatério. Para criar um relatério do estudo de genes, siga estes
passos:

1. Ajuste os dados e gréficos do relatério do estudo de genes conforme necessaério antes
de criar um relatério.

2. Seleccione Tools > Reports (Ferramentas > Relatérios) para abrir a janela Gene Study
Report (Relatério do estudo de genes).

3. Clique nas caixas de seleccao na lista de opgdes do relatério para seleccionar e remover
opcoes para seleccionar os dados a apresentar.

4. Clique no botao Update Report (Actualizar relatério) para actualizar o painel de pré-
visualizagao do relatério. Este painel mostra o relatério.

5. Imprima ou guarde o relatério. Clique no botédo Print (Imprimir) na barra de ferramentas
para imprimir o relatério actual. Seleccione File > Save (Ficheiro > Guardar) para guardar
o relatério como um ficheiro em formato PDF (ficheiro Adobe Acrobat Reader), MHT
(documento Microsoft) or MHTML (documento Microsoft), e seleccione uma localizagao
para guardar o ficheiro. Seleccione File > Save As (Ficheiro > Guardar como) para
guardar o relatério com um novo nome ou numa nova localizagao.
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10 Utilizadores e preferéncias

Leia este capitulo para obter mais informacdes sobre como gerir os utilizadores do software
e suas preferéncias:

¢ Iniciar sessao ou seleccionar utilizador (abaixo)

e Janela User Preferences (Preferéncias do utilizador) (pagina 106)
¢ Configurar notificacbes de e-mail (pagina 107)

¢ Administracdo de utilizadores (pagina 112)

Iniciar sessao ou seleccionar utilizador

O CFX Manager™ software gere varios utilizadores e suas preferéncias. O utilizador actual
do software com sessao iniciada é apresentado no topo da janela principal do software
(Figura 73).

W Bio-Rad CFX Manager (Grant)

File  Wew User Tools ‘Windows

= Y 2B @ e | —
Figura 73. Nome do utilizador apresentado.

O CFX Manager software gere quem inicia sessao no software através da caixa de dialogo
Login (Iniciar sessao) (Figura 74). Ao iniciar o software, a caixa de dialogo Login (Iniciar
sessdo) abre-se automaticamente se houver dois ou mais utilizadores mostrados na janela
User Administration (Administracédo de utilizadores).

Bio-Rad CFX Manager - Login

=
b \A

UserName : |[EERE v

Password :

Figura 74. Caixa de dialogo Login (Iniciar sessao).

Inicie sessdo no software ou mude de utilizador através dos passos seguintes:

1. Abra a caixa de didlogo Login (Iniciar sesséo) (se ainda néo estiver aberta), clicando
para tal no botéo de Selec¢ao do utilizador na barra de ferramentas ou seleccionando
User > Select User (Utilizador > Seleccionar utilizador) na barra de menus.
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Seleccione um nome na lista pendente User Name (Nome de utilizador). A predefinicao
é “Admin” (administrador).

Digite uma password na caixa Password.
Clique em OK para fechar a caixa de dialogo Login e abrir o software.

Para adicionar um novo nome de utilizador e password, contacte o administrador
do software.

Alterar a password

Altere a password de acordo com as instrucdes seguintes:

1.

Seleccione User > Change Password (Utilizador > Alterar password) no menu da janela
principal do software para abrir a caixa de didlogo Change Password (Alterar password).

Introduza a antiga password na caixa Old Password (Password antiga).

Introduza a nova password nas caixas New Password (Nova password) e Confirm New
Password (Confirmar nova password).

. Cliqgue em OK para confirmar a alteracéo.

Janela User Preferences (Preferéncias do utilizador)

O CFX Manager software regista as preferéncias de cada utilizador que inicia sessao
no software. Para alterar as preferéncias do utilizador, abra a janela User Preferences
(Preferéncias do utilizador) utilizando um dos métodos seguintes:

106

Clique no botao User Preferences (Preferéncias do utilizador) na barra
de ferramentas da janela principal do software

Seleccione User > User Preferences (Utilizador > Preferéncias do utilizador)
na barra de menus da janela principal do software

Clique num dos separadores (Figura 75) para ver ou alterar as preferéncias

User Preferences
l:l Email | [ 7] Files Protocol B Flate __1 D ata Analysis EII]D Gene Expression ac

Email Matification Upan Run Completion

To:

CEH

Provide one email address per line.

Attach D ata file or Fur log
[] &ttach Report file

Configure Outgoing Email | Outgoing email has not been configuied.

Figura 75. Janela User Preferences (Preferéncias do utilizador) com separadores.
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Separador Email

Seleccione o separador Email (Figura 75) para introduzir os enderecos de e-mail para os quais
pretende que seja enviada a confirmagéo da conclusao do ciclo. O software pode enviar

um ficheiro de dados ou um ficheiro de relatério anexados ao e-mail quando as caixas

de seleccdo junto a estas opgdes estiverem seleccionadas.

CONFIGURAR NOTIFICAGOES DE E-MAIL

Clique no botao Configure Outgoing Email (Configurar e-mail a sair) para abrir a janela
Options (Opg¢des) (Figura 76) para configurar o servidor SMTP e enviar um e-mail de teste
do computador. Introduza o seguinte:

SMTP Server Name. O nome do servidor SMTP conforme fornecido pelo fornecedor
de servigos de internet

Port. O numero de porta do servidor SMTP, conforme fornecido pelo fornecedor
de servigos de internet; regra geral, € 25

Use SSL. Utilizar (ou nao) Secure Sockets Layer (Camada de Sockets Segura).
Alguns servidores SMTP requerem a sua utilizacdo, enquanto que outros nao

Use Default “From” Address. Utilizar o endereco “from” (do remetente) predefinido.
Geralmente, isto pode ficar no estado predefinido de seleccionado. No entanto, alguns
servidores SMTP requerem que todo o e-mail enviado tenha um endereco “from”

(do remetente) que seja de um determinado dominio, ou seja <nome>@Sua
Empresa.com. Se for o caso, anule a seleccéo desta caixa de selecgao e indique

um endereco “from” valido na caixa “From” Address

Authentication Required. Muitos servidores SMTP requerem a autenticagio.
Se for o caso, seleccione esta caixa e indique um nome de utilizador (User Name)
e uma Password nos respectivos campos

Test email. Para testar as definicdes de e-mail, introduza um ou mais enderegos
de e-mail na caixa de texto Test Email Address (Testar endereco de e-mail).

Os enderecgos de e-mail podem ser separados por virgulas. A seguir, clique

no botédo Test Email (Testar e-mail)

Options
Outgaing Email

SMTP Server Mame: | zmbp.gmail. com

e.q. smtp.myCompany.com. Contact your IT Administratar ta get the SMTP
SETVET Name.

Port: |25 *

Use S5L:
Usze Default "From" Address:

Authentication Required:

Uszer Mame: | <pour account names Egmail.com

Password:

Test Email Address:

TestAttachment. [

Figura 76. Opcodes de configuracao de e-mail.

NOTA: Alguns servidores SMTP n&o permitem anexos, e outros permitem anexos
apenas até determinado tamanho. Se pretende utilizar o CFX Manager software
para enviar ficheiros e/ou relatérios de dados por e-mail, teste a capacidade
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do servidor seleccionando a caixa Test Attachment (Testar anexo) e definindo
Attachment Size in MB (Tamanho do anexo em MB) como 5 megabytes (MB)
ou mais.

Separador Files (Ficheiros)

Seleccione o separador Files (Ficheiros) para mostrar uma lista das localizagbes predefinidas
para abrir e guardar ficheiros. Clique no botdo “...” a direita de cada caixa para abrir uma
janela do browser e localizar uma pasta:

¢ Default Folder for File Creation. Seleccione uma pasta predefinida onde pretende
guardar novos ficheiros. Seleccione uma localizagdo para cada tipo de ficheiro (ficheiro
de protocolo, placa, dados ou estudo de genes)

¢ File Selection for Experiment Setup. Seleccione os ficheiros de protocolo e de placa
predefinidos que aparecem ao abrir a janela Experiment Setup (Configuragéo
da experiéncia)

¢ Data File Prefix. Defina o texto inicial do nome do ficheiro para ficheiros de dados

Separador Protocol (Protocolo)

Seleccione o separador Protocol (Protocolo) na janela User Preferences (Preferéncias
do utilizador) para especificar as predefinicbes de um novo ficheiro de protocolo na janela
Protocol Editor (Editor de protocolos):

¢ Protocol Editor. Defina as predefinicdes que aparecem no Protocol Editor (Editor
de protocolos). Seleccione um volume de amostra predefinido para descrever o volume
de cada amostra nos pocos e seleccione uma temperatura de shutoff da tampa

¢ Protocol AutoWriter. Selecciona as predefinicoes que aparecem no Protocol AutoWriter

Separador Plate (Placa)

Seleccione o separador Plate (Placa) na janela User Preferences (Preferéncias do utilizador)
(Figura 77) para especificar as seguintes predefinicdes de um novo ficheiro de placa na janela
Plate Editor (Editor de placas):

¢ Plate Type. Seleccione o tipo de placa predefinido
¢ Plate Size. Seleccione o tamanho de placa predefinido

¢ Units. Seleccione as unidades utilizadas para descrever a concentragdo do modelo
inicial para pogos que contém padrdes

¢ Scientific Notation. Seleccione notacao cientifica para ver unidades de concentragdo
nessa notacéo

e Scan Mode. Seleccione um modo de leitura predefinido

¢ Fluorophores. Clique nas caixas de seleccdo para seleccionar os fluoréforos

predefinidos que aparecem nos controlos de carregamento de pogos do Plate Editor
(Editor de placas)

e Libraries. Introduza os nomes de amostras (em Sample Names) e alvos (em Target
Names) utilizados nas experiéncias. Estes nomes aparecem nas listas do separador
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Targets (Alvos) e Samples (Amostras) na janela Experiment Settings (Definicbes
da experiéncia)

User, Preferences

[:I Email [j Files Pratocal D Flate !._j D ata Analyzis Eﬁﬁ Gene Expression (] e

Settings
Flate Type: | BR White - Fluorophores:
Plate Size: | 384 Wells v [ Fam [ ROx [ Quasz
SYBR [] Tewas Red wic
Uritz: | copy number w [ HEx [] CalRed&10 [ Usen
[ TET [ Cys [ User2
Scientific Motation [] Cal Gold 540 [] Quasar 670 [ cv3
ScanMode: | All Channels w £ ¥
Libraries
Target Mames: Sample Mames:
Actin OHr
GaPDH Hr
2Hr

Use text boxes to enter additional names, one name per line.

[ Restare Defaults ]

Figura 77. Separador Plate (Placa) na janela User Preferences
(Preferéncias do utilizador).

Separador Data Analysis (Analise de dados)

Seleccione o separador Data Analysis (Analise de dados) na janela User Preferences
(Preferéncias do utilizador) para alterar as predefinicdes de dados que aparecem na janela
Data Analysis (Andlise de dados).

User, Preferences E]
I:I Email L\:_:I Filez Pratocal @ Plate Lj Data Analysis Eﬁﬁ Gene Exprestion ac

PCR Guantitation

Analysis Mode: | Bazeline Subtracted Curve Fit b
C[1) Determination Mode:  (5) Regression () Single Threshold
Log¥iew: ) On @ OfF

Allelic Discrimination

Display Mode: (%) Threshold Cocle ) RFU

Yes Mo
End Paint
End Cycles to &vg:  PCR: |5 E End Point Only Run: |2 B
Festore Defaults

Figura 78. Separador Data Analysis (Andlise de dados) na janela User Preferences

(Preferéncias do utilizador).
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Para os dados de quantificacado, seleccione as definicoes seguintes:

¢ Analysis Mode. Seleccione o método da linha de base predefinido para o modo
de analise. Escolha Baseline Subtracted Curve Fit (Ajuste da curva com subtracgéo
da linha de base), No Baseline Subtraction (Sem subtracc¢ao da linha de base)
ou Baseline Subtracted (Com subtracc¢éo da linha de base)

e C(t) Determination Mode. Seleccione entre 0 modo de regressao (Regression)
ou de limiar simples (Single Threshold) para determinar a forma como s&o calculados
os valores C(t) para cada tragado de fluorescéncia

¢ Log View. Seleccione On (Activado) para mostrar um grafico semi-logaritmico
dos dados da amplificagao. Seleccione Off (Desactivado) para mostrar um grafico linear

Para os dados de discriminagéo alélica, seleccione as definicbes seguintes:

¢ Display Mode. Seleccione RFU para mostrar os dados na forma de um grafico de RFU,
ou seleccione Threshold Cycle (Ciclo de limiar) para mostrar um grafico de ciclos
de limiares

¢ Normalize Data. Esta selec¢ao so esta disponivel com RFU seleccionado. Seleccione
No (Nao) para mostrar dados ndo normalizados. Seleccione Yes (Sim) para normalizar
os dados para a amostra de controlo

Para os dados de ponto final, seleccione as definicdes seguintes: Seleccione o numero
de ciclos finais cuja média deve ser calculada ao calcular os calculos de ponto final:

¢ PCR. Introduza o nimero de ciclos para PCR para calcular a média de ciclos finais
para dados de quantificacio (a predefinicao é 5)

¢ End Point Only Run. Introduza o niumero de ciclos para End Point Only Run
(Ciclo s6 de ponto final) para calcular a média de ciclos finais para dados de ponto
final (a predefinicéao é 2)

Separador Gene Expression (Expressao de genes)

Seleccione o separador Gene Expression (Expressdo de genes) na janela User Preferences
(Preferéncias do utilizador) para especificar as predefinicées de um novo ficheiro de dados
de expressao de genes:

¢ Relative to. Seleccione um controlo ou zero. Para colocar em grafico os dados de
expressao de genes que originam em 1 (relativo a um controlo), seleccione Control
(Controlo). Ao atribuir uma amostra de controlo na janela Experiment Setup
(Configuragao da experiéncia), por predefinicdo, o software calcula automaticamente
os dados relativos a esse controlo. Seleccione Relative to zero (Relativo a zero) para
que o software ignore o controlo, que é a selecgao predefinida quando nenhuma
amostra de controlo é atribuida na janela Experiment Settings (Definicoes da
experiéncia)

¢ X-Axis. Representar por meio de grafico o alvo (Target) ou a amostra (Sample) no eixo x

¢ Y-Axis. Representar por meio de grafico a escala Linear, Log 2 ou Log 10 no eixo y

¢ Scaling. Seleccione uma opg¢éo de dimensionamento para o gréafico. Deixe o grafico
sem dimensionar. Em alternativa, escolha uma opg¢éo de dimensionamento para
dimensionar para o valor mais alto (Highest) ou mais baixo (Lowest)

¢ Method. Definir o modo de anadlise predefinido, incluindo a expressao normalizada
(AACHt) ou a expresséo relativa (ACt)

e Error Bar. Seleccione Std Dev. para o desvio padrdo, ou Std. Error Mean para o erro
padrao da média

¢ Std Devs. Seleccione o multiplicador do desvio padrao para representar por meio
de gréfico as barras de erro. A predefinicao é 1. Altere o multiplicador para 2 ou 3
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Separador QC (Controlo de qualidade)

Seleccione o separador QC (Controlo de qualidade) na janela User Preferences (Preferéncias
do utilizador) para especificar as regras de controlo de qualidade a aplicar aos dados no
modulo de andlise de dados. O software valida os dados de acordo com os testes activados
e os valores atribuidos (pagina 111).

User, Preferences
= O - v
|:| Email | | Files Protocal || 122 !] Flate J Data Analyzis EIDU Gene Expression ac
Description (4] Valug & UseRule §
Megative control with a CIt) less than 38
NTLC with a It less than 3
HRT with a C[t] less than 3
Pasitive contral with a C[t) greater than il
Unknown without a C[t)
Standard without a C[t)
Efficiency greater than 110.0
Efficiency less than 90.0
Std Curve R™2 less than 0.980
‘F\ephcate aroup Ct) Std Dev areater than T2
Festore Defaults

Figura 79. Separador QC (Controlo de qualidade) na janela User Preferences
(Preferéncias do utilizador).

Especifique para adicionar valores de cutoff e para activar as seguintes regras de controlo
de qualidade:

Controlo negativo com C(t) inferior a XX. Introduzir um valor de cutoff de C(t)
NTC (no template control) com C(t) inferior a XX. Introduzir um valor de cutoff de C(t)

NRT (no reverse transcriptase control) (sem controlo da transcriptase inversa) com
C(t) inferior a XX. Introduzir um valor de cutoff de C(t)

Controlo positivo com C(t) superior a XX. Introduzir um valor de cutoff de C(t)
Desconhecido sem Cft)
Padrao sem C(t)

Eficiéncia superior a XX. Introduzir um valor de cutoff da eficiéncia da reacgao
que é calculado para a curva padrao

Eficiéncia inferior a XX. Introduzir um valor de cutoff da eficiéncia da reaccéo
que é calculado para a curva padrao

RA2 da curva padréo inferior a XX. Introduzir um valor RA2 de cutoff para a
curva padréo

Desvio padrao da C(t) do grupo de réplicas superior a XX. Introduzir um valor
de cutoff do desvio padrdo que seja calculado para cada grupo de réplicas
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Administracao de utilizadores

Abra a janela User Administration (Administracdo de utilizadores) na janela principal
do software:
¢ Seleccione Users > User Administration (Utilizadores > Administracao
de utilizadores)
¢ Clique no botao User Administration (Administracao de utilizadores) na barra
de menus

Se iniciar sessdo como administrador (Administrator), abra a janela User Administration
(Administracao de utilizadores) para gerir utilizadores e respectivos direitos:
¢ Manage Users. Adicionar ou remover utilizadores e atribuir uma funcédo a cada um
¢ Manage Rights. Alterar os direitos relativos as fungdes de utilizadores (Principal,
Operator ou Guest)

NOTA: Esta janela sé pode ser editada por utilizadores administradores.
Os restantes utilizadores sé podem visualiza-la.

Para atribuir uma func&o a cada utilizador, seleccione uma funcéo na lista de funcdes
da janela User Administration (Administracdo de utilizadores) (Figura 80). Neste exemplo,
ao utilizador Guest ¢ atribuido o direito de guardar ficheiros.

User Administration @

| Manage Users

User Name: Ful Name Role Password Delete
1 admin Administrator v 3]
2 Grant . O
3 Nom vl O
4 v O

Manage Rights (Managed by Administiator only)

Rights Principal  Operator Guest
e ssaios WP— T o
2 Slai pause and abort runs i O
3 Addrepeatstoann ~ O
4 Perfotm skip epcles O O
5 Performinstrument calibration |
6 Appl dfferent calbrations to a data file O
7  Rename instiuments O
g Ovenide defaul lid force settings ] O

Figura 80. Janela User Administration (Administracao de utilizadores)
com trés utilizadores.

Adicionar e remover utilizadores do software

S6 um administrador do software pode adicionar e remover utilizadores. Para adicionar
utilizadores do software no painel Manage Users (Gerir utilizadores), siga os passos seguintes:

1. Introduza um nome de utilizador (User Name) para o novo utilizador do software.

2. Seleccione uma fungéo (Role) para o utilizador. Estas fungdes restringem os direitos
de cada utilizador. A predefinicéo é Principal.

3. (Opcional) Introduza um nome completo (Full Name) e uma password para 0 novo
utilizador do software.
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4. Clique em OK para abrir uma caixa de dialogo e confirmar que pretende fechar a janela.

5. Clique em Sim para fechar a caixa de didlogo e a janela.

Para remover um utilizador do software, siga os passos seguintes:

1. No painel Manage Users (Gerir utilizadores), clique na caixa da lista Delete (Eliminar)
para cada utilizador do software que pretende remover.

2. Clique em OK para abrir uma caixa de dialogo e confirmar que pretende fechar a janela.

3. Clique em Sim para fechar a caixa de didlogo e a janela.
NOTA: A lista de utilizadores do software tem de incluir sempre um administrador.

Atribuir direitos a funcoes de utilizador

A janela User Administration (Administracao de utilizadores) da acesso a fungdes e direitos
de utilizadores. O software inclui as quatro funcdes seguintes:

¢ Administrator (obrigatério). Cada utilizador com a fungdo de administrador
(Administrator) possui todos os direitos, os quais hdo podem ser alterados.
O administrador pode também adicionar e remover utilizadores do software e alterar
os direitos de cada funcéo

¢ Principal. Por predefinicao, cada utilizador com a fungao de principal (Principal)
possui todos os direitos

e Operator. Por predefinicdo, cada utilizador com a fungao de operador (Operator)
possui todos os direitos, com excepg¢ao de ignorar ciclos e criar um estudo de genes

¢ Guest. Por predefinicao, os utilizadores com funcdo de Guest ndo tém direitos
e s6 podem ler os ficheiros

Para especificar os direitos de cada funcao, siga os passos seguintes: Sé um administrador
do software pode alterar os direitos de qualquer fungao.

1. No painel Manage Rights (Gerir direitos), clique na caixa sob a designacao da funcéo
para adicionar ou remover esse direito. Clique em um ou mais direitos da lista. Clique
em Restore Default Rights (Repor direitos predefinidos) para repor todos os direitos
de todas as fungdes na lista predefinida.

2. Clique em OK para abrir uma caixa de dialogo e confirmar que pretende fechar a janela.

3. Clique em Sim para fechar a caixa de dialogo € a janela.

Para ver a sua fungéo e respectivos direitos actuais, seleccione User > User Administration
(Utilizador > Administracao de utilizadores). Contacte um administrador do software para
modificar as definicdes de utilizador, os direitos e as fungdes mostrados na janela

User Administration (Administracdo de utilizadores). Um utilizador do nivel Principal,
Operator ou Guest s6 pode ver as respectivas definicbes de utilizador, direitos e funcdes.
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11 Recursos

Leia este capitulo para obter mais informacdes sobre recursos para o sistema de deteccéo
em tempo real CFX96™:

Assistente de calibracao (abaixo)
Manutencéo do instrumento (pagina 117)
Registo de aplicagdes (pagina 119)
Resolucédo de problemas (pagina 120)
EspecificacOes técnicas (pagina 122)
Bibliografia (pagina 124)

Assistente de calibracao

O sistema CFX96 ¢é calibrado de fabrica para fluoroforos utilizados habitualmente em placas
de pocos brancos e pocgos transparentes (Tabela 29).

Tabela 29. Fluoroforos e canais calibrados de fabrica.

Fluoréforos Canal

FAM, SYBR® Green |

VIC, HEX, TET, CAL Gold Fluor 540 2
ROX, Texas Red, CAL Fluor Red 610 3
Cy5, Quasar 670 4
Quasar 705 5

O sistema CFX96 inclui também um canal dedicado para quimica FRET, este canal nao requer
calibracéo para fluorocromos especificos.

Para abrir o assistente de calibracdo para calibrar o sistema de PCR em tempo real CFX96:

1.

Seleccione um instrumento no painel Detected Instruments (Instrumentos detectados).

2. Seleccione Tool > Calibration Wizard (Ferramenta > Assistente de Calibracao) para

abrir a janela e calibrar novas combinagdes de placas e fluorocromos (Figura 81).
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Figura 81 - exemplo da janela Dye Calibration (Calibragao de fluorocromos).

Dye Calibration - Base S/N [CFX96SIMO01] - Optical Reaction Module S/N [HEADD123]

Calibrated Fluorophores

Fluorophare ¢ Channel ¢ Plate Type ¢ CalibratedBy ¢ Date ¢ Delete orRestore Emors ¢ Detall

Calibrate New or Existing Fluorophares

Fluorophore ~ Plate Type Channel ~ Plate column  Fluor Color Add to Plate
[Fam v ; I 1 N l 2 57 ‘ E
Clear Plate

Settings
Notes ‘ ‘

Calibration Status

Ready to calibrate

] ‘b Calbrate I\__] [ View Plate ] T

Figura 81. Janela Dye Calibration (Calibracao de fluorocromos).

Calibracao do sistema CFX96

Para calibrar o sistema CFX96 na janela Dye Calibration (Calibragédo de fluorocromos):

1.

No painel Calibrate New (Calibrar novo) ou Existing Fluorophores (Fluoréforos
existentes), na lista pendente seleccione o fluoréforo que pretende calibrar. Se o nome
do fluoréforo ndo estiver incluido na lista, digite o nome na caixa e adicione-o a lista.

Seleccione o tipo de placa. Se o tipo de placa néo estiver incluido na lista, digite o tipo
na caixa e adicione-o a lista.

Seleccione um canal para o fluoréforo.

Clique em Add to Plate (Adicionar a placa) para adicionar o fluoroforo. Para limpar
a placa, clique em Clear Plate (Limpar placa) para remover todos os fluoréforos.

(Opcional) Repita os passos 1-6 para adicionar cada fluoréforo que pretende calibrar
para a placa.

Quando terminar de adicionar fluoréforos, clique em View Plate (Ver placa) para abrir
Dye Plate Display. Utilize esta janela como guia para carregar flurocromos na placa.

Prepare uma placa de 96 pocos para calibracao de fluorocromos, pipetando solugéo
de fluorocromo em cada poco, de acordo com o padrdo mostrado no Pure Dye Plate
Display. Para cada fluoréforo, encha 4 pogcos com 50 pl (placa de 96 pogos) de solugéo
de fluorocromo de 300 nM. Repare que pelo menos metade da placa contém pogos em
branco.

Para selar a placa, utilize o método que ira ser usado na experiéncia.

Coloque a placa de calibragdo no bloco e feche a tampa. Em seguida, clique
em Calibrate (Calibrar), e clique em OK para confirmar que a placa se encontra
no bloco.
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Quando o CFX Manager™ software conclui o ciclo de calibragao, aparece uma caixa
de dialogo. Cliqgue em Yes (Sim) para terminar a calibracdo e abrir o Dye Calibration
Viewer (Visualizador de calibracao de fluorocromos).

Clique em OK para fechar a janela.

Manutencao do instrumento

O sistema CFX96 inclui um sistema de vaivém 6ptico sensivel e um bloco de amostras
que tém de aquecer e arrefecer muito rapidamente. A contaminacao destes componentes
pode interferir com a ciclagem térmica e a recolha de dados.

AVISO! Nunca permita que a reaccao seja executada com uma tampa de amostra
aberta ou com fuga. Podera verificar-se a fuga dos reagentes, os quais poderao
revestir o bloco, a tampa interior e a cabecga éptica no sistema de vaivém.

A sujidade excessiva pode ofuscar o sinal, e a contaminacao por fluorescéncia
pode criar um sinal de fundo excessivo. O sistema de vaivém 6ptico s6 deve ser
limpo por técnicos da assisténcia Bio-Rad com a devida formacao para o efeito.

Para evitar a contaminacéo do sistema CFX96, veja as sugestdes seguintes:

Limpe sempre a parte exterior de qualquer recipiente antes de o colocar no bloco

Nunca execute uma reaccdo com um vedante que esteja aberto, solto, furado ou
que apresente outros danos, uma vez que tal podera contaminar o bloco, a tampa
interior e o sistema 6ptico

Nunca execute uma reacg¢ao de PCR ou de PCR em tempo real com reagentes
volateis que possam explodir e contaminar o bloco, a tampa interior e o sistema
optico

Limpe periodicamente o bloco e a tampa interior para evitar a acumulagao

de sujidade, de material perigoso para o ambiente ou de solugdes fluorescentes
(pagina 117)

Nunca limpe nem toque de outra forma no sistema 6ptico atras dos orficios da placa
de aquecimento presentes na tampa interior (Figura 82 na pagina 118)

Limpe regularmente a tampa exterior € a base do Termociclador C1000™ (para mais
informacdes, consulte o manual de instrucdes do termociclador C1000)

Limpeza do médulo de reaccao éptico

O bloco do médulo de reacgao optico e a base do Termociclador C1000 devem ser limpos
regularmente para remover detritos e sujidade que poderao interferir com o seu funcionamento
correcto. Assim que descobrir detritos e liquidos derramados, limpe-os com um pano macio
sem fiapos humedecido com agua. A limpeza do instrumento permite o seu funcionamento
preciso. Para informagdes mais detalhadas sobre a limpeza da Base do C1000, consulte o
manual de instrugcbes do termociclador C1000.

AVISO! Nunca utilize solu¢des de limpeza corrosivas para o aluminio. Evite riscar

a superficie do compartimento do moédulo de reacgdo C1000. Uma superficie
riscada e danificada compromete a precisdo do controlo térmico.

AVISO! Nunca verta agua ou outras solugdes sobre o compartimento do médulo

de reaccdo C1000. Os componentes molhados podem provocar choques
eléctricos quando o termociclador é ligado a tomada.

117



Recursos

118

Limpe o médulo de reacgao 6ptico CFX96 assim que detectar detritos, sujidade ou
contaminagéo no bloco ou na tampa interior. Qualquer sujidade pode interferir com

a capacidade que o bloco tem de alterar rapidamente a temperatura e recolher dados

de fluorescéncia precisos. Para limpar o médulo de reacgéo, siga as directrizes seguintes.
Siga estas sugestdes de limpeza:

AVISO! Para evitar choques eléctricos, retire sempre o modulo de reac¢ao da base
do termociclador, ou desligue a base da tomada