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Suporte técnico da Bio-Rad

O departamento de suporte técnico da Bio-Rad no Brasil esta aberto de segunda-feira a sexta-feira,
das 7:00 as 18:00, horario de Brasilia.

Telefone: 4004-0399 para capitais e regides metropolitanas; 0800 880 0092 para demais regides.
Opgéo 1.
E-mail: suportecientifico@bio-rad.com (apenas para Brasil)

Para assisténcia técnica fora dos EUA e Canada, entre em contato com o suporte técnico local ou
clique no link Contact us (Contato) em www.bio-rad.com.

Aviso

Nenhuma parte desta publicagao pode ser reproduzida ou transmitida em nenhum formato ou por
nenhum meio, eletrénico ou mecanico, inclusive fotocopia, gravagao ou qualquer sistema de
armazenamento ou recuperagao de informagdes, sem autorizagao por escrito da Bio-Rad.

A Bio-Rad se reserva o direito a modificar seus produtos e servigos a qualquer momento. Este guia
esta sujeito a alteragbes sem notificacdo. Embora tenha se preparado para garantir a exatidao, a Bio-
Rad nao assume nenhuma responsabilidade por erros ou omissées, ou por qualquer dano resultante
da aplicagdo ou do uso destas informagdes.

BIO-RAD é uma marca registrada da Bio-Rad Laboratories, Inc.

BIO-RAD, HARD-SHELL e MICROSEAL sao marcas registradas da Bio-Rad Laboratories, Inc. em
determinadas jurisdigbes.

SYBR é uma marca registrada da Thermo Fisher Scientific Inc. A Bio-Rad Laboratories, Inc. esta
licenciada para vender reagentes contendo SYBR Green | para uso em PCR em tempo real, apenas
para fins de pesquisa.

EvaGreen é uma marca registrada da Biotium, Inc. A Bio-Rad Laboratories, Inc. esta licenciada pela
Biotium, Inc. para vender reagentes contendo o corante EvaGreen para uso em PCR em tempo real,
apenas para fins de pesquisa.

Todas as marcas registradas usadas neste documento sédo propriedade de seus respectivos
proprietarios.

Copyright © 2022 by Bio-Rad Laboratories, Inc. Todos os direitos reservados.


http://www.bio-rad.com/

Indicacao de uso

Indicagao de uso

Os sistemas CFX96 Dx e CFX96 Deep Well Dx com software CFX Manager Dx destinam-se a
executar PCR baseado em fluorescéncia para detectar e quantificar sequéncias de acido nucleico. Os
sistemas e softwares sdo destinados ao uso diagnostico in vitro por técnicos de laboratério treinados.
Os sistemas destinam-se a ser utilizados com testes de acido nucleico de diagndstico de terceiros
que tenham sido fabricados e rotulados para fins de diagnéstico.

Conjunto de simbolos

Importante: As alteragdes significativas estao destacadas!

Fabricante

x

Usado por

Limite de temperatura

1]

Consulte as instrugdes de uso
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Rx Only

Apenas para uso com receita

LOT

Numero de lote

IVD

Para uso em diagndstico in
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Contém latex
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e

Marcagao CE — Regulamento (UE)
2017/746 relativo aos dispositivos para
diagnéstico in vitro (IVDR)

Traducgoes

Os documentos do produto podem ser fornecidos em outros idiomas em midia eletrénica.
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Conformidade de seguranca e regulatoria

Para a operagdo segura do sistema CFX96 ™ Dx ou do sistema CFX96 Deep Well Dx com o software
CFX Manager™ Dx, chamado neste documento de Sistema CFX Dx, a Bio-Rad recomenda
enfaticamente seguir as especificacdes de seguranca listadas nesta segéo e ao longo deste manual.

Importante: Os sistemas CFX96 Dx e CFX96 Deep Well Dx sdo aprovados para uso como
dispositivos médicos para diagndstico in vitro (IVD).
Etiquetas com aviso de seguranca

As etiquetas com aviso colocadas no instrumento e neste manual avisam sobre fontes de ferimentos
ou danos. Tabela 1 define cada etiqueta com aviso de seguranca.

Tabela 1. Significado das etiquetas com aviso de seguranga

icone Significado

Aviso sobre risco de lesdo corporal ou dano ao equipamento

Operar o sistema CFX Dx antes de ler este manual pode constituir um risco de leséo
pessoal. Para uso seguro, ndo opere este instrumento de qualquer maneira ndao
especificada neste manual. Somente pessoal de laboratério qualificado treinado no
uso seguro de equipamentos elétricos deve operar este instrumento. Sempre
manuseie todos os componentes do sistema com cuidado e com as maos limpas e
secas.

Aviso sobre manuseio de materiais com risco biolégico
Ao manusear amostras com risco bioldgico, siga as precaugdes e diretrizes

recomendadas e siga as diretrizes locais especificas para seu laboratério e

localizagao.

Aviso sobre risco de queimadura

Um termociclador gera calor suficiente para causar queimaduras graves. Use
6culos de seguranga ou outra protecéo para os olhos em todos os momentos
durante a operagéo. Sempre permita que o bloco de amostra retorne a temperatura
de inatividade antes de abrir a tampa e remover as amostras. Deixe sempre a folga
maxima para evitar queimaduras acidentais na pele.
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Conformidade de seguranca e regulatéria

Tabela 1. Significado das etiquetas com aviso de seguranga, continuagao

icone Significado

Aviso sobre risco de explosdo
Os blocos de amostra podem ficar quentes o suficiente durante o funcionamento
normal para fazer com que liquidos fervam e explodam.

Especificacoes de uso seguro e conformidade

Tabela 2 lista as especificagdes de uso seguro da Bio-Rad para sistemas de detecgdo de PCR em
tempo real CFX Dx. Os cabos blindados fornecidos devem ser usados com esses instrumentos para
garantir a conformidade com os limites da Classe A FCC.

Tabela 2. Condi¢oes de uso seguro

Aspecto de uso Condicoes de uso seguro

Poténcia de entrada nominal 100-240 VCA, 50-60 Hz, 850 W, max.

Categoria de sobretensao Il

Fusiveis 10 A, 250V, 5 x 20 mm, queima rapida (qtde. 2)
Ambiente Apenas para uso interno

Temperatura de uso 15-31°C

Temperatura de armazenamento —-20a60°C

Umidade relativa Até 80% (sem condensagao)

Altitude Até 2.000 metros acima do nivel do mar

Grau de poluigédo 2

Conformidade regulatéria

O sistema de detecgéo de PCR em tempo real CFX Dx foi testado e julgado em conformidade com
todos os requisitos aplicaveis das seguintes normas de seguranca e eletromagnéticas:

m |EC61010-1:2010 (32 ed.), EN61010-1:2010 (32 ed.). EQuipamentos elétricos para medigao,
controle e uso de laboratério — Parte 1: Requisitos gerais
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Perigos

m |EC61010-2-010:2014, EN 61010-2-010:2014. Requisitos de seguranca para equipamentos
elétricos para medicgao, controle e uso de laboratério. Parte 2-010: Requisitos particulares para
equipamentos de laboratério para aquecimento de materiais

®m |EC61010-2-081:2015, EN 61010-2-081:2015. Requisitos de seguranga para equipamentos
elétricos para medigao, controle e uso de laboratério. Parte 2-081: Requisitos particulares para
equipamentos de laboratério automaticos e semiautomaticos para analise e outros fins (inclui o
Aditivo 1)

B |[EC61010-2-101:2015 (22 ed.). Requisitos de seguranga para equipamentos elétricos para
medigao, controle e uso de laboratério. Requisitos particulares para equipamentos médicos para
diagnéstico in vitro (IVD)

B |EC61326-1:2012 (Classe A), EN 61326-1:2013 (Classe A). Equipamentos elétricos para
medigao, controle e uso de laboratério. Requisitos EMC, Parte 1: Requisitos gerais

m  |[EC61326-2-6:2012, EN 61326-2-6:2013 (Classe A). Equipamentos elétricos para medicao,
controle e uso de laboratdrio. Requisitos de EMC. Requisitos particulares para equipamentos
médicos para diagndstico in vitro (IVD)

Importante: Este equipamento gera, usa e pode irradiar energia de radiofrequéncia e, se nao for
instalado e utilizado de acordo com a documentacgéo de instrugdes fornecida, pode causar
interferéncia prejudicial em comunicagdes via radio. A operagao dos sistemas em uma area
residencial é provavel de causar interferéncia nociva, caso no qual os usuarios deverao corrigir a
interferéncia por seus préprios recursos.

Perigos

O sistema de detecgédo de PCR em tempo real CFX Dx é projetado para operar com seguranga
quando usado da maneira prescrita pelo fabricante. Se o sistema de deteccdo de PCR em tempo real
CFX Dx ou qualquer um de seus componentes associados for usado de uma maneira ndo
especificada pelo fabricante, a protegao inerente fornecida pelo instrumento pode ser prejudicada. A
Bio-Rad Laboratories, Inc. ndo é responsavel por lesdes ou danos causados pelo uso deste
equipamento de alguma maneira ndo especificada ou por modifica¢gdes no instrumento ndo
realizadas pela Bio-Rad ou por um agente autorizado. A manutengao do sistema de detecgdo de PCR
em tempo real CFX Dx deve ser realizada apenas por pessoal da Bio-Rad treinado.

Riscos bioldgicos

O sistema de detecgéo de PCR em tempo real do CFX Dx é um produto de laboratério. Porém, se
houver presenga de amostras com riscos bioldgicos, siga as diretrizes abaixo e cumpra todas as
diretrizes locais especificas para seu laboratério e localidade.

Manual de operagdo | 15



Conformidade de seguranca e regulatéria

Nota: Nenhuma substéncia de risco bioldgico é emitida durante operagdes normais deste
instrumento.

Precaugodes gerais

Sempre use luvas e jaleco de laboratério, bem como dculos de seguranga com protegéo lateral
ou 6culos de protegéo.

Mantenha as méaos longe de sua boca, nariz e olhos.

Proteja completamente qualquer corte ou arranhao antes de trabalhar com materiais
potencialmente infecciosos.

Lave bem as médos com agua e sab&o depois de trabalhar com qualquer material potencialmente
infeccioso antes de sair do laboratdrio.

Retire reldgios de pulso e joias antes de trabalhar na bancada.

Armazene todos os materiais infecciosos ou potencialmente infecciosos em recipientes
inquebraveis a prova de vazamentos.

Antes de sair do laboratério, remova os trajes de protecao.

N&o use uma mao com luva para escrever, atender ao telefone, acender a luz ou tocar algo que
outras pessoas podem tocar sem luvas.

Troque as luvas com frequéncia. Retire as luvas imediatamente quando estiverem visivelmente
contaminadas.

Nao exponha materiais que ndo possam ser devidamente descontaminados a um material
potencialmente infeccioso.

Ao concluir uma operacao que envolva material com risco biolégico, descontamine a area de
trabalho com um desinfetante apropriado (por exemplo, uma solugao de alvejante doméstico
1:10).

Precaugoes especificas de IVD

Todas as amostras de pacientes sdo um risco biolégico em potencial e devem ser manuseadas
como tal utilizando precaugdes universais.

Nenhuma substancia com risco bioldgico é liberada durante a operagdo normal deste
instrumento.

Descontaminacgao de superficie

AVISO! Para evitar choque elétrico, sempre desligue e desconecte o instrumento
antes de realizar os procedimentos de descontaminagéo.
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As seguintes areas podem ser limpas com qualquer desinfetante bactericida, virucida ou fungicida do
hospital:

B Tampa exterior e chassi
B Superficie do bloco de reagao interna e pogos do bloco de reagéo
B Painel de controle e monitor

Para preparar e aplicar o desinfetante, consulte as instrugées fornecidas pelo fabricante do produto.
Lave sempre os pocos do bloco de reac&o e o bloco de reagdo varias vezes com agua apos aplicar
um desinfetante. Seque bem os pogos do bloco de reagao e as cavidades do bloco de reagéo apds
enxaguar com agua.

Importante: Nao use detergentes abrasivos ou corrosivos ou solugdes alcalinas fortes. Esses
agentes podem arranhar superficies e danificar o bloco de reagéo, resultando em perda de
controle térmico preciso.

Descarte de materiais com risco biolégico

Descarte os seguintes materiais potencialmente contaminados de acordo com os regulamentos
locais, regionais e nacionais para laboratérios:

B Amostras clinicas
B Reagentes

B Frascos de reagao usados ou outros consumiveis que possam estar contaminados

Perigos quimicos

O sistema de detecg¢do de PCR em tempo real CFX Dx ndo contém materiais quimicos
potencialmente perigosos.

Riscos explosivos ou de inflamabilidade

O sistema de deteccdo de PCR em tempo real CFX Dx n&o apresenta nenhum risco incomum
relacionado a inflamabilidade ou explosdo quando usado de maneira apropriada, conforme
especificado pela Bio-Rad Laboratories.

Riscos elétricos

O sistema de deteccdo de PCR em tempo real CFX Dx n&o representa nenhum risco elétrico
incomum para os operadores se instalado e operado corretamente sem modificagao fisica e
conectado a uma fonte de alimentagao com especificagdo adequada.

Perigos
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Conformidade de seguranca e regulatéria

Transporte

Devem ser realizados procedimentos de descontaminagao antes de mover ou transportar o sistema
de detecgdo de PCR em tempo real CFX Dx, seu modulo de reagao 6tica ou a base do seu
termociclador. Sempre mova ou transporte o sistema de detecgao de PCR em tempo real CFX Dx e
os modulos de reagao 6tica em recipientes separados com os materiais de embalagem fornecidos,
que protegerao o instrumento contra danos. Se recipientes apropriados ndo puderem ser
encontrados, entre em contato com o escritério local da Bio-Rad.

Bateria

O termociclador Sistema CFX Dx usa uma bateria de célula tipo moeda de litio de 3 V e uma bateria
recarregavel de niquel-hidreto metalico de 4,8 V para manter as configura¢des de tempo e execugéo
de dados no caso de perda de energia CA. Se os dados de tempo e/ou de execugéo nao
permanecerem configurados apds o desligamento da unidade, isso pode indicar que as baterias
estao ficando fracas. Se isso ocorrer, entre em contato com o Suporte Técnico Bio-Rad para obter
ajuda.

Nao tente trocar as baterias. Entre em contato com o Suporte Técnico da Bio-Rad.

Descarte

O sistema de detecgdo de PCR em tempo real CFX Dx contém materiais elétricos que devem ser
descartados como residuos néao triados e ser coletados separadamente, de acordo com a Diretiva da
Unido Europeia 2012/19/EU sobre equipamentos elétricos e eletrdnicos descartados — Diretiva
WEEE. Antes do descarte, entre em contato com seu representante local da Bio-Rad para obter
instrucdes especificas do pais.

Garantia

O sistema de detecgao de PCR em tempo real CFX Dx e seus acessorios associados sao cobertos
por uma garantia padrao da Bio-Rad. Entre em contato com o escritério local da Bio-Rad para obter
detalhes sobre a garantia.
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Capitulo 1 Introducao

Os sistemas de amplificagdo de PCR em tempo real CFX Dx da Bio-Rad para diagnéstico in vitro
(IVD) possuem os ultimos avangos tecnoldgicos, permitindo quantificagdo de PCR com curva padrao,
analise de expressao génica, discriminacao alélica e andlise de ponto de viragem.

Os sistemas CFX Dx sao compostos por dois médulos de hardware e software:

B Mobdulo de reacao optica (ORM) CFX96™ Dx ou CFX96 Deep Well Dx
B Termociclador C1000™ Dx

B Software CFX Manager™ Dx

Quando usado com o software CFX Manager Dx, € possivel

B Gerar resultados imediatos com o Startup Wizard (Assistente de inicializagédo)

B Inserir ou editar informagdes de pogo antes, durante ou depois de uma execugéo

B Interpretar dados complexos e entender o seu estudo de expressao génica com ferramentas
como analise de controles PrimePCR™ e a ferramenta de selegédo de genes de referéncia.

B Preparar relatérios abrangentes de seus dados de PCR em tempo real

Sistemas de deteccao de PCR CFX Dx

Tabela 3 lista os produtos de PCR IVD da Bio-Rad fornecidos com sistemas Sistema CFX Dx.

Nota: Um Sistema CFX Dx é fornecido com o Software CFX Manager Dx, o Termociclador
C1000 Dx e com o Médulo de reagao 6ptica CFX96 Dx ou CFX96 Deep Well Dx.

Tabela 3. Sistemas de detecgao de PCR IVD CFX

N° de catalogo Descrigao

1845097-1VD CFX96 Dx ORM *
1844095-IVD CFX96 Deep Well Dx ORM
1841000-1VD do termociclador C1000 Dx
12007917 Software CFX Manager Dx v3.1

* Médulos de reagao optica
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Capitulo 1 Introdugéo

Saiba mais

Este documento explica como configurar e operar com seguranga os sistemas de detecgdo de PCR
em tempo real CFX96 Dx e CFX96 Deep Well Dx, que possuem a marca CE-IVD. Esses sistemas séo
chamados de Sistema CFX Dx neste documento. Além disso, este documento explica como usar o
Software CFX Manager Dx com o Sistema CFX Dx.

Dica: Clique no logotipo do Bio-Rad no canto superior direito de qualquer janela do Software
CFX Manager Dx para acessar o site da Bio-Rad. O site inclui links para notas técnicas, manuais,
informacgdes sobre produtos e suporte técnico. O site também fornece muitos recursos técnicos
em uma ampla variedade de métodos e aplicagdes relacionados a PCR, PCR em tempo real e
expressao génica.
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Capitulo 2 Configuracao do termociclador
C1000 Dx

Este capitulo explica como configurar o termociclador Sistema CFX Dx C1000 Dx em seu local.

Dica: Antes de configurar o termociclador, familiarize-se com o termociclador e seu médulo de
reacéo optica, portas e acessorios.

Requisitos do local

As tabelas nesta se¢ao listam os requisitos de sala, ambientais e de alimentagéao elétrica necessarios
para instalar e usar com sucesso o termociclador Sistema CFX Dx.

Nota: Instale o termociclador Sistema CFX Dx em uma superficie plana e seca com fluxo de ar
frio suficiente para um funcionamento adequado.

Requisitos de espaco na bancada

Tabela 4. Sistema CFX Dx — Requisitos de espago na bancada do termociclador

Item Especificagao
Poténcia de entrada Até 850 W, maxima
Frequéncia 50-60 Hz, monofasica
Portas USB 5A,1B
Dimensoes L: 13 pol.; 33 cm

P: 18 pol.; 46 cm

A: 14 pol.; 36 cm
Peso 47 Ib; 21 kg
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Capitulo 2 Configuragéo do termociclador C1000 Dx

Requisitos ambientais

Tabela 5. Sistema CFX Dx — Requisitos ambientais do termociclador

Parametro Intervalo Intervalo de umidade

Condigdes operacionais 15-31°C 0-80% UR, sem condensacao
59-87,8 °F

Condigbes de armazenamento 15-31°C 0-80% UR, sem condensacao
59-87,8 °F

Requisitos de alimentacgao elétrica

A alimentagao do termociclador Sistema CFX Dx deve ser estavel e estar dentro das especificagdes
para garantir uma operagao adequada. O cabo de alimentagéo conectado a entrada deve ter
classificagao nominal para 7 A ou mais.

Tabela 6. Sistema CFX Dx — requisitos de alimentacao elétrica

Item Especificagao

Tensao de entrada da rede elétrica 100-240 VCA,; 50-60 Hz, monofasica
Uso maximo de alimentagéo <850 W

Numero de tomadas Minimo de 2 tomadas:

® 1 tomada para o termociclador

B 1 tomada para o computador que executa o software CFX
Manager Dx
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Viséo geral do sistema

Visao geral do sistema

As ilustragbes nesta se¢do exibem os principais componentes da base do termociclador C1000 Dx.

Vista frontal

LEGENDA

1. Modulo de reagao éptica — inclui um sistema 6ptico para coletar dados de fluorescéncia
e um bloco de termociclador. Os sistemas de deteccdo de PCR em tempo real CFX Dx
suportam um médulo CFX96 ™ Dx ou CFX96 Deep Well Dx.

2. LED de status — indica quando o bloco esta em uso.

3. Botao da tampa — abre e fecha a tampa do médulo de reagao optica e veda a camara de
reagao.

4, C1000™ Dx - Base do termociclador — proporciona alimentagéo e comunicagao do
sistema e acomoda os médulos de reagao optica CFX96 Dx e CFX96 Deep Well.

5. Tela e botdes do painel frontal — permitem o controle do sistema em modo auténomo.
Importante: Para garantir a integridade dos dados do estudo de genes IVD, o
software CFX Manager Dx n&o suporta dados gerados pelo termociclador no modo
autébnomo.

6. Tampa interna aquecida — mantém a temperatura da tampa para evitar condensacao e
evaporagao.

7. Bloco de amostras/reagao — contém frascos de reagao, incluindo tubos e microplacas.
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Capitulo 2 Configuragéo do termociclador C1000 Dx

Vista traseira
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1. Porta Ethernet — conecta o termociclador C1000 Dx a rede.
2. Portas USB Tipo B — conecta o termociclador C1000 Dx a um computador que executa o
software CFX Manager Dx.
3. Portas UBS Tipo A — transfere dados de e para um pen-drive USB.
Importante: Para garantir a integridade dos dados do estudo de genes IVD, o
software CFX Manager Dx nao suporta dados gerados pelo termociclador no modo
auténomo.
4. Porta serial de teste — apenas para testes de servigo.
5. Aberturas de resfriamento — resfria o termociclador.
Importante: Nao bloqueie as aberturas de resfriamento. Para uma operacao ideal,
certifique-se de que o ar possa circular atras da base do termociclador.
6. Entrada de alimentagao — alimentagédo CA; use o cabo de alimentagao fornecido.
7. Chave Liga/Desliga — chave basculante para ligar e desligar o termociclador.
8. Fusiveis — consulte Especificagdes de uso seguro e conformidade na pagina 14 para

obter as especificagdes de fusiveis.
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Modulos de reagao optica

Médulos de reacao optica

O termociclador C1000 Dx é compativel com os seguintes médulos de reagao optica Bio-Rad para
PCR em tempo real.

B Moddulo de reagéo optica CFX96 Dx
B Modulo de reagao 6ptica CFX96 Deep Well Dx

O mddulo de reagéo 6ptica CFX Dx e o termociclador escolhidos s&o enviados em caixas separadas.
O software CFX Manager Dx é enviado com o médulo de reagéo optica.

Importante: O médulo de reagéo dptica é calibrado com a base do termociclador com a qual ele
é enviado. Portanto, ndo use o médulo de reagao 6ptica com qualquer outra base do
termociclador, nem a base do termociclador com qualquer outro médulo de reagéo 6ptica.

Ambos mddulos de reagao éptica incluem uma tampa aquecida totalmente ajustavel, capaz de
funcionar de maneira confiavel com uma ampla variedade de frascos de reagdo. Cada modulo de
reacao 6ptica contém ventiladores de resfriamento para rapido aquecimento e resfriamento.

Cada madulo de reagao 6ptica CFX Dx compreende os componentes a seguir:

B Tampa interna aquecida — mantém a temperatura da tampa para evitar condensagao e
evaporagao.

B Bloco de amostral/reagao — contém frascos de reagao, incluindo tubos e microplacas.
B Botao da tampa — abre e fecha a tampa e veda a reagao.

B LED de status — quando aceso, indica que o bloco esta em uso.

Volumes de amostra recomendados

Ao usar o termociclador C1000 Dx , o volume maximo de amostra é determinado pelo tipo de médulo
de reagao usado. Tabela 7 lista os volumes recomendados para uso com cada médulo de reagao.

Tabela 7. Limite de tamanho e volume para médulos de reagao

Volume de amostra recomendado, pl

Numero de pogos Numero de blocos (Limite superior)
96 pogos 1 10-50
96 pogos profundos 1 10-125
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Capitulo 2 Configuragéo do termociclador C1000 Dx

Instalacao do Termociclador C1000 Dx

A base do termociclador C1000 Dx é fornecida em uma caixa separada do médulo de reagdo Optica.
O pacote inclui:

B Base do termociclador C1000 Dx

B Cabo de alimentagéo

® 1caboUSB

Para instalar o termociclador C1000 Dx:

1. Desembale e configure a base do termociclador C1000 Dx.
2. Conecte o médulo de reacdo a base.

3. Remova o parafuso de transporte.

Esta segdo explica essas tarefas em detalhes.

Desembalagem e configuracao da base do termociclador

Importante: Antes de operar o termociclador, leia as informagées em Conformidade de
seguranga e regulatéria na pagina 13 e Etiquetas com aviso de seguranga na pagina 13.

Dica: Durante a configuragéo, certifique-se de ter espacgo suficiente perto do termociclador para
um computador no qual executar o software CFX Manager Dx.

Para desembalar e configurar a base do termociclador
1. Localize o pacote que contém a base do termociclador.
2. Remova a base do material da embalagem.

Dica: Armazene a embalagem para uso futuro. Se algum item estiver faltando ou danificado,
entre em contato com o escritério local do Bio-Rad.

3. Coloque a base do termociclador em uma superficie plana e seca com fluxo de ar frio suficiente
para funcionar adequadamente.

4. Localize o cabo de alimentagdo no pacote de remessa e insira uma extremidade na porta de
entrada de energia na parte posterior do termociclador.

Importante: Nao ligue o instrumento neste momento.

5. Conecte o médulo de reagéo IVD a base. Continue com Anexagédo do médulo de reagéo 6ptica
na pagina 27.
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Instalagao do Termociclador C1000 Dx

Anexacao do moédulo de reacao optica

A Bio-Rad fornece o médulo de reagao 6ptica CFX96 Dx ou CFX96 Deep Well com a base de seu
termociclador C1000 Dx (mas em uma caixa separada). Desembale cuidadosamente o médulo de
reacao otica e verifique se os cabos de alimentagédo e USB estéo incluidos no recipiente de
transporte.

Importante: Cada médulo de reagéo 6tica é calibrado com a base do termociclador com a qual é
enviado. Portanto, ndo use o moédulo de reagao 6ptica com nenhuma outra base de
termociclador.

Assegure que a base do termociclador C1000 Dx fique sobre uma superficie plana e seca com fluxo
de ar fresco suficiente para funcionar adequadamente.

Para anexar o modulo de reagao a base do termociclador

1. Posicione o termociclador C1000 Dx em um local adequado com a barra de trava voltada para
baixo.

2. Levante o médulo de reagao Optica usando as algas acima das aberturas de ventilagdo laterais,
posicione 0 modulo no compartimento do médulo de reagao C1000 Dx, deixando cerca de 2 cm
de espaco na frente. Quando estiver no compartimento, o médulo 6ptico devera cobrir o logotipo
da Bio-Rad na frente do compartimento.
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Capitulo 2 Configuragéo do termociclador C1000 Dx

3. Puxe abarra de trava até que ela esteja nivelada com as laterais do compartimento do médulo.
Essa agdo move o médulo para a frente, travando-o na posi¢ao correta.

4. Verifiqgue se o modulo esta completa e uniformemente assentado na base do termociclador
C1000 Dx. Nao deve haver espago extra entre o médulo e a base.

5. Conecte o cabo de alimentagao a parte traseira da base do termociclador C1000 Dx e a uma
tomada elétrica apropriada. Em seguida, pressione a chave liga/desliga no painel traseiro do
termociclador C1000 Dx para iniciar o sistema.

Remocao do parafuso de transporte

Importante: Os médulos de reagdo 6ptica do Bio-Rad sao fornecidos com um parafuso de
transporte vermelho inserido na tampa interna para estabilizar o médulo de reagédo 6ptica durante
o transporte. Deve-se remover o parafuso de transporte antes de poder operar o médulo de
reagao optica.

Para remover o parafuso de transporte

1. O termociclador do C1000 Dx reconhece que o parafuso de transporte esta inserido no médulo
de reacao oOptica e exibe uma mensagem instruindo para remover o parafuso.
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Instalagao do Termociclador C1000 Dx

Shipping Screw Status

Shipping Screw is inserted.
1. Open Optical Module lid -- press manual button below the Bio-Rad logo.
2. Rernowve RED Shipping Screw from hole adjacent to left side of well B 1

3, Close Optical Module lid -- press manual button positioned in front of
block.

4, Press F1 (Screw Remowed) te confirm Shipping Screw haz been
removed,

To checkjrernove the shipping screw status Followe the instructions
e above.,

| famae R

Siga as instrugbes para remover o parafuso de transporte. O diagrama a seguir mostra a
localizagdo do parafuso de transporte.

Nota: Reinsira o parafuso de transporte caso precise devolver o médulo de reagéo por
qualquer motivo. Guarde o parafuso em um local seguro e acessivel.
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Capitulo 2 Configuragéo do termociclador C1000 Dx

Carregamento de placas de amostra

Para garantir o aquecimento e resfriamento uniforme das amostras, as placas devem estarem
completo contato com o bloco de reag&o. Para garantir o contato adequado, faga o seguinte:

B Confirme se os blocos estéo limpos antes de carregar amostras.
B Pressione firmemente os tubos, tiras de tubos ou microplacas individuais aos pogos do bloco.

B Ao usar um ou poucos tubos, use a armagao de tubo (n° de catalogo 1849000 ou 1849001) ou
carregue pelo menos um tubo vazio em cada canto do bloco para garantir que a tampa exerca
pressdo homogénea sobre os tubos individuais.
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Instalagao do Termociclador C1000 Dx

Carregamento de placas no Médulo de reagao 6ptica

Importante: Ao executar o sistema Sistema CFX Dx, sempre equilibre as tiras do tubo ou
adicione tampas do tubo aos pogos do canto para garantir que a tampa aquecida aplique presséo
homogénea no bloco.

Para carregar placas no médulo de reagao 6ptica
1. Para abrir a tampa motorizada, execute uma das seguintes opgoes:

B No painel Detected Instruments (Instrumentos detectados) no software CFX Manager Dx,
clique em Open Lid (Abrir tampa).

B Na guia Start Run (Iniciar execugéo) no software, clique em Open Lid (Abrir tampa).
B Pressione o botdo da tampa na frente do instrumento.

2. Coloque a microplaca, os tubos individuais ou as tiras de tubos com tampas seladas no bloco.
Importante: Verifique se os tubos estdo completamente vedados para evitar vazamento.

Dica: Para obter resultados ideais, carregue volumes de amostra de 10-25 pul para o
Sistema CFX Dx.

3. Para obter analise de dados precisa, verifique se a orientacdo das reagdes no bloco €
exatamente a mesma que a orientagéo do conteuido do pogo na guia Plate (Placa) no software
CFX Manager Dx.

Dica: E possivel editar o contetido do pogo com o software CFX Manager Dx antes, durante
ou depois da execugéo.

4. Parafechar a tampa motorizada, execute uma das seguintes opgdes:
B Pressione o botdo da tampa no instrumento.

B No painel Detected Instruments (Instrumentos detectados) no software, clique em Close Lid
(Fechar tampa).

B Na guia Start Run (Iniciar execugéo) no software, clique em Close Lid (Fechar tampa).

Importante: Certifique-se de que nada bloqueie a tampa quando ela se fechar. Embora haja
um mecanismo de seguranga para evitar que a tampa se feche ao detectar uma obstrugao,
nao deixe nada no caminho da tampa antes de fecha-la.
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Capitulo 2 Configuragéo do termociclador C1000 Dx

Consumiveis plasticos e reagentes de PCR

Para encontrar e encomendar consumiveis plasticos recomendados para o sistema CFX Dx, acesse
o site da Bio-Rad. Vocé pode acessar este site a partir do item de menu Help (Ajuda) > item do menu
PCR Plastic Consumables Web Site (Site de consumiveis plasticos PCR) no software CFX Manager
Dx. Além disso, consulte o Plastics Selector (Seletor de plasticos) e o Reagents Selector (Seletor de
reagentes) para ajuda-lo a encontrar e solicitar facilmente consumiveis plasticos e reagentes para
suas necessidades especificas de hardware e PCR.

Deteccao de instrumentos conectados

Durante a instalagao, o instalador do Software CFX Manager Dx instala automaticamente os drivers
de instrumentos no computador que executa o Software CFX Manager Dx. O CFX Manager Dx
detecta os instrumentos conectados ao iniciar o software.

Importante: Desconecte o termociclador C1000 Dx do computador do CFX Manager Dx antes
de instalar o software. Nao é necessario desligar o termociclador durante a instalagdo do
software.

Para detectar instrumentos conectados

1. Seisso ainda néo foi feito, insira a extremidade quadrada (macho) do cabo USB Tipo B fornecido
na porta USB Tipo B localizada na parte traseira da base.

2. Insira a outra extremidade (porta) em uma porta USB no computador do CFX Manager Dx.

3. Seotermociclador ainda ndo estiver em execucao, pressione a chave Liga/Desliga na parte
traseira do instrumento para liga-lo.

4. Inicie o Software CFX Manager Dx.

O software detecta automaticamente o instrumento conectado e exibe seu nome no painel Detected
Instruments (Instrumentos detectados) na janela Home (Inicio).

Nota: Se o instrumento ndo aparecer no painel Detected Instruments (Instrumentos detectados),
verifique se o cabo USB esta instalado corretamente. Para reinstalar os drivers, selecione Tools
(Ferramentas) > Reinstall Instrument Drivers (Reinstalar drivers de instrumentos) na janela
Home (Inicio) no Software CFX Manager Dx.
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Instalagao do Termociclador C1000 Dx

Desconexao do moédulo de reagao

Importante: Desligue o termociclador C1000 Dx antes de desconectar um médulo de reacao
(consulte Desligamento do termociclador C1000 Dx na pagina 34). As aletas de resfriamento dentro
do médulo de reagdo podem estar quentes imediatamente depois de executar um protocolo ou
uma incubagéo. Certifique-se de que as aletas estejam frias antes de desconectar o médulo de
reagao.

Para desconectar o modulo de reagao optica da base do termociclador

1. Na parte traseira da base do termociclador, empurre para baixo a barra de trava para destravar e
liberar o médulo de reagéo optica.

p
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2. Levante cuidadosamente o médulo de reagao 6ptica do compartimento usando os encaixes da
alca em cada lado.

3. Coloque o mddulo de reagao déptica sobre uma superficie limpa e plana, onde ndo possa sofrer
impactos, riscos ou quedas.
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Desligamento do termociclador C1000 Dx

Para desligar o termociclador

1. Depois de uma execugao, pressione o botdo de abertura de tampa na frente do médulo de
reacéo optica CFX para acessar as amostras carregadas no bloco.

2. Remova as amostras do bloco e pressione o botdo de fechamento de tampa para fechar a tampa.

3. Pressione a chave Liga/Desliga no painel traseiro do termociclador C1000 Dx para desligar o
sistema.
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Dx

Este capitulo explica como instalar o software CFX Manager™ Dx.

O Software CFX Manager Dx é necessario para analisar dados de PCR em tempo real dos sistemas
CFX96™ Dx e CFX96 Deep Well Dx. Vocé também pode usar este software para controlar esses
sistemas no modo controlado por software.

Para obter informagées sobre a instalagcdo do termociclador e do médulo de reagao 6ptica Sistema
CFX Dx, consulte Configuragao do termociclador C1000 Dx na pagina 21.
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Requisitos do sistema

Tabela 8 lista os requisitos do sistema minimos e recomendados para o computador que executa o

Software CFX Manager Dx (conhecido como o computador do CFX Manager Dx).

Tabela 8. Requisitos de computador para o Software CFX Manager Dx

Sistema Minimo
Sistema Microsoft Windows 7 SP1
operacional Pro

Recomendado

Qualquer um dos seguintes:
B Microsoft Windows 7 SP2 Pro (32 e 64 bits)
B Microsoft Windows 10 Pro (somente 64 bits)

B Microsoft Windows 10 Enterprise (somente
64 bits)

Importante: Ainicializagéo segura deve ser desativada no Microsoft Windows 10 Pro e

Enterprise.

Portas 2 portas USB 2.0 de alta 2 portas USB 2.0 de alta velocidade
velocidade

Espago no disco 128 GB 128 GB

rigido

Velocidade do 2,4 GHz, Dual Core 2,4 GHz, Quad Core

processador

RAM 4 GBRAM 8 GB RAM

Resolugdodatela 1024 x 768 com modo True
Color

1280 x 1024 com modo True Color

Leitor de PDF

Adobe PDF Reader ou Windows PDF Reader de
um dos pacotes do Microsoft Office suportados:

m 2007
m 2010
m 2013
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Instalagao do software CFX Manager Dx

Importante: Desconecte todos os instrumentos conectados do computador do CFX Manager Dx
antes de instalar ou atualizar o software. Ndo é necessario desligar o termociclador durante a
instalagédo do software. Certifique-se de ter salvo todas as execugdes e de que nenhum
experimento esteja sendo executado.

Nota: Se estiver instalando o Software CFX Manager Dx em Windows 10, verifique se a Secure
Boot (Inicializagédo segura) esta desativada antes de iniciar o procedimento de instalago.

Para instalar o Software CFX Manager Dx
1. Se necessario, desconecte todos os instrumentos conectados do computador.

Localize e desconecte o cabo USB do instrumento no computador do CFX Manager Dx.
A extremidade inserida no instrumento pode permanecer no lugar.

2. Facalogin no computador do CFX Manager Dx com privilégios administrativos.
3. Posicione o CD do software CFX Manager Dx na unidade de CD do computador.

4. A pagina de inicializagdo do software deve aparecer automaticamente. Clique duas vezes em
Install Software (Instalar software) na pagina de inicializagao do software.

Nota: Se a pagina inicial ndo aparecer automaticamente, navegue até a unidade de CD,
abra a pasta CFX_Manager e clique duas vezes em setup.exe para iniciar o assistente de
instalagéo do software.

Dica: No assistente de instalagao, clique no botdo Documentation (Documentacéo) para
localizar copias pesquisaveis das notas de versao, manuais do instrumento e outras
documentagdes.

5. Siga as instrugbes na tela para concluir a instalagéo. Depois de concluido, o icone do software do
gerenciador CFX aparecera na area de trabalho do computador.

6. Apo6s a conclusao da instalagéo, vocé pode ejetar com seguranga o CD.

Deteccao de instrumentos conectados

Durante a instalagao, o instalador do software CFX Manager Dx instala automaticamente os drivers
de instrumentos no computador do CFX Manager Dx. O CFX Manager Dx detecta os instrumentos
conectados ao iniciar o software.

Para detectar instrumentos conectados

1. Seisso ainda néo foi feito, insira a extremidade quadrada (macho) do cabo USB Tipo B fornecido
na porta USB Tipo B localizada na parte traseira da base do instrumento.
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2. Insira a outra extremidade (porta) em uma porta USB no computador do CFX Manager Dx.

3. Seoinstrumento ainda ndo estiver em execucéo, pressione a chave Liga/Desliga na parte
traseira do instrumento para liga-lo.

4. Inicie o CFX Manager Dx.

O software detecta automaticamente os instrumentos conectados e exibe seu nome no painel
Detected Instruments (Instrumentos detectados) na janela Home (Inicio).

Nota: Se o instrumento ndo aparecer no painel Detected Instruments (Instrumentos detectados),
verifique se o cabo USB esta instalado corretamente. Para reinstalar os drivers, na janela Home
(Inicio) no CFX Manager Dx selecione Tools (Ferramentas) > Reinstall Instrument Drivers
(Reinstalar drivers de instrumentos).

Arquivos de software

Tabela 9 lista os tipos de arquivo do Software CFX Manager Dx.

Tabela 9. Software CFX Manager Dx — Tipos de arquivo

Tipo de arquivo Extensao Detalhes

Protocolo .prcl Contém detalhes de configuragao do protocolo para
executar uma execugéo de PCR.

Placa .pltd Contém detalhes de configuragéo da placa para
executar uma execugéo de PCR.

Dados .pcrd Contém os resultados de uma execugao de experimento
e andlise de PCR.

Execugao do .Csv Contém o protocolo e layout de placas do PrimePCR.
PrimePCR™
Estudo de genes .mgxd Contém resultados de multiplas execugdes de PCR e

analises de expresséo génica.

LIMS .plr Contém informagoes de configuragao de placa e
protocolo necessarias para realizar uma execugao
compativel com LIMS.
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Medidas recomendadas de seguranga cibernética

A Bio-Rad recomenda que vocé trabalhe com seu departamento de Tl para implementar medidas de
segurangca cibernética no computador usado com o sistema CFX96 Dx. Por exemplo:

B Instale e configure a protegéo contra virus e aplicativos de firewall apropriados.

Importante: Configure a varredura de virus para ocorrer fora do horario de expediente ou
quando o instrumento n&o estiver em execucgéo ativa. Se uma varredura de virus for iniciada
enquanto o CFX Manager Dx estiver executando um experimento, a execugao pode ser
cancelada e os dados perdidos.

B O Software CFX Manager Dx ndo tem um recurso de tempo limite de inatividade de sess&o do
usuario. Implemente medidas de seguranga de acesso do usuario do Windows ou de terceiros
(por exemplo, implementar uma protegao de tela com login exigido).

B Seguranca de midias removiveis:
O Use senhas e criptografia em seu dispositivo USB para proteger dados.
[0 Desative os recursos de execugao automatica de todos os dispositivos de midia removivel.
[0 Faga avarredura de USB sempre que um pen-drive for conectado.

B Empregue um utilitario de backup para facilitar a recuperagao de dados.
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Capitulo 4 O espaco de trabalho

O software CFX Manager™ Dx fornece uma interface para configuragao de placas, desenvolvimento
de protocolos de PCR, execugédo deles em instrumentos CFX Dx e analise de dados de execugdes de
PCR.

O software CFX Manager Dx apresenta cinco espagos de trabalho principais:

B Ajanela Home (Inicio)
B O Startup Wizard (Assistente de inicializagao)
B Ajanela Protocol Editor (Editor de protocolo)

B Ajanela Plate Editor (Editor de placa)
B Ajanela Data Analysis (Analise de dados)

Cada espago de trabalho € mostrado e brevemente descrito neste capitulo.
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A janela Home (Inicio)

O Software CFX Manager Dx abre na janela Home (Inicio) e exibe o Startup Wizard (Assistente de
inicializagéo), a partir do qual é possivel configurar um experimento, realizar ou repetir uma execucao
ou analisar uma execugao existente. Na janela Home (Inicio) também é possivel exibir logs de
aplicativos e instrumentos, criar e gerenciar usuarios e acessar varias ferramentas uteis. Consulte o
Capitulo 5, A janela Home (Inicio) para obter mais informacdes.

B8 CEX Manager Dx (admin)

File View User Run Tools Windows Help
i =
il @ BIO-RAD
(3] Detected Instrumert(s}
- %2 crxesowi
2 cPxosow2
L CPYoRnT
e CPXoB02
Startup Wizard ==
ﬂ&} Run setup
Select instrument CFX9% -
@ Repeat run
@. Analyze Select run type
User-defined PrimePCR
Selected Instrumert
g View Status
Al Instrumerts
B View Summary
Instrument(s) CFX36-5IMOB:Idle, CFX96-5IM0ZIdle, CO6FDeepWell-SIMOIdle Useradmin | 2/12/2013 441 PM
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O Startup Wizard (Assistente de inicializag&o)

O Startup Wizard (Assistente de inicializagao)

Use O Startup Wizard (Assistente de inicializagao) para configurar e executar rapidamente
experimentos definidos pelo usuario ou selecionar e executar um experimento do PrimePCR™.
Também é possivel usar este assistente para repetir uma execugéo ou analisar dados da execugao.

Startup Wizard

I]Ej} Run setup

@ Repeat run
@h.ﬂ.nahﬂe

Select instrument

Select run type

User-defined

CFX36

PrimePCR

=
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A janela Protocol Editor (Editor de protocolo)

No Protocol Editor (Editor de protocolo) é possivel criar, abrir, revisar e editar um protocolo. Também
é possivel modificar a temperatura da tampa para o protocolo aberto. As funcionalidades do Protocol
Editor (Editor de protocolo) estdo detalhadas no Capitulo 6, Criagdo de protocolos.

Protocol Editor - New

Eile  Settings Tools ?

ﬂ é Insert Step  After v  Sample Volumeul Est. Run Time 01:09:00

1950 C for3:00
@_,_Milep . 2 950 C for0:10

3550 C for030
@mw + Plate Read

— 4 GOTO2 39 more times

[+=] inset GQTO END
B et ek Curve
e Add Piate Readto Step
R_BPUPt'm-
[ Delete 20

oK Cancel
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A janela Plate Editor (Editor de placa)

No Plate Editor (Editor de placa) é possivel criar, abrir, revisar e editar uma placa. As funcionalidades
do Plate Editor (Editor de placa) estao detalhadas no Capitulo 7, Preparagéo de placas.

Plate Editor - New

File Settings Editing Tools T
=] {5 Scan Mode | All Channels w|| S Well Groups... | Trace Styles... | =3 Spreadshest View/Importer | (£ Plate Loading Guide
| 2 3 4 5 [3 7 8 F] 10 11 12 [0 Sckect Fucrophores..
LDOE+06
1Hr
A Test Sample Type Standard ~
Demo
Load Target Name
B FAM Actin v
0 s
c Load Sample Name
Hr -
Load Biological Set Name
D
Test v
load  Replcate #
E 2 5
Replicats Series
F load  Concentration
1.00E+06
<Al
G
Wiell Note
H
| Experment Setings
| #|  Cear Reploate
4 Clear Wells
View View
Piate Type: BRCIEr () Target Name @ Concentration (] Sample  [] Well Group 7] Biclogical St [7] Wl Note oK el
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A janela Data Analysis (Analise de dados)

Na janela Data Analysis (Analise de dados), € possivel exibir e comparar dados de execugéo,

executar andlises estatisticas, exportar dados e criar relatérios prontos para publicacdo. As

funcionalidades de Anadlise de dados estao detalhadas no Capitulo 9, Visédo geral da analise de

dados. Consulte também o Capitulo 10, Detalhes da analise de dados.

B Data Analysis - Gene Ex Multiplex - Time Ce

File View Settings Export Tools

Quantification Quantification Data Gene Expression @ Custom Data View ac % Run Information

E\ata Setup ~

=

e | 2

Amplification El

Standard Curve

Log Starting Quantity

10
T * O Standard
0 10 20 30 40 50 X Unkroun
Cycles ] Log Scale

—— FAM  E=305% R’2=) 552 Slope=1573 y-int=35.408

A FaM [JHEX [ TexasRed []Gy5

Step Number: |3 ~

Wel O Fuor & Target 4| Contert §| Sample O Ca &z
a F2 FAM Tubuin  Std-1 di-1 522 [7]
Fl4 FAM Tubuin  Std-2 di-z 1114
B F5 FAM Tubuin  Std-3 di-3 1440
= FIE FAM Tubuin  Std4 di-4 1776
FI7 FAM Tubuin S5 dis 2110
D FI8FAM Tubuin St a5 247 |=
RIS FAM Tubuin  Std-7 di-7 7787
E
F
G
I~
H IET| W — ]
Completed [ Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit
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Capitulo 5 A janela Home (Inicio)

O software CFX Manager™ Dx fornece uma interface para desenvolver protocolos de PCR, executa-
los em instrumentos sistemas Dx e analisar de dados de execugdes de PCR.

Este capitulo apresenta o Software CFX Manager Dx e descreve os recursos acessiveis na janela
Home (Inicio).
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A janela Home (Inicio)

O CFX Manager Dx abre na janela Home (Inicio) e exibe o Startup Wizard (Assistente de
inicializagéo), a partir do qual é possivel configurar uma execugao, realizar ou repetir uma execucéo,
ou analisar uma execugéo existente. Na janela Home (Inicio) também é possivel exibir registros de
aplicativo e instrumento, criar e gerenciar usuarios e acessar varias ferramentas Uteis.

B CFY Manager Dx (admin)

File View User Run Tools Windows Help

== €)

& Detected Instrument(s)

5 2( CFX960W1
2 crxosow2

= Crxosinl

- ooz ®
@ Startup Wizard ==

H(H}Run setup
@ Repeat run

@ Analyze Select run type

User-defined PrimePCR

Select instrument CFX96 <

Selected Instrument

g U G

Al Instruments

B View Summay @

Instrument(s) CFX96-SIMO8:Idle, CFX96-5IM0%:Idle, C96FDeepWell-SIMOD:Idle User:admin | 2/12/2018 4:41 PM

LEGENDA

1. A barra de titulo do software exibe o nome do software e o usuario com login feito.

2. A barra de menus fornece acesso rapido aos comandos de menu File (Arquivo), View
(Exibir), Users (Usuarios), Run (Execugao), Tools (Ferramentas) e Help (Ajuda).

3. Os comandos da barra de ferramentas dado acesso rapido as opgdes do menu.

4. O painel esquerdo exibe os instrumentos conectados ao computador do CFX Manager Dx
e oferece botdes com os quais é possivel operar a tampa e exibir o status dos
instrumentos.

5. O painel principal exibe a janela de trabalho. A janela de trabalho padréo na tela Home
(Inicio) é o Startup Wizard (Assistente de inicializagao).

6. A barra de status exibe 0 nome dos instrumentos conectados e o usuario que fez login.
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Comandos do menu File (Arquivo)

New (Novo) — abre uma caixa de dialogo na qual vocé pode optar por criar um novo protocolo, placa ou
estudo de genes.

Open (Abrir) — abre uma caixa de dialogo na qual vocé pode optar por navegar e abrir um protocolo
existente, placa, arquivo de dados, estudo de genes, arquivo LIMS, ou arquivo de execugdo do
PrimePCR™,

Recent Data Files (Arquivos de dados recentes) — exibe uma lista de arquivos de PCR abertos
recentemente.

Repeat a Run (Repetir uma execugao) — abre o Windows Explorer no local dos arquivos de PCR
salvos, no qual vocé pode localizar uma execugao para repetir.

Exit (Sair) — fecha o CFX Manager Dx.

Comandos do menu View (Exibir)

Application Log (Log Do Aplicativo) — exibe um log de uso do software desde a instalagéo inicial
até o dia atual.

Run Reports (Relatérios de execugado) — exibe uma lista de relatérios de execugao.

Startup Wizard (Assistente De Inicializagdo) — exibe o Startup Wizard (Assistente de
inicializacdo) no painel principal.

Run Setup (Configuragao de execugdo) — exibe a janela Run Setup (Configuragédo de execugéo)
no painel principal.

Instrument Summary (Resumo de instrumentos) — exibe a janela Instrument Summary (Resumo
de instrumentos) no painel principal.

Detected Instruments (Instrumentos detectados) — alterna entre exibir ou ndo os instrumentos
conectados no painel da esquerda. Por padréo, o software exibe instrumentos conectados no painel
da esquerda.

Toolbar (Barra de ferramentas) — alterna entre exibir ou ndo a barra de ferramentas na parte
superior da terra. Por padréo, o software exibe a barra de ferramentas.

Status Bar (Barra de status) — alterna entre exibir ou ndo a barra de status na parte inferior da
terra. Por padréao, o software exibe a barra de status.

Show (Mostrar) — abre uma caixa de didlogo na qual é possivel
B Exibir ou bloquear o log de status.

B Abrir e exibir a pasta de dados do CFX Manager Dx.
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Abrir e exibir a pasta de dados do usuario.
Abrir e exibir a pasta de arquivos do LIMS.
Abrir e exibir a pasta do PrimePCR.

Exibir o histdrico de execugao.

Exibir as propriedades de todos os instrumentos conectados.

Comandos do menu User (Usuario)

Select User (Selecionar usuario) — abre a tela Login na qual é possivel selecionar um usuario na
lista suspensa User Name (Nome do usuario) e efetuar login no aplicativo.

Change Password (Alterar senha) — abre a caixa de dialogo Change Password (Alterar senha), na
qual os usuarios podem alterar sua senha do Software CFX Manager Dx.

User Preferences (Preferéncias do usuario) — abre a caixa de didlogo User Preferences
(Preferéncias do usuario), na qual os usuarios podem alterar as configuragdes padrao

Envio e recebimento de notificagdo por e-mail apds conclusido da execugéo
Salvamento de arquivos de dados

Criagao de protocolos via Protocol Editor (Editor de protocolo) ou Protocol AutoWriter
(Gravador automatico de protocolo)

Criagéo de placas

Andlise de dados

Execucéo da analise de expresséo génica
Determinagao da qualidade dos dados

Exportacao de dados de instrumentos do CFX Dx

User Administration (Administrador do usuario) — abre a caixa de didlogo User Administration
(Administragéo do usuario), na qual os administradores podem criar usuarios, modificar permissdes
de fungao e atribuir fungdes aos usuarios.

Login de servigo do Bio-Rad — apenas para uso do pessoal de servi¢o técnico do Bio-Rad. Nao
selecione este comando.
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Comandos do menu Run (Executar)

User-defined Run (Execucgao definida pelo usuario) — abre a janela Run Setup (Configuracao de
execugdo), na qual é possivel definir um protocolo e placa definido pelo usuario e entdo executar um
experimento de PCR no instrumento selecionado.

PrimePCR Run (Execugio do PrimePCR) — abre a guia Run Setup (Configuragao de execugéo)
com o protocolo do PrimePCR padréo e o layout da placa carregado com base no instrumento
selecionado.

End-Point Only Run (Execugido somente de ponto de viragem) — abre a guia Run Setup
(Configuragéo de execucéo) com o protocolo de ponto de viragem padréo e o layout da placa
carregado com base no instrumento selecionado.

Qualification Run (Execugéao de qualificagdo) — abre a guia Run Setup (Configuracéo de
execugéo) com o protocolo de qualificagao padrao do Bio-Rad e o layout da placa carregado com
base no instrumento selecionado.

Comandos do menu Tools (Ferramentas)

Master Mix Calculator (Calculadora de mistura-mestre) — abre a Master Mix Calculator
(Calculadora de mistura-mestre), na qual é possivel criar uma mistura de reagcéo e imprimir os
calculos.

Protocol AutoWriter (Gravador automatico de protocolo) — abre a caixa de dialogo Protocol
AutoWriter (Gravador automatico de protocolo), na qual é possivel criar facilmente um novo protocolo.

T, Calculator (Calculadora de Ta) — abre a Calculadora de T, na qual é possivel calcular
facilmente a temperatura de anelamento dos primers.

Dye Calibration Wizard (Assistente de calibragdo de corante) — abre o Dye Calibration Wizard
(Assistente de calibracéo de corante), no qual é possivel calibrar um instrumento para um novo
fluordéforo.

Reinstall Instrument Drivers (Reinstalar drivers de instrumentos) — reinstala os drivers que
controlam a comunicagdo com os sistemas de PCR em tempo real da Bio-Rad.

Zip Data and Log Files (Compactar dados e arquivos de registro) — abre uma caixa de dialogo
na qual é possivel selecionar arquivos para condensar e salvar em um arquivo compactado para
armazenamento ou envio por e-mail.

Batch Analysis (Analise em lote) — abre a caixa de dialogo Batch Analysis (Analise em lote), na
qual é possivel definir pardmetros para analisar mais de um arquivo de dados por vez.

Options (Opgoes) — abre uma caixa de didlogo na qual é possivel

B Definir as configuragdes de seu servidor de e-mail.
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B Definir configuragdes de exportacéo para arquivos LIMS e outros arquivos de dados.

Comandos do menu Ajuda
Dica: O menu Help (Ajuda) esta disponivel em todas as janelas do Software CFX Manager Dx.
Open Operation Manual (Abrir manual de operagao) — abre um arquivo PDF deste manual.

Gene Expression Gateway Web Site (Site do gateway de expressao génica) — abre o site da
Bio-Rad do Sistema CFX Dx.

PCR Reagents Web Site (Site de reagentes PCR) — abre o site Bio-Rad de reagentes PCR, no
qual é possivel encomendar reagentes, supermisturas, corantes e kits de PCR.

PCR Plastic Consumables Web Site (Site de consumiveis plasticos de PCR) — abre o site de
consumiveis plasticos de PCR da Bio-Rad, no qual é possivel encomendar placas, selos de placas,
tubos e tampas e outros acessorios plasticos para PCR.

Software Web Site (Site do software) — abre o site de software de analise de PCR da Bio-Rad,
onde é possivel encomendar versdes atualizadas do Software CFX Manager Dx da Bio-Rad.

About (Sobre) — exibe as informagdes de direitos autorais e versdo do CFX Manager Dx.

Comandos da Barra de ferramentas

=] | | |
— abre o Windows Explorer, no qual é possivel navegar até e abrir um arquivo de dados ou um

arquivo de estudo de genes.

)

— abre a Master Mix Calculator (Calculadora de mistura-mestre).

N

— abre a janela Run Setup (Configuragéo de execugéo).

— abre a janela Run Setup (Configuragéo de execugéo) com o protocolo do PrimePCR padrao

e o layout da placa carregados com base no instrumento selecionado.

— abre o Startup Wizard (Assistente de inicializagdo).
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O Startup Wizard (Assistente de inicializagao)

Quando o CFX Manager Dx é iniciado, o painel de trabalho exibe o Startup Wizard (Assistente de
inicializagdo). Na caixa de dialogo Startup Wizard (Assistente de inicializagéo), & possivel

B Selecionar um instrumento entre os instrumentos detectados e configurar uma execugéo definida
pelo usuario ou PrimePCR.

B Abrir e repetir uma execucao.

B Abrir um arquivo de dados para analisar resultados de uma Unica execugéo ou um arquivo de
estudo de genes para resultados de multiplas execugdes de expresséo génica.

Startup Wizard @
l](fl:%'Run setup

@ Repeat run

ﬁh Analyze Select run type

User-defined PrimePCR

Select instrument CFx9s v

Essas tarefas sédo explicadas em detalhes nos capitulos a seguir.

Barra de status

O lado esquerdo da barra de status na parte inferior da janela principal do software exibe o status
atual dos instrumentos detectados. O lado direito da barra de status exibe o nome do usuario atual e a
data e a hora.
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Painel Instrumentos detectados

O painel Detected Instruments (Instrumentos detectados) exibe todos os instrumentos conectados ao
computador do CFX Manager Dx. Por padréo, cada instrumento aparece como um icone e o seu numero
de série aparece como seu nome.

Por exemplo, a imagem a seguir exibe quatro instrumentos detectados:

B Dois termocicladores C1000™ com médulos de reagdo de pogo profundo CFX96™ (CFX96DW1
e CFX96DW2)

B Dois termocicladores C1000™ com modulos de reagdo CFX96™ (CFX96101 e CFX96102)

2  Detected Instrument(s)

33

CFX36DW1
CFX36DW2
CFX56i01
CFX96i02

Selected Instrument

Wiew Status

27 Open Lid
fﬂ Close Lid
All Instruments

% View Summary

Neste painel, vocé pode executar o seguinte:
B Exibir as propriedades e corantes calibrados de um instrumento selecionado.

Para obter mais informagdes sobre propriedades de instrumentos, consulte Exibigdo das
propriedades de um instrumento na pagina 58.

B Exibir o status de um instrumento conectado.
B Abrir a tampa motorizada do instrumento selecionado.
B Fechar atampa motorizada do instrumento selecionado.

B Exibir o status de todos os instrumentos conectados.
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Para exibir o status de um instrumento conectado

» No painel Detected Instruments (Instrumentos detectados), selecione o instrumento alvo e
execute uma das opgdes a seguir:

B Clique em View Status (Exibir status) na se¢édo Selected Instrument (Instrumento
selecionado).

B Clique com o botéo direito e selecione View Status (Exibir status) no menu que aparece.

A caixa de diadlogo Run Details (Detalhes da execugao) abre exibindo a guia Run Status (Status
da execugdo). O status do instrumento selecionado aparece abaixo do painel de status da
execugao, por exemplo:

4 Pun stz | [ Reatime Sats (D) Time Staus

" Run Status Run Information
! ~ Protocol
Plate:
i v
= = Sample Volume
Scan Mode:
Data File Name:
Idle toes
£ Open Lid £} Close Lid
1D
Blash Block
¥ ndicator

Para abrir ou fechar a tampa de um instrumento

» No painel Detected Instruments (Instrumentos detectados), selecione o instrumento alvo e
execute uma das opgdes a seguir:

B Cliqgue em Open Lid (Abrir tampa) ou Close Lid (Fechar tampa) na sec¢éo Selected
Instrument (Instrumento selecionado).

®  Clique com o botéo direito e selecione a agédo apropriada no menu que aparece.

B A caixa de dialogo Run Details (Detalhes da execugao), selecione a guia Run Status (Status
da execugéo) e cligue em Open Lid (Abrir tampa) ou Close Lid (Fechar tampa).

Para exibir o status de todos os instrumentos detectados

» Execute uma das opgdes a seguir:

B Nasecgao All Instruments (Todos os instrumentos) no painel Detected Instruments
(Instrumentos detectados), clique em View Summary (Exibir resumo).

B Na barra de menus, selecione View (Exibir) > Instrument Summary (Resumo de
instrumentos).
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A caixa de dialogo Instrument Summary (Resumo de instrumentos) aparece:

b @ (] - @2 L K| show AnBlodks vl | ?
Block Name iy Type Status User Remaining
CFXS6DW1 CFX36D Idle: admin
CFX36DW2 CFA960 Idle: admin
CFX36i01 CFX36 Idle admin
CFX56102 CFX96 Idle admin

4 Blocks

Dica: Se o sistema detectar apenas um instrumento conectado, a seg¢éo All Instruments
(Todos os instrumentos) nao aparece no painel Detected Instruments (Instrumentos
detectados). Para exibir o resumo de um unico instrumento, selecione View (Exibir) >
Instrument Summary (Resumo do instrumento).
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Controles da barra de ferramentas Instrument Summary (Resumo de

instrumentos)

Tabela 10 lista os controles e as fun¢des na barra de ferramentas Instrument Summary (Resumo de

instrumentos).

Tabela 10. Controles da barra de ferramentas Instrument Summary

(Resumo de instrumentos)

Botao

4

Nome do botao

Criar nova execugao

Funcgao

Cria uma execugao no bloco
selecionado abrindo a janela Run
Setup (Configuragao de execugao).

Parar Para a execugéo atual nos blocos
selecionados.
H L-| Pausa Pausa a execugéo atual nos blocos
selecionados.
Retomar Retoma a execugéao nos blocos

selecionados.

L)

Piscar indicador do bloco

Pisca o LED indicador na tampa dos

>

blocos selecionados.
/5 Abrir tampa Abre a tampa motorizada do bloco
— selecionado.
Fechar tampa Fecha a tampa motorizada do bloco

selecionado.

X

Ocultar blocos
selecionados

Oculta os blocos selecionados na lista
Instrument Summary (Resumo de
instrumentos)

|§I
odo

Mostrar todos os blocos

Mostra os blocos selecionados na lista
Instrument Summary (Resumo de
instrumentos)
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Tabela 10. Controles da barra de ferramentas Instrument Summary
(Resumo de instrumentos), continuagéao

Botao Nome do botao Funcao

Show: | All Blocks o Mostrar Seleciona quais blocos mostrar na
lista. Selecione uma das opgdes para
mostrar todos os blocos detectados,
todos os blocos ociosos, todos os
bloco em execugédo com o usuario
atual ou todos os blocos em execugao

Exibicao das propriedades de um instrumento

No painel Detected Instruments (Instrumentos detectados), € possivel exibir detalhes sobre um
instrumento selecionado, incluindo suas propriedades, o status de seu parafuso de transporte e uma
lista de seus corantes calibrados (fluoréforos).

o
&p Properties ‘L} Shipping Screw J’l Calibrated Dyes

Rename your instrument. Use alphabetic __
characters and numbers (8 characters max). CRa01T Rename

Click Rename button to apply.

Property Current
I T
Nickname CFX96101
Model CFX56
Serial Numbers
Base CFX96-51M02
Block CFX96-5IM02A,
Shuttle CFX56-5IM025
Optical Head CFX56-5IM020
Fimware Versions
HC12 1.0.165.0 Rev A
Fx2 13500
PXAZT0 3.2.128.129
CFXDSP 112400
8051 Motorized Lid 54000
More Info
Available Storage 352 MB
Tatal RAM 34 MB
USB Serial Number 1816531045

Para exibir as propriedades do instrumento

» No painel Detected Instruments (Instrumentos detectados), clique com o botéo direito do mouse
no instrumento alvo e selecione Properties (Propriedades) no menu que aparecer.
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Guia Properties (Propriedades)

A guia Properties (Propriedades) lista detalhes técnicos sobre o instrumento selecionado incluindo o
modelo, nimeros de série de seus componentes e versdes de firmware. O nome padréo do
instrumento (seu numero de série) aparece em varios locais, incluindo o painel Detected Instruments
(Instrumentos detectados) e na barra de cabegalho da caixa de dialogo Instrument Properties
(Propriedades do instrumento). E possivel renomear o instrumento para poder identifica-lo com mais
facilidade.

Para renomear um instrumento

» Naguia Instrument Properties (Propriedades do instrumento), digite um nome na caixa Rename
(Renomear) na parte superior da guia Properties (Propriedades) e clique em Rename
(Renomear).

O novo nome aparece na linha Nickname (Apelido), na guia Propriedades (Propriedades), bem
como na barra de cabegalho de Instrument Properties (Propriedades do instrumento) e no painel
Detected Instruments (Instrumentos detectados).

Guia Shipping Screw (Parafuso de transporte)

A guia Shipping Screw (Parafuso de transporte) exibe o status atual do parafuso de transporte do
instrumento selecionado (Removed (Removido) ou Installed (Instalado)). A guia também inclui
instrucdes para instalar ou remover o parafuso vermelho de transporte.

Dica: Se o software detecta o parafuso de transporte, a caixa de dialogo Instrument Properties
(Propriedades do instrumento) exibe automaticamente a guia Shipping Screw (Parafuso de
transporte). Siga as instru¢des para remover o parafuso.

Nota: Deve-se remover o parafuso de transporte antes de usar o instrumento. Para obter mais
informagdes, consulte Remogéo do parafuso de transporte na pagina 28.
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Guia Calibrated Dyes (Corantes calibrados)

A guia Calibrated Dyes (Corantes calibrados) exibe os fluoréforos e placas calibrados para o
instrumento selecionado.

Fuophor 0| Cramel O PaieTipe 0 00 o Dge o Eon O Dewl ]
1 % 2 BR Clear Factory 01/08/2008 10 o
2 2 BRWhte  Factory 01/08/2008 10: \nfo
3  Cal Orange 560 2 BR Clear Factory 07/05/2013 14 Info
4 |Cal Orange 560 2 BR White Factory 01/08/2008 10: Info
5 CalRed 610 3 BR Clear Factory 01/08/2008 10 Info
g |CalRed 610 3 BR White Factory 01/08/2008 10: Info =
7 O 4 BR Clear Factory 01/08/2008 10: Info
g8 OS5 4 BR White Factory 01/08/2008 10: Info
9 Cy55 4 BR Clear Factory 07/05/2013 14: Info
10 |Cy55 4 BR White Factory 01/08/2008 10: fio
11 |FAM 1 BR Clear Factory 01/08,/2008 10: Info
12 |FAM 1 BR White Factory 01/08/2008 10: fo
13 |HEX 2 BR Clear Factory 01/08/2008 10: Info
14 |HEX 2 BR White Factory 01/08/2008 10: fo
15 |Quasar 670 4 BR Clear Factory 01/08/2008 10: Info
16 | Quasar 670 4 BR White Factory 01,/08/2008 10: [
17 Quasar 705 5 BR Clear Factory 01/08/2008 10- o
18 | CGuasar 705 5 BR White Factory 01/08/2008 10: [
19 ROX ] BR Clear Factory 01/08/2008 10: o

Para ver informagbes detalhadas sobre uma calibragéo, clique no botéo Info (Informagdes) na coluna
Detail (Detalhe).
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Antes de comecar

Configuracao de preferéncias do usuario

Dica: N&o é necessario realizar estas tarefas para usar o Software CFX Manager Dx. E possivel
ignorar esta secéo ou realizar estas tarefas a qualquer momento sem problemas.

No CFX Manager Dx, é possivel personalizar seu ambiente de trabalho. Se o administrador criou
usuarios do software, cada usuario pode personalizar seu proprio ambiente de trabalho. Se o
administrador nao criou usuarios, as alteragdes de preferéncias se aplicardo a qualquer um que fizer
login no CFX Manager Dx. (Para obter informagdes sobre como criar usuarios do CFX Manager Dx,
consulte o Apéndice B, Gerenciamento de usuarios e fungdes do CFX Manager Dx.)

Por exemplo, no menu Users (Usuarios) > User Preferences (Preferéncias do usuario), € possivel
fazer o seguinte:

B Configurar notificagdes por e-mail de conclusdo da execugéo.
B Alterar as configuragdes padrao de
[0 Local no qual salvar os arquivos
O Arquivos de configuragao da execugao
[0 Prefixo de nomeagao de arquivos
B Definir os parametros padréo para usar ao criar um novo protocolo e placa.
B Definir os parametros padrao de analise de dados e expressao génica.
B Personalizar os parametros padrao de controle de qualidade.
B Personalizar pardmetros de dados para exportagédo de dados.
No menu Tools (Ferramentas), é possivel fazer o seguinte:
B Criar uma mistura mestre.
B Calibrar corantes para um instrumento especifico.

Nota: A mistura mestre e a calibragao de corantes estéo disponiveis a qualquer um que faga
login no CFX Manager Dx.

Esta secéo explica em detalhes como realizar essas tarefas.
Configuragao de notificagao por e-mail

E possivel conectar o CFX Manager Dx ao seu servidor de e-mail de saida para enviar uma
notificagéo por e-mail da conclusdo da execugéo para uma lista de usuarios. Também é possivel
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optar por anexar um arquivo de dados e um relatério de analise a lista de usuarios. Para configurar a
conexao entre o CFX Manager Dx e seu servidor SMTP, consulte Conexao do CFX Manager Dx a um
Servidor SMTP na pagina 63.

Nota: A capacidade do usuario de acessar os recursos de configuragado de e-mail depende do
grupo de usuarios e das permissodes atribuidas pelo administrador. Para obter detalhes sobre o
gerenciamento de usuarios e suas fungdes, consulte Gerenciamento de usuarios na pagina 265.

Para configurar notificagdes por e-mail

1.

Selecione Users (Usuarios) > User Preferences (Preferéncias do usuario) para abrir a caixa de
dialogo User Preferences (Preferéncias do usuario).

A caixa de didlogo User Preferences (Preferéncias do usuario) aparece exibindo a guia Email (E-
mail).

User Preferences

] emai 3 Fies Protocol () Piste (7] Data Anyss gff[| Gene Epresson ac (5 custom Bror
Emai Netficaton Lpon Run Completion

To:

cc:
Provide one email address per ine.

Attach Data File

[] Astach Analysis Report (.pdf) File

Configure Cutgoing Emai Outgoing email has not been corfigured

Restore Defaults oK Cancel

Nota: Vocé é informado se o sistema detectar que nao configurou um servidor SMTP valido
para o CFX Manager Dx. Clique em Configure Outgoing Email (Configurar e-mail de saida)
para abrir a caixa de didlogo Options (Opg¢des) e configurar o e-mail do servidor SMTP. Para
obter mais informagdes, consulte Conexao do CFX Manager Dx a um Servidor SMTP na
pagina 63.

Na caixa de texto To (Para), digite o enderego de e-mail de cada pessoa que planeja informar
sobre a concluséo da execugdo. Todos os destinatarios receberdo um e-mail apds a concluséo
da execugéo.

Nota: Insira cada enderego de e-mail em uma linha separada. Pressione a tecla Enter ou
Return apés cada enderego.

(Opcional) Na caixa de texto CC, digite o endereco de e-mail de qualquer destinatario para quem
pretende enviar uma cépia de cada notificagdo por e-mail.

(Opcional) Por padréo, todos os destinatarios recebem uma cépia do arquivo de dados como um
anexo. Desmarque esta caixa de selegédo se ndo deseja anexar uma copia do arquivo de dados.
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5. (Opcional) Selecione Attach Analysis Report (Anexar relatério de analise) para anexar um PDF
do relatério de analise ao e-mail.

6. Clique em OK para salvar as alteragdes e fechar a caixa de diadlogo User Preferences
(Preferéncias do usuario).

Para editar um enderego de e-mail de destinatario

» Modifique o enderego de e-mail conforme o necessario e clique em OK.
Para remover um destinatario de e-mail

1. Selecione o destinatario do e-mail e pressione a tecla Delete (Excluir).
2. Clique em OK para salvar as alteragdes e fechar a caixa de dialogo.

Importante: Clicar em Restore Defaults (Restaurar padrdes) na caixa de dialogo User
Preferences (Preferéncias do usuario) redefine todas as preferéncias em todas as guias para as
configuragdes originais de fabrica. Tenha cuidado ao clicar nesse botao.

Conexao do CFX Manager Dx a um Servidor SMTP

Importante: Alguns prestadores de servigo de Webmail comerciais (como Yahoo! e Gmail) tém
segurancga de e-mail aprimorada. Caso use uma dessas contas, vocé deve acionar a
configuragédo Allow less secure apps (Permitir aplicativos menos seguros) em suas
configuragdes de contas para permitir que o CFX Manager Dx envie e-mails. Consulte as
informacdes de seguranca de seu prestador de servigos de Webmail para obter mais
informagoes.

E necessario estabelecer uma conexao entre o CFX Manager Dx e o seu servidor de e-mail antes de
o software poder enviar notificagéo por e-mail.

Para conectar o CFX Manager Dx a um servidor de e-mail
1. Execute uma das op¢bes a seguir:

B Selecione User (Usuario) > User Preferences (Preferéncias do usuario) e clique em
Configure Outgoing Email (Configurar e-mail de saida) na guia Email.

B Selecione Tools (Ferramentas) > Options (Opg¢des).

A caixa de dialogo Options (Op¢des) é exibida, mostrando a guia Email.
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Use Default “From” Address

Email [Ey Data Expor Settings

SMTP Server Name: |smtp.gmail com
&.0. smip myCompany.com. Contact your [T Administrator to get the SMTP server name.
Port: 587 =

LUse S5L

Authentication Required
User Mame: | <your account name >@gmail com

Password

Test Email Address

Test Attachment: [] £ Test Emal

2. Fornega as seguintes informagdes de sua empresa:

SMTP Server Name (Nome do Servidor SMTP) — o nome do servidor de e-mail de saida
de sua empresa.

Port (Porta) — o numero da porta de seu servidor SMTP. Normalmente é a 25.

Use SSL (Usar SSL) — Opcao Secure Sockets Layer (SSL). Alguns servidores SMTP
requerem esta configuracéo. Se isso ndo for necessario em sua empresa, desmarque esta
caixa de selegao.

Use Default “From” Address (Usar enderego “De” padrao) — o nome do servidor de e-
mail em sua empresa. Alguns servidores SMTP exigem que todos os e-mails enviados
tenham um endereco “de” que seja de determinado dominio, por exemplo,
nome@SuaEmpresa.com. Se esse for 0 caso, desmarque esta caixa de selegéo e fornega
um enderego de e-mail valido.

Authentication Required (Autenticagdao necessaria) — se o seu local exigir autenticagéo
da conta, verifique se esta caixa de sele¢do esta marcada.

User Name (Nome do usuario) — o nome da conta autenticada. Isso é exigido apenas se
Authentication Required (Autenticagdo necessaria) estiver selecionada.

Password (Senha) — a senha da conta autenticada. Isso é exigido apenas se
Authentication Required (Autenticagdo necessaria) estiver selecionada.

3. Para verificar se as configura¢des do servidor SMTP estdo corretas, digite um endereco de
e-mail valido na caixa de texto Test Email Address (Testar endereco de e-mail) e clique em Test
Email (Testar e-mail).
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Nota: Alguns servidores SMTP n&o permitem anexos e outros permitem anexos somente
até um tamanho especifico. Caso pretenda enviar por e-mail arquivos de dados e/ou
relatérios usando o CFX Manager Dx, selecione Test Attachment (Testar anexo) e defina
Attachment Size (Tamanho do anexo) em MB como 5 megabytes (MB) ou mais.

4. Clique em OK para salvar as alteragdes e fechar a caixa de dialogo.

Alteracao das configuragdes de arquivo padrao

Na guia Files (Arquivos), na caixa de dialogo User Preferences (Preferéncias do usuario), é possivel
alterar o seguinte:

B Olocal padrao para salvar os arquivos do CFX Manager Dx
B Os arquivos padréo para configuragdo de execugdes
B Os parametros de nomenclatura de arquivos padrao
Para alterar as configuragoes de arquivos padrao

1. Selecione Users (Usuarios) > User Preferences (Preferéncias do usuario) para abrir a caixa de
didlogo User Preferences (Preferéncias do usuario).

2. Na caixa de dialogo User Preferences (Preferéncias do usuario), selecione a guia Files
(Arquivos).

User Preferences = (m] X
[ Enai | (2 Fies| [ Protocol () Piste [g7] Data Anaiyss ] Gene Bxpression ac 53, custom Export
Default Folder for Fle Creation

Protocol: |C:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX\Users\admin

Plate: ‘C \Users\\Public\Documents\Bio-Rad\CFX\Users\admin

\

\
Data File: [C \Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX\Users\admin ‘ B

\

Gene Study ‘C \Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX\Users\admin

Fie Selection for Run Setup
Protocal: |C:\Users\Public\Documents \Bio-Rad\CFX\Users\admin'\ExpressLoad\CFX_2stepAmp prcl

Plate (96 Well) ‘C ‘\Users\\Public\Documents\Bio-Rad\CFX\Users\admin\ExpressLoad"\Quick Plate_96 wells_SYBR Only pitd

Plate (384 Wel): |C:\Users\Public\Documents \Bio-Rad\CFX\Users\adrmin\ExpressLoad\Quick Plate_384 wels_SYBR Only pid

Plate (48 Well): ‘C:‘\ Users'\Public\Documents\Bio-Rad\CFX\Users\admin\ExpressLoad\Quick Plate_48 wells_FAM pitd

Data File
Prefx: Part 1: Part 2: Part 3: Suffix:

DataFielome: [ [teer v [Dte v lnstmertName 1]

Preview: admin_2017-07-28 16-40-31_instrumentName

Restore Defaults oK Cancel
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6.

Na sec¢ao Default Folder for File Creation (Pasta padréo para criagdo de arquivos), navegue e
selecione uma pasta padréo na qual deseja salvar novos arquivos. E possivel selecionar um local
diferente para cada tipo de arquivo:

B Protocol (Protocolo)

B Plate (Placa)

® Data File (Arquivo de dados)

B Gene Study (Estudo de genes)

Na secao File Selection for Run Setup (Selegao de arquivos para configuragéo de execucao),
navegue e selecione os arquivos de placa e protocolo de alvo a serem exibidos ao abrir a janela
Experiment Setup (Configuragao de experimento).

Na segao Data File (Arquivo de dados), defina o prefixo e/ou sufixo dos arquivos de dados. Para
qualquer parte, selecione um novo valor em sua lista suspensa. Vocé também pode fornecer
valores de prefixo e sufixo personalizados nas caixas de texto Prefix (Prefixo) e Suffix (Sufixo).

O CFX Manager Dx exibe uma visualizagdo do nome do arquivo abaixo das caixas de selegéo.

Cliqgue em OK para salvar as alteracdes e fechar a caixa de dialogo.

Importante: Clicar em Restore Defaults (Restaurar padrdes) na caixa de didlogo User
Preferences (Preferéncias do usuario) redefine todas as preferéncias em todas as guias para as
configuragbes originais de fabrica. Tenha cuidado ao clicar nesse botao.
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Configuragcao dos parametros do protocolo padréao

Para configurar parametros do protocolo padrao do Protocol Editor (Editor de
protocolo) e do Protocol AutoWriter (Gravador automatico de protocolo)

1. Selecione Users (Usuarios) > User Preferences (Preferéncias do usuario) para abrir a caixa de
dialogo User Preferences (Preferéncias do usuario).

2. Na caixa de didlogo User Preferences (Preferéncias do usuério), selecione a guia Protocol
(Protocolo)

User Preferences

I:I Emal [ Files Protocol  [E23) Prate _.[j Data Analysis EEI] Gene Expression % ac [—T‘_): Custom Export
Protocol Edtor
Sample Volume: 25 2 W

Shut Off Lid When Block 5,
Temperature Goes Below:

Protocol AutoWriter
Annealing Tempersiure:  60.0
Amplicon Length: 100

o

Resiore Defaults [+].4 Cancel

3. Nasecao Protocol Editor (Editor de protocolo), especifique valores das seguintes configuragdes
que aparecem no Protocol Editor (Editor de protocolo):

B Sample volume (Volume da amostra) — o volume de cada amostra nos pogos (em pl).

B Lid Shutoff temperature (Temperatura de desligamento da tampa) — a temperatura em
°C na qual o aquecedor da tampa se desliga durante uma execugao.

4. Na segéao Protocol AutoWriter (Gravador automatico de protocolo), especifique valores para as
seguintes configuragdes que aparecem no Protocol AutoWriter (Gravador automatico de
protocolo):

B Annealing temperature (Temperatura de anelamento) — a temperatura em °C para
experimentos que usam polimerase de DNA iProof™, polimerase de DNA iTaq™ ou outras
polimerases.

B Amplicon length (Comprimento do Amplicon) — o comprimento do Amplicon em bp.

5. Clique em OK para salvar as alteragdes e fechar a caixa de dialogo.
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Importante: Clicar em Restore Defaults (Restaurar padrdes) na caixa de didlogo User
Preferences (Preferéncias do usuario) redefine todas as preferéncias em todas as guias para as
configuragdes originais de fabrica. Tenha cuidado ao clicar nesse botéo.

Configuragao dos parametros de placa padrao

As alteragdes feitas na guia Plate (Placa) estao disponiveis a todos os usuarios do software. As
alteragoes feitas durante a instalagéo da placa estéo disponiveis aos usuarios depois de vocé salvar e
fechar o arquivo da placa.

Na caixa de dialogo User Preferences (Preferéncias do usuario), é possivel fazer o seguinte:
B Definir os parametros de placa padrao.

B Adicionar novos nomes de alvo e amostra em suas respectivas bibliotecas.

B Excluir nomes de alvo e amostra de suas respectivas bibliotecas.

Para definir os parametros de placa padrao

1. Selecione Users (Usuarios) > User Preferences (Preferéncias do usuario) para abrir a caixa de
didlogo User Preferences (Preferéncias do usuario).

2. Na caixa de dialogo User Preferences (Preferéncias do usuario), selecione a guia Plate (Placa).

User Preferences

EI Email ﬁ Files Protocol B Plate \ﬁ] Data Analysis I!E Gene Expression ac L‘E‘ Custom Export
Settings
Plate Type: | BR Clear ~ | Flucrophores:
Plate Size: |96 Wells ~| ] FAM [[] Texas Red Jvic
] SYBR [] Cal Red 610
Units: | copy number ~| |CJ HEX [ cy5
[]TET [] Tex 615
Scientific Motation [[] Cal Orange 560 [] Quasar 670
[] Cal Gold 540 [] Quasar 705
Scan Mode: | All Channels ~ | [[] ROX [ cys5
Libraries
Target Names: Sample Names:
Actin OHr
GAPDH THr
2Hr
Use text boxes to enter addtional names, one name perline
Restore Defaults oK Cancel
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3. Especifique os valores para as configuragdes a seguir para um novo arquivo de placa. Esses
valores aparecem na janela Plate Editor (Editor de placa):

B Plate Type (Tipo de placa)
B Plate Size (Tamanho da placa)
B Units (Unidades) — a concentragdo do modelo inicial para pogos que contenham padrdes.

O CFX Manager Dx usa essas unidades para criar uma curva padrao na guia Quantification
(Quantificagéo) de Data Analysis (Analise de dados).

B Scientific notation (Notacao cientifica) — quando selecionado, o CFX Manager Dx exibe
as unidades de concentragdo em notacao cientifica.

B Scan mode (Modo de varredura) — o numero ou tipo de canais a passarem por varredura
durante uma execugéo.

B Fluorophores (Fluoréforos) — os fluoréforos padrao que aparecem nos controles de
carregamento do pogo do Plate Editor (Editor de placa).

B Libraries (Bibliotecas) — os nomes de alvo e amostra que vocé normalmente usa em seus
experimentos:

[0 Target names (Nomes de alvos) — os nomes dos genes e sequéncias alvo.

O Sample names (Nomes de amostras) — os nomes das amostras de experimentos ou
uma caracteristica identificadora das amostras (por exemplo, Mouse1, Mouse2,
Mouse3).

4. Clique em OK para salvar as alteracgdes e fechar a caixa de dialogo.

Para adicionar um novo nome de alvo ou amostra

» Na caixa da biblioteca apropriada, digite o nome do alvo ou amostra e clique em OK.
Para excluir um nome de alvo ou amostra

» Na caixa da biblioteca apropriada, selecione o nome, pressione a tecla Delete (Excluir) e clique
em OK.

Importante: Nomes removidos da biblioteca sdo removidos do software e deixam de estar
disponiveis aos usuarios. Para restaurar os nomes padrao do CFX Manager Dx, clique em
Restore Defaults (Restaurar padrdes). Clicar em Restore Defaults (Restaurar padrdes) na caixa
de didlogo User Preferences (Preferéncias do usuario) redefine todas as preferéncias em todas
as guias para as configuragdes originais de fabrica. Tenha cuidado ao excluir nomes padrao do
CFX Manager Dx e ao clicar neste botao.
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Configuracao dos parametros padrao de analise de dados
Para configurar os parametros padrao de analise de dados

1. Selecione Users (Usuarios) > User Preferences (Preferéncias do usuario) para abrir a caixa de
dialogo User Preferences (Preferéncias do usuario).

2. Na caixa de dialogo User Preferences (Preferéncias do usuario), selecione a guia Data Analysis
(Analise de dados).

User Preferences
EI Email B Files Protocol lj Plate m Data Analysis I!E Gene Expression Qc % Custom Export
Analysis Mode
(® Fuorophore () Target

PCR Quantitation
Baseline Setting: | Baseline Subtracted Curve Fit -

Cq Determination Mode: () Regression (@) Single Threshold
Threshold Cale. Made: Auto Threshold Manual Threshold (RFU): |0.00 %
Baseline Calc. Mode Auto Baseline Manual Baseline (Cycle Range): |2 | to [9 =
Log View: () On (@ Off

End Point
End Cyclesto Average: PCR: |5 = End Paint Only Run:|2 =

Melt Curve
Peak Type: (@) Postive () Negative

Well Selector
Well Labels: ® Sample Type () Target Name () Sample Name

Restore Defaults OK Cancel

3. Nasecao Analysis Mode (Modo de andlise), selecione o modo no qual analisar os dados
(Fluorophore (Fluoréforo) ou Target (Alvo)).

4. Na secao PCR Quantitation (Quantificacdo de PCR), defina os parametros padréo para as
seguintes opgdes:

B Baseline Setting (Configuragao de linha de base) — o método de linha de base para o
modo de analise.

B Cq Determination Mode (Modo de determinagdo de Cq) — o modo no qual os valores de
C, séo calculados para cada trago de fluorescéncia (regressao ou limiar individual).
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B Threshold Calc. Mode (Modo de calc. do limiar) — a quantidade do alvo do ponto de
viragem.

O padréo ¢é Auto (Automatico). Ou seja, o software calcula automaticamente o alvo do ponto
de viragem. Para definir um limiar especifico, desmarque a caixa de selegdo Auto
(Automatico) e digite sua quantidade do ponto de viragem, calculada em unidades de
fluorescéncia relativas (ou RFU). O valor maximo é 65000,00 RFUs. Os arquivos de dados
para execugdes subsequentes usarao esta configuragédo de limiar.

H Baseline Calc. Mode (Modo de calc. de linha de base) — o valor da linha de base para
todos os tragos.

O padréao é Auto (Automatico). Ou seja, o software calcula automaticamente a linha de base
para todos os tragos. Para definir um valor especifico de linha de base, desmarque a caixa
de selecdo Auto (Automatico) e insira os valores minimo e maximo para o intervalo do ciclo
(1a9999). Os arquivos de dados para execugdes subsequentes usardo este intervalo de
ciclo.

B Log View (Exibigdo de log) — determina como o software exibe os dados de amplificacéo:
[0 On (Lig.) — os dados de amplificagédo sao exibidos em um gréfico semilogaritmico.
O Off (Desl.) — (o padrédo) os dados de amplificagao sdo exibidos em um grafico linear.

5. Nasecéo End Point (Ponto de viragem), selecione o nimero de ciclos finais para calcular a
média ao calcular os calculos de ponto de viragem:

B PCR— o numero de ciclos finais para a média para os dados de quantificagdo (o padréo é
5).

B End Point Only run (Execugdo somente de ponto de viragem) — o numero de ciclos
finais para a média para os dados de ponto de viragem (o padréo é 2).

6. Na secao Melt Curve (Curva de fusao), selecione o tipo de pico a detectar (positivo ou negativo).

7. Nasecao Well Selector (Seletor de pogo), selecione como exibir os rétulos dos pogos (por tipo de
amostra, nome do alvo ou home da amostra).

8. Clique em OK para salvar as alteragdes e fechar a caixa de dialogo.

Importante: Clicar em Restore Defaults (Restaurar padrdes) na caixa de dialogo User
Preferences (Preferéncias do usuario) redefine todas as preferéncias em todas as guias para as
configuragdes originais de fabrica. Tenha cuidado ao clicar nesse botao.
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Configuracao de parametros padrao de arquivo de dados de expressao génica
Para configurar os parametros padrao de um novo arquivo de dados de expressao
génica

1. Selecione Users (Usuarios) > User Preferences (Preferéncias do usuario) para abrir a caixa de
didlogo User Preferences (Preferéncias do usuario).

2. Na caixa de didlogo User Preferences (Preferéncias do usuario), selecione a guia Gene
Expression (Expresséo génica).

User Preferences — [m] X

I:I Email [Lf:] Files Protocol D Plate L(ﬂ Data Analysis ,3 Gene Expression Qc [‘E Custom Export
Gene Expression Settings

Relative To: @ Zero (O Control
X-Ads: (O Sample (@ Target
Y-Ads: @ Linear O Log2 O Log 10
Scaling: (O Lowest (O Highest @ Unscaled
Method: (O ACq @ AACq
EmorBar: (O Std. Dev. (@ Std. Emor Mean
Ermor Bar Muttiplier ! :

Sample Types to Exclude: NTC [] NRT []] Negative Control [] Posttive Control [ ] Standard

Restore Defaults oK Cancel

3. Especifique os valores para as configura¢des a seguir:

B Relative to (Relativo a) — gera um grafico dos dados de expressao génica relativos a um
controle (originado em 1) ou a zero:

[0 Zero— o software ignora o controle. Este é o padrdo quando nenhuma amostra de
controle é atribuida na janela Experiment Settings (Configuragdes de experimento).

[0 Control (Controle) — o software calcula os dados relativos a amostra de controle
atribuida na janela Experiment Setup (Configuragéo de experimento).

m  X-axis (Eixo X) — representa graficamente a amostra ou o alvo no eixo X.

B Y-axis (Eixo Y) — graficos linear, log2 ou escalalog10 no eixo Y.
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B Scaling (Escala) — a opgao de escala do grafico (a opgéo padrédo é sem escala):

O Highest (Mais alto) — o software dimensiona o grafico para o ponto de dados mais
alto.

O Lowest (Mais baixo) — o software dimensiona o grafico para o ponto de dados mais
baixo.

O Unscaled (Sem escala) — o software apresenta os dados sem escala no grafico.

B Mode (Modo) — o modo de analise, quantidade relativa (AC) ou expresséo normalizada
(AAC).

B Error Bar (Barra de erros) — a variabilidade dos dados apresentada como desvio padrao
(Std. Dev.) ou o erro padrao da média (Std. Error Mean).

B Error Bar Multiplier (Multiplicador da barra de erros) — o multiplicador de desvio padréo
usado para representar graficamente as barras de erro (o padrédo é 1).

E possivel aumentar o multiplicador para 2 ou 3.

B Sample Types to Exclude (Tipos de amostra a excluir) — os tipos de amostra a excluir
da analise.

E possivel selecionar uma ou mais amostras para excluir da analise. Para excluir todos os
tipos de amostra, desmarque as caixas de selegéo de todos os tipos de amostra
selecionados.

4. Clique em OK para salvar as alteragdes e fechar a caixa de dialogo.

Importante: Clicar em Restore Defaults (Restaurar padrdes) na caixa de dialogo User
Preferences (Preferéncias do usuario) redefine todas as preferéncias em todas as guias para as
configuragdes originais de fabrica. Tenha cuidado ao clicar nesse botao.

Personalizagao das regras de controle de qualidade

No CFX Manager Dx, é possivel definir regras de controle de qualidade, que sdo aplicadas aos dados
na janela Data Analysis (Analise de dados). O software valida os dados com base nas regras
configuradas.

Nota: Por padrao, todas as regras de controle de qualidade s&o ativadas.

Dica: Vocé pode facilmente excluir pogos que falham em um pardmetro de CQ da analise no
modulo CQ da janela Data Analysis (Analise de dados).
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Para personalizar regras de controle de qualidade

1. Selecione Users (Usuarios) > User Preferences (Preferéncias do usuario) para abrir a caixa de
dialogo User Preferences (Preferéncias do usuario).

2. Na caixa de dialogo User Preferences (Preferéncias do usuario), selecione a guia QC (CQ).

[ emal 5 Fies Poocel (B Piste 7] Data Anavms ] Gene Bxpression ac 53 custom Bpon
Description ¢ Value [} Use o
Negative control with a Cq less than el %]
NTC with a Cq less than 1 M
NRT with a Cq less than 2 M
Postive control with a Cq greater than 30 M
Unknown wihout a Cq %]
Standand without a Cq %]
Efficiency greater than 1100 B4
Efficiency less than %00 4
Std Curve R"2 less than 0580 B4
FReplicate group Cq Std Dev greater than 020 4
Bestore Defaults oK Cancel

em que:

B NTC — sem controle de modelo

B NRT — sem controle de transcriptase reversa

m Efficiency (Eficiéncia) — eficiéncia da reacao

B Std Curve R*2 (R*2 de curva padrao) — valor quadrado R da curva padrao

B Replicate group Cq Std Dev (Desvio padrao Cq do grupo de réplicas) — desvio padrédo

calculado para cada grupo de réplicas

3. Paracada CQ, execute uma das seguintes opgdes:

Para usar o seu valor padrao, ndo faga nada.

Para alterar seu valor, clique na caixa de texto Value (Valor), digite um novo valor e
pressione a tecla Enter.

Para desativar a regra, desmarque a caixa de selegédo Use (Usar).

4. Clique em OK para salvar as alteragdes e fechar a caixa de dialogo.
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Importante: Clicar em Restore Defaults (Restaurar padrdes) na caixa de dialogo User

Preferences (Preferéncias do usuario) redefine todas as preferéncias em todas as guias para as
configuragdes originais de fabrica. Tenha cuidado ao clicar nesse botao.

Personalizagao de parametros de exportacao de dados

E possivel exportar os dados do CFX Manager Dx nos seguintes formatos:

Texto (.txt)

CSV (.csv)

Excel 2007 (.xIsx)
Excel 2003 (.xls)
XML (.xml)

HTML (.html)

E possivel especificar o tipo de dados a exportar e personalizar a saida dos dados exportados.

Para personalizar parametros de exportagao de dados

1.

Selecione Users (Usuarios) > User Preferences (Preferéncias do usuario) para abrir a caixa de
dialogo User Preferences (Preferéncias do usuario).

Na caixa de dialogo User Preferences (Preferéncias do usuario), selecione a guia Custom Export
(Exportacao personalizada).
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User Preferences

EI Email Lj Files Protocol @ Plate L@ Data Analysis I!l] Gene Expression ac E—’E, Custom Export

Export Format: | CSV (" csv) ~

Data to Export
Include Run Information Header

Sample Description Exported Columns
[ Wel zl Well
] Fuorophare Fluarophore
[ Target Name Target Name
[] Content Al Content
el Sample Name
[] Replicate Number Cq
[] Sample Name vl Starting Quantity
[ ] Biological Set Name
] Well Note
Quantification | !l
Cq
Starting Quantity

Cq Mean
Cq Standard Deviation
Quantity Standard Deviation

OOORIE

=
%

Curve

Melt Temperature

Melt Peak Height

Melt Peak Begin Temperature
Mel Peak End Temperature

End Paint

[] End Point Call Customize Column Names...
[] End RFU

Restore Defaults OK Cancel

3. Nalista suspensa Export Format (Formato da exportacéo), selecione um formato no qual
exportar os dados.

4. Na secgao Data to Export (Dados a exportar), selecione ou desmarque as caixas de selegédo dos
tipos de dados a exportar. Os itens selecionados aparecem na caixa de listagem Exported
Columns (Colunas exportadas).

Nota: Por padrao, as informagées da execugao estdo incluidas no cabegalho. Desmarque
esta caixa de selegdo se ndo desejar que essas informagdes de execugao sejam incluidas.

5. E possivel alterar a ordem de exibicdo da saida dos itens selecionados.

Na caixa de listagem Exported Columns (Colunas exportadas), destaque o item e em seguida
clique nos botdes de seta a esquerda da lista para mové-lo para cima ou para baixo.

6. Opcionalmente, é possivel alterar os nomes da coluna da saida dos itens selecionados:
a. Clique em Customize Column Names (Personalizar nomes de colunas).

A caixa de dialogo Column Name Customizer (Personalizador de nome de colunas)
aparece.

b. Para cada nome padrdo de coluna que desejar alterar, digite 0 novo nome no campo Custom
Name (Nome personalizado).

c. Execute uma das opc¢des a seguir:
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B Cliqgue em OK para salvar as alteragdes e voltar a guia Custom Export (Exportagdo
personalizada). O novo nome aparece entre parénteses ao lado do nome padrao da
coluna na caixa de listagem Exported Columns (Colunas exportadas).

B Clique em Cancel (Cancelar) para limpar as alteragdes e voltar a guia Custom Export
(Exportacao personalizada).

7. Clique em OK para salvar as alteragbes e fechar a caixa de didlogo.

Importante: Clicar em Restore Defaults (Restaurar padrdes) na caixa de dialogo User
Preferences (Preferéncias do usuario) redefine todas as preferéncias em todas as guias para as
configuragdes originais de fabrica. Tenha cuidado ao clicar nesse botao.

Criagao de uma mistura-mestre de reagao

Usando a Master Mix Calculator (Calculadora de mistura-mestre) do CFX Manager Dx, é possivel
calcular facilmente o volume necessario de cada componente em sua mistura-mestre. E possivel
imprimir a tabela de calculos da mistura-mestre em sua impressora padrao e salvar os calculos para
cada alvo para uso posterior.

Para criar uma mistura-mestre de reagdo) usando a Master Mix Calculator (Calculadora
de mistura-mestre)

1. Para abrir a Master Mix Calculator (Calculadora de mistura-mestre), execute uma das seguintes
opgoes:

B Selecione Tools (Ferramentas) > Master Mix Calculator (Calculadora de mistura-mestre).
B Cliqgue em Master Mix Calculator (Calculadora de mistura-mestre) na barra de ferramentas.

A Master Mix Calculator (Calculadora de mistura-mestre) aparece.
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Create New | |SYBR _target_1 v|  Remove | | RemoveAl
Starting Concentration Final Concentration
pmold GM) v [200 2] M

Roveno Pmer (10 (2] [omod GM)_v| 200 (2] o

Probe (o 2| prollG o i)
nu;:j:wm % Choose SYBR Green Target to Calculate

Reaction Volume PerWell (20 |+ LI SYBR fmget_1

Template Volume 10 5

Supermix Concentration 20 | x

Excess Reaction Voume 5 [+] %

Componernt Volume Per Reaction ()  Total Volume for 96 Reactions + (5)%

2. Na secao Reaction (Reacgéo), selecione um método de deteccao:
B SYBR® Green/EvaGreen
B Probes (Sondas)

3. Paracriar um novo alvo, na segao Target (Alvo), clique em Create New (Criar novo). Um novo
nome de alvo aparece na lista suspensa de alvos.

4. (Opcional) Para alterar o nome do alvo padrao:

a. Destaque o nome do alvo na lista suspensa de alvos.

b. Digite um novo nome de alvo na caixa Target (Alvo).

c. Pressione atecla Enter.
5. Ajuste as concentragdes inicial e final dos primers dianteiro e traseiro e quaisquer sondas.
6. Na segao Master Mix Setup (Configuragédo da mistura-mestre), ajuste os valores como

B Number of reactions to run (NUmero de reag¢des a executar)
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B Reaction volume per well (Volume de reagéo por pogo)
B Template volume per well (Volume de modelo por po¢o)
B Supermix concentration per well (Concentragéo de supermistura por pogo)
B Excess reaction volume per well (Volume de reagdo em excesso por pogo)
7. (Opcional) Execute as etapas 2—6 para quantos alvos forem necessarios.
8. Nasegdo Choose Target to Calculate (Selecionar alvo para calcular), selecione o alvo a calcular.
Dica: E possivel calcular apenas um, varios ou todos os alvos ao mesmo tempo.

Os volumes calculados dos componentes necessarios para cada alvo selecionado aparecem na
tabela de mistura-mestre.

9. Clique em Set as Default (Configurar como padréo) para configurar a entrada de quantidades nas
secdes Target (Alvo) e Master Mix Setup (Configuragdo da mistura-mestre) como novos padrées.

10. Clique em OK para salvar os conteudos da caixa de dialogo Master Mix Calculator (Calculadora
de mistura-mestre).

Para imprimir a tabela de calculos de mistura-mestre

» Paraimprimir a tabela de célculos de mistura-mestre, clique em Print (Imprimir).
A tabela de célculos é impressa na impressora padrao.

Para salvar a tabela de calculos da mistura-mestre como um PDF

» Altere suaimpressora padrao para um driver PDF e clique em Print (Imprimir) na Master Mix
Calculator (Calculadora de mistura-mestre).

Para excluir alvos
» Selecione o alvo usando a lista suspensa de alvos e clique em Remove (Remover).

Importante: Remover um alvo da lista de alvos também o remove de qualquer calculo de
mistura-mestre em que ele seja usado. Tenha cuidado ao excluir um alvo.
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Calibragao de novos corantes

Os sistemas CFX96™ Dx sao calibrados de fabrica para fluoréforos comumente usados em placas de
poco branco e de pogo transparente. Tabela 11 lista os fluoréforos e o canal para o qual cada
instrumento esta calibrado.

Nota: Os sistemas CFX96 também incluem um canal dedicado a quimica FRET. Esse canal ndo
requer calibragéo para corantes especificos.

Tabela 11. Fluoréforos calibrados de fabrica e canais

Fluoroforos Canal Excitagao, nm Detecgao, nm
FAM, SYBR® Verde | 1 450-490 515-530
VIC, HEX, CAL Fluor Dourado 540, Cal 2 515-535 560-580
Fluor Laranja 560

ROX, Texas Vermelho, CAL Fluor 3 560-590 610-650

Vermelho 610, TEX 615

CY5, Quasar 670 4 620-650 675-690

Quasar 705, Cy5.5 5 672-684 705-730

Para calibrar novos corantes para sistemas CFX

1. Najanela Home (Inicio), selecione um instrumento-alvo no painel Detected Instruments
(Instrumentos detectados).

2. Selecione Tools (Ferramentas) > Calibration Wizard (Assistente de calibragao) para abrir o Dye
Calibration Wizard (Assistente de calibragéo de corante).

Dye Calibration - Base S/N [SIM81435] - Optical Reaction Module 5/N [783BR0G617] [
Calibrated Fuorophores
Fuorophore () Channel ) Plate Type 53‘?"’“ 0 Dme o DS | ppn o Dam

Calibrate New or Existing Fuomphores

_F\umoohnne _Hzte Type Channel Plate column Fuor Color Addto Plate

+ | |BR Clear v v v

Settings

Notes |

Calibration Status

b Calibrate ;Q.I View Plate
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Fluoréforos ja calibrados para o instrumento-alvo aparecem na tabela Calibrated Fluorophores
(Fluordforos calibrados).

3. Nasecgao Calibrate New or Existing Fluorophores (Calibrar fluoréforos novos ou existentes),
selecione o fluoréforo que deseja calibrar na lista suspensa.

Se o nome do fluoréforo ndo estiver incluido na lista, digite seu nome na caixa de texto para
adiciona-lo alista.

4. Selecione o tipo de placa do fluoréforo.

Se o tipo de placa ndo estiver incluido na lista, digite seu nome na caixa de texto para adiciona-lo
a lista.

5. Selecione um canal para o fluoréforo.

6. Selecione uma coluna de placa para o fluoréforo.

7. (Opcional) Digite uma cor para associar ao fluoréforo.

8. Clique em Add to Plate (Adicionar a placa) para adicionar o fluoréforo.

9. (Opcional) Repita as etapas 3—8 para adicionar cada fluoréforo que pretende calibrar para a
placa.

10. Ao terminar de adicionar fluoréforos, clique em View Plate (Exibir placa) para abrir a janela Pure
Dye Plate Display (Exibi¢ao de placa de corante puro).

Use esta janela como um guia para carregar corantes na placa.
11. Prepare uma placa com 96 pogos para a calibragéo do corante:

a. Pipete a solugado do corante em cada pogo, seguindo o padrdo mostrado em Pure Dye Plate
Display (Exibi¢cao de placa de corante puro).

b. Para cada fluoréforo, encha quatro pogos com 50 pl (placa de 96 pogos) da solugéo de
corante 300 nM. Observe que, pelo menos, metade da placa contenha pogos vazios.

c. Vede a placa usando o método de vedagao que sera usado em seu experimento.
12. Coloque a placa de calibragéo no bloco e feche a tampa.

13. No Dye Calibration Wizard (Assistente de calibragédo de corante), clique em Calibrate (Calibrar) e
depois em OK para confirmar que a placa esta no bloco.

14. Quando o Software CFX Manager Dx concluir a execugéo da calibragdo, uma caixa de dialogo
aparecera. Clique em Yes (Sim) para concluir a calibragdo e abrir o Dye Calibration Viewer
(Visualizador de calibragéo de corante).

15. Clique em OK para fechar a janela.
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Um protocolo é um conjunto de etapas executadas em uma sequéncia especifica. No software CFX
Manager™ Dx, todas as etapas estao associadas a opgdes do instrumento. Por exemplo, as etapas
instruem o instrumento a controlar a temperatura do bloco e da tampa, aplicar uma diferenga de
temperatura ao bloco, fazer uma leitura de placa ou executar uma andlise da curva de fusdo. Cada
opgao é especificada para diferentes tipos de placa e execugéo.

O CFX Manager Dx fornece duas opg¢des para a criagédo de protocolos: Protocol Editor (Editor de
protocolo) e Protocol AutoWriter (Gravador automatico de protocolo).

Os recursos do Protocol Editor (Editor de protocolo) incluem os seguintes:

B Controles de protocolo padrao para criar protocolos rapidamente

B Capacidade de calcular rapidamente um gradiente para o niumero selecionado de linhas

B Capacidade de calcular rapidamente o tempo de execugédo para o tipo de placa selecionado
B Capacidade de editar etapas do protocolo

B Capacidade de salvar protocolos para reutilizagao

B Capacidade de imprimir o protocolo em uma impressora padrao

O Protocol AutoWriter (Gravador automético de protocolo) gera automaticamente um protocolo de
PCR personalizado com etapas de inicio a quente, desnaturacao inicial, anelamento e extensao
usando os parametros fornecidos. E possivel entdo exibir uma representagao grafica do protocolo
sugerido e editar, executar ou salvar o protocolo.
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Janela Protocol Editor (Editor de protocolo)

Use o Protocol Editor (Editor de protocolo) para criar, abrir, revisar e editar um protocolo. Por padréo,
o Protocol Editor (Editor de protocolo) abre exibindo um protocolo genérico de 2 etapas em tempo real
para uma placa de 96 pogos.

File Settings Tools @ ?

H ‘gf Insert Step  After ~ | Sample Volume |25 |l | Est. Run Time 07:09:00 ®

] 1 2 3 4

o5 O 950 C

/ 300 o0

i A 550 C I =
] 0:30 o W
i m T
i 0

| @ 2

I ¥ x

1 950 C for 300
4] inet 5ep 2 950 C for 010
3 550 C for0:30

Insert Gradiert [ = Flate Beas

Inset GQTO END

EA] et Mek Curve

i Acd Piate Readto Step ® @

Siep Options

75 Detete 510

oK Cancel

LEGENDA

1. A barra de menus fornece acesso rapido aos comandos dos menus File (Arquivo), Settings

(Configuragdes) e Tools (Ferramentas).
2. A barra de ferramentas fornece acesso rapido para salvar e imprimir o protocolo,

determinar onde inserir uma etapa, definir o volume da amostra e exibir o tempo de
execugao estimado do protocolo.

3. O painel principal exibe uma representagao grafica do protocolo.
4. O painel inferior exibe o esquema do protocolo.
5. O painel esquerdo exibe os controles de protocolo que podem ser adicionados para

personalizar o protocolo.
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Comandos do menu File (Arquivo)
Save (Salvar) — salva o protocolo atual.
Save As (Salvar com) — salva o protocolo atual com um novo nome ou em um novo local.

Close (Fechar) — fecha o Protocol Editor (Editor de protocolo).

Comandos do menu Settings (Configuragoes)

Lid Settings (Configuragdes da tampa) — abre a caixa de dialogo Lid Setting (Configuragéo da
tampa) para alterar ou definir a temperatura da tampa.

Comandos do Menu Tools (Ferramentas)

Gradient Calculator (Calculadora de gradiente) — abre uma caixa de dialogo na qual é possivel
selecionar o tipo de bloco para uma etapa de gradiente. O padrédo é 96 pocos.

Run time Calculator (Calculadora de tempo de execugao)— abre uma caixa de didlogo na qual é
possivel selecionar o tipo de placa e modo de varredura para calcular o tempo de execugéao estimado
na janela Run Setup (Configuragao de execucdo). O padréo é 96 pogos, todos os canais.

Comandos da barra de ferramentas

— salva o arquivo de protocolo atual.

&

— imprime a janela selecionada.
Insert Step | After v

— use este comando para selecionar onde inserir etapas com relagédo a

etapa atualmente selecionada.
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Sample Volume pl

— use este comando para inserir um volume de amostra em pl. Os volumes

de amostra diferem dependendo do tipo de bloco:
B Paraum bloco de 96 pogos fundos, o intervalo € 0—125 pl.
B Paraum bloco de 96 pogos, o intervalo € 0-50 pl.

Est. Run Time 01:02:00
— exibe o tempo de execugéao estimado com base nas etapas de protocolo,
taxa de elevagéo e o tipo de bloco selecionado.
?

— exibe informacgdes de ajuda sobre protocolos.

Controles de edicao de protocolo

O painel esquerdo da janela do Protocol Editor (Editor de protocolo) contém controles que podem ser
usados para criar protocolos.

Cada controle consiste em um conjunto de parametros que representam uma etapa no protocolo. E
possivel modificar cada parametro e adiciona-los ou remové-los para personalizar o protocolo. Esta
secao descreve as opgdes em cada controle.

'ﬁl Insert Step B Insert Step (Inserir etapa) — insere uma etapa antes ou depois da
etapa selecionada. E possivel editar os valores de temperatura e

e tempo de retengé&o na exibig&o grafica do protocolo ou na descrigéo

Insert GOTO do protocolo.

Al insert Mek Curve B Insert Gradient (Inserir gradiente) — insere uma etapa de

gradiente com base no tipo de bloco de pogos selecionado na

calculadora de gradiente. E possivel editar o intervalo do gradiente

Step Options no painel Gradient (Gradiente) que aparece quando uma etapa de
gradiente é inserida.

_jd Delete Step

{5l Add Piate Read to Step

B Insert GOTO (Inserir IR PARA) — insere uma etapa ciclica (loop),
que informa ao software para repetir etapas especificas em
sequéncia para um numero especificado de ciclos. As repeticdes comegam depois de o primeiro
ciclo ser concluido. Por exemplo, é possivel informar o software para executar 39 repetigdes das
etapas 2—4. Depois da repeticao final, o software tera realizado as etapas 2—4 um total de 40
vezes. E possivel editar a etapa de retorno (IR PARA) e o niimero de ciclos na exibigao grafica do
protocolo ou na descri¢gao do protocolo.

B Insert Melt Curve (Inserir curva de fusdo) — insere uma etapa de leitura de curva de fuséo.
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Insert Plate Read to Step (Inserir leitura de placa na etapa) — adiciona um comando de
leitura de placa a etapa selecionada. Uma leitura de placa mede a quantidade de fluorescéncia
ao fim de um ciclo. A etapa de leitura de placa etapa geralmente é a Ultima etapa em um loop IR
PARA.

Dica: Depois de adicionar um comando de leitura de placa a uma etapa, o botdo muda para
Remove Plate Read (Remover leitura de placa) ao selecionar a etapa.

Remove Plate Read (Remover leitura de placa) — remove um comando de leitura de placa da
etapa selecionada.

Dica: Depois de remover um comando de leitura de placa de uma etapa, o botdo muda para
Add Plate Read to Step (Adicionar leitura de placa a etapa) ao selecionar a etapa.

Step Options (Opgoes da etapa) — abre a caixa de dialogo Step Options (Opgbes da etapa) e
exibe as opgdes disponiveis para a etapa selecionada. Consulte Op¢des da etapa na pagina 87
para obter informagdes detalhadas sobre as opgdes da etapa.

Dica: Também é possivel acessar Step Options (Op¢des de etapa) clicando com o botao
direito na etapa na exibicao grafica.

Delete Step (Excluir etapa) — exclui a etapa selecionada do protocolo.

Opcoes da etapa

Abra a caixa de dialogo Step Options (Opg¢des de etapa) para exibir as opgdes que vocé pode
adicionar, alterar ou remover de uma etapa.

Step Options X

Step 1
[[] Plate Read
Temperature [g59 | °C
Gradient | | =c
Increment | ] o jeydle
RampRate | | ocfsec
Time [3:00 | secieyce
Extend | | secfeyde
[] Beep
OK Cancel
B Plate Read (Leitura de placa) — quando selecionada, adiciona uma leitura de placa a etapa.

Temperature (Temperatura) — configura a temperatura do alvo para a etapa selecionada.
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B Gradient (Gradiente) — configura o intervalo do gradiente para a etapa; o intervaloé de 1 a
24 °C.

Nota: Um gradiente é executado com a temperatura mais baixa na frente do bloco (nesta
imagem, linha H) e a temperatura mais alta na parte de tras do bloco (nesta imagem, linha
A).

B Increment (Incremento) — a quantidade para aumentar (ou diminuir) a temperatura da etapa
selecionada; esse valor é adicionado a temperatura alvo em cada ciclo. O intervaloé de £+ 0,1 a
10°C.

Nota: Para diminuir a temperatura, digite um sinal de menos (-) antes do valor numérico (por
exemplo, —5 °C).

B Ramp Rate (Intervalo de rampa) — a taxa de rampa para a etapa selecionada; o intervalo
depende do tamanho do bloco.

B Time (Hora) — o tempo de espera para a etapa selecionada.

B Extend (Extensao) — a quantidade de tempo (em segundos) para estender ou diminuir a etapa
selecionada; esta opgéo € adicionada ao tempo de espera em cada ciclo; o intervalo é de 1 a 60
segundos.

B Beep (Bipe) — quando selecionado, um bipe soa no final da etapa.

Dica: Quando vocé insere um numero que esté fora do intervalo de op¢des, o software
altera o numero para a entrada mais préxima dentro do intervalo.
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Criacao de um protocolo no Protocol Editor (Editor de
protocolo)

Usando o Protocol Editor (Editor de protocolo), & possivel criar arquivos de protocolo personalizados.
Também é possivel editar e salvar arquivos de protocolo salvos anteriormente ou arquivos de
protocolo de amostra enviados com o Software CFX Manager Dx.

Para criar um novo arquivo de protocolo, execute o seguinte:
B Abra um arquivo de protocolo no Protocol Editor (Editor de protocolo).

Dica: E possivel abrir um protocolo novo ou existente no Protocol Editor (Editor de
protocolo).

®  Configure o novo protocolo.

B Adicione etapas ao protocolo a partir do painel de controles de protocolo.
B Edite as propriedades das etapas.

B Salve o protocolo.

Dica: Para criar um novo protocolo a partir de um arquivo de protocolo salvo anteriormente ou de
amostra, consulte Abertura de um protocolo existente no Protocol Editor (Editor de protocolo) na
pagina 91.

Abertura de um novo arquivo de protocolo no Protocol Editor
(editor de protocolo)
O CFX Manager Dx oferece varias opg¢des para abrir um novo arquivo de protocolo:
B Najanela Home (Inicio)
B Na caixa de didlogo Startup Wizard (Assistente de inicializagao)
B Na caixa de didlogo Run Setup (Configuragédo da execugéo)
Para abrir um novo arquivo de protocolo na janela Home (Inicio)
» Selecione File (Arquivo) > New (Novo) > Protocol (protocolo).
A janela Protocol Editor (Editor de protocolo) abre exibindo o layout do protocolo padréo.

Dica: Para obter informagdes sobre como configurar o protocolo padrao, consulte Alteragdo
das configuragdes de arquivo padrao na pagina 65.
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Para abrir um novo arquivo de protocolo com o Startup Wizard (Assistente de
inicializagao)
1. Najanela Home (Inicio), execute uma das opgdes a seguir para abrir o Startup Wizard
(Assistente de inicializagao), se n&o estiver em exibicao:
B Selecione View (Exibir) > Startup Wizard (Assistente de inicializagao).

B Clique em Startup Wizard (Assistente de inicializagdo) na barra de ferramentas.

Por padrao, o Startup Wizard (Assistente de inicializagédo) exibe a guia Run Setup (Configuracédo
da execugao) com o tipo de instrumento CFX96 ™ selecionado.

2. Senecessario, selecione o tipo de instrumento na lista suspensa.
3. Clique em User-defined (Definido pelo usuario) como o Run Type (Tipo de execugao).

A caixa de didlogo Run Setup (Configuracéo da execugéo) abre na guia Protocol (Protocolo) e
exibe o arquivo do protocolo padréo.

4. Clique em Create New (Criar novo).
A janela Protocol Editor (Editor de protocolo) abre exibindo o protocolo padrao em tempo real.

Para abrir um novo protocolo na caixa de dialogo Run Setup (Configuragao da
execugao)

1. Najanela Home (Inicio), execute uma das opgdes a seguir para abrir a caixa de dialogo Run
Setup (Configuragdo da execugao):

B Selecione Run (Executar) > User-defined Run (Execucao definida pelo usuario).

B Clique em User-defined Run Setup (Configuragao da execugao definida pelo usuario) na
barra de ferramentas.

A caixa de didlogo Run Setup (Configuragao da execugao) abre na guia Protocol (Protocolo) e
exibe o arquivo do protocolo padréo.

2. Clique em Create New (Criar novo).

A janela Protocol Editor (Editor de protocolo) abre exibindo o protocolo padrdo em tempo real.
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Abertura de um protocolo existente no Protocol Editor (Editor de
protocolo)

O CFX Manager Dx fornece arquivos de protocolo de exemplo que é possivel editar e salvar como
novos protocolos personalizados. Também é possivel criar um novo protocolo a partir de um
protocolo personalizado existente.

Para abrir um arquivo de protocolo de exemplo
1. Najanela Home (Inicio), selecione File (Arquivo) > Open (Abrir) > Protocol (Protocolo).

Por padréo, o Windows Explorer abre no local da CFX Manager Dx pasta de arquivos Sample
(Amostra).

2. Abraa pasta de arquivos Sample (Amostra). Vocé vé as pastas a seguir:

B ConventionalProtocols (Protocolos convencionais) — contém exemplos de arquivos de
protocolo para uma analise de PCR tradicional.

B DataFiles (Arquivos de dados) — contém exemplos de arquivos de dados que é possivel
usar para explorar os recursos do CFX Manager Dx.

B MeltCalibration (Calibragédo de fusdo) — contém exemplos de arquivos de protocolo para
uso com a Precision Melt Analysis (Analise de fuséo de preciséo) do software Bio-Rad

H  Plate (Placa) — contém arquivos de placa de exemplo.

B RealTimeProtocols (Protocolos em tempo real) — contém arquivos de protocolo de exemplo
para analise de PCR em tempo real.

3. Abra a pasta de protocolo para o tipo de execugéo que vocé planeja executar,
ConventionalProtocols ou RealTimeProtocols.

4. Selecione o protocolo preferencial e clique em Open (Abrir).
O protocolo de exemplo € aberto na janela Plate Editor (editor de protocolo).

5. Selecione File (Arquivo) > Save As (Salvar como) e salve o protocolo com um novo nome ou em
uma nova pasta.

Para abrir um protocolo existente
1. Najanela Home (Inicio), execute uma das opgdes a seguir:

B Selecione File (Arquivo) > Open (Abrir) > Protocol (Protocolo), navegue, selecione o
protocolo do alvo e clique em Open (Abrir).
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B Abra o Startup Wizard (Assistente de inicializagdo) e execute uma das opg¢des a seguir:
O Para editar o protocolo exibido, clique em Edit Selected (Editar selecionado).

[0 Para editar outro protocolo existente, clique em Select Existing (Selecionar existente) e
navegue até o arquivo do alvo.

O protocolo é aberto na janela Protocol Editor (Editor de protocolo).

2. Selecione File (Arquivo) > Save As (Salvar como) e salve o protocolo com um novo nome ou em
uma nova pasta.

Configuragdo de um novo protocolo

Dica: Se o arquivo de protocolo incluir os parametros necessarios (por exemplo, se estiver
editando um arquivo de placa existente), vocé pode ignorar esta se¢éo. Siga para Adigao de
etapas a um protocolo na pagina 94.

Novos arquivos de protocolo requerem os seguintes parametros:
B Tipo de bloco

B Modo de varredura do tipo de bloco selecionado

B Temperatura da tampa

B Volume de amostra

Configuracao do tipo de bloco

O CFX Manager Dx calcula automaticamente os incrementos de temperatura para etapas de
gradiente com base no tipo de bloco.

Nota: O tipo de placa definido no Protocol Editor (Editor de protocolo) deve ser o mesmo da
placa no moédulo de reagao.

Para configurar o tipo de bloco

» Najanela do Protocol Editor (Editor de protocolo), selecione Tools (Ferramentas) > Gradiente
Calculator (Calculadora de gradiente) e escolha o tipo de placa apropriado na lista suspensa
exibida.

Seleg¢ao do modo de varredura do tipo de bloco escolhido

Para determinar o tempo de execugéao do protocolo, selecione o tipo de bloco de alvo e o modo de
varredura.
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Para selecionar o tipo de bloco e o modo de varredura

» Najanela do Protocol Editor (Editor de protocolo), selecione Tools (Ferramentas) > Run Time
Calculator (Calculadora de tempo de execugéo) e escolha o tipo de placa e 0 modo de varredura
apropriados na lista suspensa exibida.

Ajuste da temperatura da tampa
CFX Manager Dx define as temperaturas padréo da tampa como 105,0 °C.

E possivel alterar as configuragdes padréo ou desligar o aquecedor da tampa conforme o necessario
para o protocolo.

Dica: E possivel alterar a temperatura padréo da tampa na caixa de didlogo User Preferences
(Preferéncias do usuario). Consulte Configuragao dos parametros do protocolo padrdo na pagina
67.

Para ajustar a temperatura da tampa

1. Najanela Plate Editor (Editor de placa), selecione Settings > Lid Settings (Configuracdes >
Configuragbes da tampa).

A caixa de dialogo Lid Settings (Configuragbes da tampa) aparece.
2. Execute uma das opgdes a seguir:

B Selecione User Defined (Definido pelo usuario) e insira um valor de temperatura na caixa de
texto.

B Selecione Turn Off Lid Heater (Desligar aquecedor da tampa).

3. Clique em OK para aceitar as alteragdes e fechar a caixa de dialogo

Configuragao do volume de amostra

Por padréo, o CFX Manager Dx define o volume de amostra de cada pogo como 25 pl. Entretanto, o
intervalo do Sistema CFX Dx é de 0 a 125 pl.

O instrumento usa um de dois modos de controle de temperatura para determinar quando a amostra
atinge a temperatura do alvo em um protocolo:

B Calculated mode (Modo calculado) — Quando o volume da amostra é ajustado para um
volume apropriado para o bloco, o instrumento calcula a temperatura da amostra com base no
volume da amostra. Este € o modo padréo.

B Block mode (Modo de bloco) — quando o volume da amostra € ajustado para zero (0) pl, o
instrumento registra a temperatura da amostra como a mesma que a temperatura medida no
bloco.
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Para definir o volume de amostra de um bloco especifico

» Najanela do Plate Editor (Editor de placa), digite o valor correto na caixa de texto Sample Volume
(Volume de amostra) na barra de ferramentas.

Dica: E possivel alterar o volume de amostra padréo na caixa de didlogo User Preferences
(Preferéncias do usuario). Consulte Alteragéo das configuracdes de arquivo padréo na pagina
65.

Adicao de etapas a um protocolo

Para adicionar etapas a um protocolo
1. Abra o protocolo na janela Protocol Editor (Editor de protocolo).

2. Determine onde inserir a nova etapa. Na barra de ferramentas, selecione Before (Antes) ou After
(Depois) na lista suspensa Step (Etapa).

3. Nografico, selecione a etapa antes ou depois da qual planeja inserir a nova etapa.
4. No painel esquerdo, clique em Insert Step (Inserir etapa).

5. Para alterar a temperatura ou o tempo de espera, clique no valor padrao no grafico ou na
descrigédo do protocolo e digite um novo valor.

6. (Opcional) No painel esquerdo, clique em Step Options (Op¢des da etapa) para exibir a caixa de
dialogo Step Options (Opgdes da etapa) e modifique as opgdes disponiveis para a etapa
selecionada.

Dica: E possivel acessar a caixa de didlogo Step Options (Opg¢des da etapa) no menu de
cligue com o botéo direito no painel do grafico ou no painel de descri¢do do protocolo.

7. Clique em OK e, em seguida, em Yes (Sim) para salvar as alteragdes no protocolo.
A caixa de dialogo Save As (Salvar como) aparece.
8. Nacaixa de didlogo Save As (Salvar como), digite um nome para o novo arquivo de protocolo e

clique em Save (Salvar).

Inser¢cdo de uma etapa de gradiente
Para inserir uma etapa de gradiente

1. Verifique se o tamanho de placa para o gradiente é o mesmo do tipo de bloco do instrumento, 96
pogos.
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Se isso ainda néo tiver sido feito, selecione o tamanho da placa para o gradiente:

Selecione Tools (Ferramentas) > Gradient Calculator (Calculadora de gradiente) e escolha o tipo
de pogo apropriado da lista suspensa.

Na barra de ferramentas, selecione Before (Antes) ou After (Depois) na lista suspensa Insert
Step (Inserir etapa).

No painel de grafico ou de descrigéo, selecione a etapa antes ou depois da qual vocé planeja
inserir a etapa de gradiente.

No painel esquerdo, clique em Insert Gradient (Inserir Gradiente). A nova etapa de gradiente é
destacada no painel de grafico e de descrigao, por exemplo:

Protocol Editor - 2stepAmp.prel

Eile Settings Tools ?

H ﬁ Insert Step ' After ~ | Sample Volume |25 ul  Est. Run Time 01:33:00

1 2 i 3 i 4 5
350 C 950 C |
300 010 A ; 650 C__
i 550 C | 550 C I =
| 0:30 ! 030 o B
i [} T 1]
| i 2
§35 x
n 1 950 C for3:00 Gradient
4] insen tep > 2 %50 C for0:10 Step 4
3 550 C for0:30 550
EMW + Plate Read :
4 GradentTi /650 C for0:30 8 645
D 5 GOTO2 39 more times C |63.3
END D (614
i.' E |55.0
F |57.0
f6 Add Piate Read to Step G [s5.7
H _55.0
Step Options Range
- = 10.0
5 Delete Step :
oK Cancel

A temperatura de cada linha do gradiente aparece na tabela Gradient (Gradiente) no painel
direito.

Para editar o intervalo de temperatura do gradiente, execute uma das seguintes opgdes:

B Clique na temperatura padrao no de painel grafico ou de descrigdo e insira uma nova
temperatura.
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B Clique em Step Options (Op¢des de etapa) para inserir o intervalo de gradiente na janela
Step Options (Opg¢des de etapa).

B Altere o valor de Range (Intervalo) na tabela Gradient (Gradiente).

7. Para editar o tempo de retengao, clique no tempo padréo na exibi¢édo de grafico ou texto e digite
um novo tempo.

8. Clique em OK e em Yes (Sim) para salvar as alteragdes.

Insercao de uma etapa IR PARA

Nota: Nao é possivel inserir uma etapa IR PARA em um conjunto IR PARA; n&o é possivel criar
loops IR PARA aninhados.

Para inserir uma etapa IR PARA

1. Na barra de ferramentas, selecione Before (Antes) ou After (Depois) na lista suspensa Insert
Step (Inserir etapa).

2. No grafico, selecione a etapa antes ou depois da qual planeja inserir a etapa IR PARA.
3. No painel esquerdo, clique em Insert GOTO (Inserir IR PARA).

4. Paraeditar o numero da etapa IR PARA ou o niumero de repeti¢cdes IR PARA, selecione o
numero padréo no painel do grafico ou da descri¢éo e insira um novo valor.

5. Clique em OK e em Yes (Sim) para salvar as alteragdes.

Insercao de uma etapa de curva de fusao
Dica: Nao é possivel inserir uma etapa de curva de fusdo dentro de um loop IR PARA.

Nota: A etapa de curva de fusdo etapa inclui uma retengéo de 30 segundos no inicio da etapa
que nao é mostrada no protocolo.

Para inserir uma etapa de curva de fusao

1. Na barra de ferramentas, selecione Before (Antes) ou After (Depois) na lista suspensa Insert
Step (Inserir etapa).

2. No gréfico, selecione a etapa antes ou depois da qual vocé planeja inserir a etapa de curva de
fuséo.
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3. No painel esquerdo, clique em Insert Melt Curve (Inserir curva de fusdo). A nova etapa de curva
de fuséo é destacada no painel de grafico e de descrigéo, por exemplo:

File Settings Tools T
H E' Insert Step | After ~ || Sample Volume ul Est. Run Time 01:33:00
| w0 c | %50 C 950 C
5:00 i m c 05 C 0:10 600 C { .
i 0:30 | O
< B
i i 0
i i
| | 4
| 39 x
[ 1 500 C for10:00
24 nsen gep 2 950 C for5:00
3 Melt Curve to 95.0 increment 0.5
mmm for 0:05 + Plate Read
i—) 4 950 C for(:10
- 5 600 C for0:30
=l C "6 GOTO4 .39  moretimes
END
A insert Mk Curve
0y Delete Step
QK Cancel

4. Para editar o intervalo de temperatura ou tempo de incremento da fus&o, selecione o nimero
padrao no painel grafico ou de descrigao e insira um novo valor.

5. Clique em OK e em Yes (Sim) para salvar as alteragdes.
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Adicao ou remogao de uma etapa de leitura de placa

Dica: Depois de adicionar um comando de leitura de placa a uma etapa, o botdo muda para
Remove Plate Read (Remover leitura de placa) ao selecionar a etapa.

Para adicionar uma leitura de placa a uma etapa

1. Na barra de ferramentas, selecione Before (Antes) ou After (Depois) na lista suspensa Insert
Step (Inserir etapa).

2. No gréfico, selecione a etapa antes ou depois da qual planeja inserir a etapa de leitura de placa.

3. No painel esquerdo, clique em Add Plate Read to Step (Adicionar leitura de placa a etapa) para
adicionar uma leitura de placa a etapa selecionada.

4. Clique em OK e em Yes (Sim) para salvar as alteragdes.
Para remover uma leitura de placa de uma etapa

» No gréfico, selecione a etapa contendo a leitura de placa e clique em Remove Plate Read
(Remover leitura de placa) no painel esquerdo.

Alteracao de opcoes de etapa

Para alterar opgoes de etapa de uma etapa selecionada

1. Selecione a etapa-alvo no painel do grafico ou de descri¢éo.

2. No painel esquerdo, clique em Step Options (Op¢des de etapa) para abrir a caixa de didlogo Step
Options (Opgdes de etapa).

Ou, clique com o bot&o direito na etapa desejada no painel e selecione Step Options (Opgoes de
etapa) no menu exibido.

3. Para adicionar, modificar ou remover opgdes:
B Insira um valor na caixa de texto apropriada.
m  Edite um valor na caixa de texto especifica.
B Marque ou desmarque uma caixa de selegao.

4. Clique em OK para salvar as alteracdes e fechar a caixa de dialogo Step Options (Opgdes de
etapa).

5. Clique em OK e em Yes (Sim) para salvar o protocolo.
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Exclusao de uma etapa
Para excluir uma etapa no protocolo

1. Selecione a etapa no painel de grafico ou de descrigdo.
2. No painel esquerdo, clique em Delete Step (Excluir etapa) para excluir a etapa selecionada.

3. Clique em OK e em Yes (Sim) para salvar o protocolo.

Cépia, exportagao ou impressao de um protocolo
Para copiar um protocolo

» Clique com o botao direito na descrigdo do protocolo e selecione Copy Protocol (Copiar
protocolo)

E possivel colar a descricdo em um arquivo .txt, .xls, .doc ou .ppt.
Para exportar um protocolo

1. Clique com o botao direito na descrigdo do protocolo e selecione Export Protocol (Exportar
protocolo)

A caixa de dialogo Save As (Salvar como) aparece.
2. (Opcional) No Windows Explorer, navegue até uma pasta na qual salvar o arquivo do protocolo.
3. Em File Name (Nome do arquivo), digite um nome para o arquivo de protocolo exportado.
4. Clique em Save (Salvar).
Para imprimir um protocolo
» Clique com o botao direito do mouse na descrigédo do protocolo e selecione Print (Imprimir)

E possivel imprimir a descrigao do protocolo em sua impressora padrao.

Manual de operagdo | 99



Capitulo 6 Criagao de protocolos

Criacao de um protocolo com o Protocol AutoWriter
(Gravador automatico de protocolo)

Importante: A Bio-Rad n&do garante que a execugéo de um protocolo criado com o Protocol
AutoWriter (Gravador automatico de protocolo) sempre resultara em um produto de PCR em
tempo real.

O Protocol AutoWriter (Gravador automatico de protocolo) do CFX Manager Dx gera
automaticamente protocolos de ciclos com base nos seguintes parametros de entrada:

Amplicon length (Comprimento do Amplicon) — o comprimento esperado do produto de
PCR

Annealing temperature (Temperatura de anelamento) — a reacéo T, dos primers sendo
usados

Se o T, for desconhecido, é possivel usar a calculadora de T, para calcula-lo automaticamente
com base em sua sequéncia de primers.

Nota: O T, é ajustado a partir das informagdes da temperatura de fus&o do primer (T,,,), que
se baseia na enzima selecionada e na velocidade do protocolo.

Enzyme type (Tipo de enzima) — a enzima DNA polimerase (DNA polimerase iTaq™, iProof™
ou outra)

Se usar uma enzima diferente de DNA polimerase iTaq ou iProof, vocé pode inserir informagdes
adicionais, incluindo o intervalo de gradiente, o tempo de ativagao de inicio a quente (em
segundos) e o tempo de extensao final (em segundos).

Run speed (Velocidade de execugédo) — a velocidade da reagéo (standard (padrao), fast
(rapida) ou ultrafast (ultrarrapida))

O Protocol AutoWriter (Gravador automatico de protocolo) otimiza o protocolo, dependendo da
configuragao de velocidade selecionada. O tempo total de execugao é determinado pelo nimero
de etapas e ciclos, o tempo de incubag&o em cada etapa e o tempo necessério para atingir a
uniformidade na temperatura desejada.

Usando parametros inseridos e diretrizes padrdo de PCR, o Protocolo AutoWriter (Gravador
automatico de protocolo) gera automaticamente um protocolo de PCR personalizado com etapas de

inicio a quente, desnaturacao inicial, anelamento e extensdo. Em seguida, é possivel exibir uma
representacao grafica do protocolo sugerido e editar, executar ou salvar o protocolo.
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Para criar um novo protocolo usando o Protocol AutoWriter (Gravador automatico de
protocolo) do CFX Manager Dx

1. Najanela Home (Inicio), selecione Tools (Ferramentas) > Protocol AutoWriter (Gravador

automatico de protocolo).

A caixa de dialogo Protocol AutoWriter (Gravador automatico de protocolo) aparece.

Protocol AutoWriter
Erter Target Values/Enzyme Addtional Parameters (Optional)
Amplcon Length 100 bp Ta Caleulator... Gradient Range T
Hot Start Activation s
Aeneaiing Tempersture (Ta) (600 [${'C G v () iproot O Other N .
Erter Anneaing temperature or use the Ta Calculator. The Annesing temperature wil
be automatically adjusted based on enzyme and speed selections
¥ using iProof, 3°C will be added to the Ta.
Type
/ \ N N\ Al TaY (i ;
AV AV AV AV AV A AA [ WA | @ Reskime PCR
A\ / A/ \Vi T / ’ \ ! \ ,f \ .,F' vi AW O PCR
v un Tme
Standard Fast Ubrafast
01:01:00
Preview
) 1 2 3 4 13
950 C 950 €
| 3 010 720 €
500 C — @&’ 1 G
i 020 mi ©
1
2
M x
=

2. Nasegéo Enter Target Values/Enzyme (Inserir valores/enzimas do alvo), execute uma das

opgdes a seguir:

B Insira a temperatura de anelamento (T,) dos primers sendo usados, se conhecida.
Dica: Utilizagao da Calculadora de Ta na pagina 102 para obter mais informagdes.
Nota: Para obter informagdes sobre os calculos usados na Calculadora de T,, consulte
Breslauer et al. 1986.

B Insira o comprimento do Amplicon em pares de bases (bp).

B Selecione um tipo de enzima na lista de opgdes (DNA polimerase iTag™, DNA polimerase
iProof™ ou outro).

Dica: Se vocé selecionar Other (Outro) como o tipo de enzima, os parametros na segao
Additional Parameters (Optional) (Parametros Adicionais (Opcional)) se tornarao ativos.
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3. Sevocé selecionou Other (Outro) como o tipo de enzima, é possivel adicionar um ou todos os
parametros a seguir ao protocolo:

B Gradient range (Intervalo do gradiente)
B Hot start activation temperature (Temperatura de ativagao de partida a quente)
B Final extension time (Tempo de extensao final)

4. Nasecao Type (Tipo), mova a barra deslizante para selecionar uma velocidade de protocolo
(Standard (Padréo), Fast (Rapida) ou Ultrafast (Ultrarrapida)). O CFX Manager Dx ajusta o tempo
de execugao total.

5. Selecione o tipo de PCR para execugéo (Real-time PCR (PCR em tempo real) € o padréo).

Com o Real-time PCR (PCR em tempo real), o CFX Manager Dx adiciona uma etapa de leitura
de placa para coletar dados de fluorescéncia.

6. Na segao Preview (Visualizagcgo), revise o protocolo. E possivel fazer alteragdes, conforme o
necessario.

7. Execute uma das seguintes opgdes:

B Cliqgue em OK para salvar o novo protocolo. Depois de salva-lo, o protocolo é aberto no
Startup Wizard (Assistente de inicializagao). Clique em Edit Selected (Editar selecionado)
para fazer qualquer alteragao no protocolo. Por exemplo, vocé pode precisar alterar a
temperatura da tampa e o volume da amostra.

®  Clique em Cancel (Cancelar) para fechar a janela sem salvar o protocolo.

Utilizacao da Calculadora de T,

Quando a temperatura de anelamento do primer & desconhecida, é possivel usar a Calculadora de T,
para calcular o valor. E possivel usar o valor no Protocol AutoWriter (Gravador automatico de
protocolo) ou no Protocol Editor (Editor de protocolo) para criar seu protocolo.

Sobre a Calculadora de T,

A Calculadora de T, calcula o valor de T,,, de cada primer, bem como o valor de T, do protocolo na
velocidade padréo.

O valor de T, do protocolo se baseia nos valores médios de T,,, do primer com as seguintes regras
aplicadas:

B Se adiferencga entre os valores de T, do primer for > 4° C, T, = (menor dos dois valores de T,,, do
primer +2)—-4°C
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B Se adiferenca entre os valores de T,,, for<4° C, o T, = (média dos valores de T, do primer) — 4°
C

Método de contagem de pares de base

Para cada primer, a Calculadora de T, usa o método de contagem de pares de base para sequéncias
de 14 pares de base (pb) ou menos.

T = (WA+XT)*2) + ((y*G +z*C) * 4)
emque w, X, y e Z sdo os numeros das bases A, T, G e C na sequéncia, respectivamente.
Método de vizinho mais préximo

Para sequéncias mais longas do que 14 bp, é usado o método de vizinho mais préximo. No método
de vizinho mais préximo, os calculos de temperatura de fusédo sdo baseados na relagédo
termodinamica entre entropia (ordem ou uma medida da aleatoriedade do oligonucleotideo), entalpia
(calor liberado ou absorvido pelo oligonucleotideo), energia livre e temperatura.

AH=AG+T*AS
em que:
B AH = Valor de entalpia, Cal/Mole*K
B T =temperatura, Kelvin
B AS = Valor de entropia, Cal/Mole*K
B AG = Energia livre de Gibbs em Cal/Mole*K

As mudangas na entropia e na entalpia s&o calculadas diretamente pela soma dos valores para os
pares de nucleotideos mostrados na Tabela 12 (Breslauer et al. 1986).

Arelagéo entre a energia livre e a concentragdo de reagentes e produtos em equilibrio é dada por:
AG = R*T*In ((DNA * Primer)/(DNA + Primer))

em que R é a constante do gas (1,986 Cal/Mole*K).

Substituir G nas duas equagbes e solucionar T resulta em
T = AH/(AS + R*Ln((DNA * Primer)/(DNA + Primer)))

supondo que as concentracées de DNA e complexo DNA-primer sejam iguais.

Foi determinado empiricamente que ha uma alteracéo de 5 kcal de energia livre (3,4 kcal) (Sugimoto
et al. 1996) durante a transi¢cdo de DNA de linhagem individual para o DNA da forma B. Isso é
presumivelmente a energia de iniciagdo da hélice. Por fim, adicionar um ajuste para sal da a equagao
que a calculadora de T, usa:
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T = (AH - 5(KCal/K*Mole))/(AS + (R * In(1/(primer)))) + 16,6 log,, (Molaridade do sal)

N&o é necessaria a constante de ajuste para a concentragéo do sal, uma vez que os varios
parametros foram determinados em 1 M NaCl e o log4o de 1 é zero.

Os célculos termodinamicos supéem que o anelamento ocorra no pH 7,0. Os célculos de T,,, supdem
que as sequéncias ndo sejam simétricas e contém, pelo menos, um G ou C.

A sequéncia do oligonucleotideo deve ter pelo menos 14 bases de comprimento para resultar em
valores de T, razoaveis. Menos de 14 bases usam o método de contagem de pares de bases
(consulte a Tabela 12 a seguir).

Tabela 12. Constantes de interagcdo de Breslauer

Interagao AH AS AG
AA T 9,1 24 1,5
AT TA 8,6 23,9 1,5
AC TG 6,5 17,3 1,3
AG TC 7,8 20,8 1,6
TA AT 6 16,9 0,9
TT AA 9,1 24 1,9
TC AG 5,6 13,5 1,6
TG AC 5,8 12,9 1,9
CA GT 5,8 12,9 1,9
CT GA 7,8 20,8 1,6
CcC GG 11 26,6 3,1
CG GC 11,9 27,8 3,6
GA CT 5,6 13,5 1,6
GT CA 6,5 17,3 1,3
GC CG 11,1 26,7 3,1
GG CcC 11 26,6 3.1
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Para usar a Calculadora de T,

Para abrir a Calculadora de T,, execute uma das seguintes opgoes:

Utilizagao da Calculadora de Ta

B Se atualmente vocé estiver no gravador automéatico de protocolo, clique em T, Calculator

(Calculadora Ta).

B Najanela Home (Inicio), selecione Tools (Ferramentas) > T, Calculator (Calculadora Ta).

A caixa de dialogo T, Calculator (Calculadora Ta) aparece.

Ta Calculator

Forward Primer

W ol |
Reverse Primer

QD ° |
Forward Tm Average of primer Tm's

9 | < | <
Reverse Tm Ta at Standard Speed (iTaq)

O | < <

Calcuate oK Cancel

Na caixa de dialogo Forward Primer (Primer de avanco), digite ou cole a sequéncia de primer de

avanco.

Dica: Também é possivel usar os botées A, T, G, C no lado esquerdo da caixa de didlogo

para inserir a sequéncia.

Digite ou cole a sequéncia do primer reverso na caixa de texto Reverse Primer (Primer reverso).

Manual de operagéo | 105



Capitulo 6 Criagao de protocolos

4.

Clique em Calculate (Calcular).

A Calculadora de T, calcula e exibe o T, de cada primer e os valores médios de T,,e T, por
exemplo:

Ta Calculator X

Forward Primer
@) 5 |CTG GAG CCT TCAGTT GCAG |

-Hever?.e Primer

A

\D 5' [GAAGAT GGT GAT GGG ATT TC |
Forward Tm Average of primer Tm's
(e)) 597 | c [583 |'c
- Reverse Tm Ta at Standard Speed (Tag)
LE) [56.9 | ¢ [543 |

oK Cancel

Se os valores de primer T, tiverem mais de 4 °C de distancia, o Protocol AutoWriter (Gravador
automatico de protocolo) usa o valor mais baixo de primer T, + 2 °C como base para calculo do
valor de T,, que pode ser modificado ainda mais alterando a enzima e a velocidade de reag&o.

A T, Calculator (Calculadora Ta) gera uma temperatura de anelamento para a velocidade padréo
com a polimerase de DNA iTaq. Ao usar uma enzima diferente, as configuragdes de velocidade
ajustam automaticamente o T,.

Execute uma das op¢des a seguir:

B Se a Calculadora de T, tiver sido aberta pelo Protocol AutoWriter (Gravador automatico de
protocolo), clique em OK. Voceé retornara ao Protocol AutoWriter (Gravador automatico de
protocolo). A temperatura de anelamento é modificada automaticamente.

B Se a Calculadora de T, foi aberta pelo menu Tools (Ferramentas), grave os calculos e clique
em Cancel (Cancelar) para fechar a calculadora.
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Um arquivo de placa contém informagdes sobre parametros de execugao, como modo de varredura,
fluoréforos e contetido do pogo. Apds a execugéo, o software CFX Manager™ Dx vincula o conteudo
do pocgo aos dados de fluorescéncia coletados durante a execugéo e aplica a analise apropriada na
janela Data Analysis (Andlise de dados). Por exemplo, pogos carregados com o tipo de amostra
padrao séo usados para gerar uma curva padrao.

O Software CFX Manager Dx oferece duas opgbes para criagédo de placas: o Plate Editor (Editor de
placa) para execucdes de PCR em tempo real e o Setup Wizard (Assistente de configuracéo) para
analise de expresséo génica normalizada.

O Plate Editor (Editor de placa) inclui os recursos a seguir:
B Fluordforos padréao e tipos de amostras a atribuir a pogos de placa

B Capacidade de configurar o alvo de referéncia e a amostra de controle para analise de expressao
génica

B Capacidade de editar a configuracédo da placa antes, durante ou depois de uma execugéo

B Capacidade de salvar arquivos de placa para reutilizagdo

B Capacidade de imprimir o arquivo de placa em uma impressora padrao

O Setup Wizard (Assistente de configuracao) Ihe orienta na criagcdo de um layout de placa para
analise de expresséao génica normalizada. E possivel usar o Setup Wizard (Assistente de
configuragéo) antes, durante ou depois de uma execugao.
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Janela Plate Editor (Editor de placa)

Use o Plate Editor (Editor de placa) para criar placas personalizadas ou modificar placas existentes.

Plate Editor - New

File Settings Editing Tools 0 ?
=] fo Scan Mode |All Channels | (555 Well Groups... | I Trace Styles. = Spreadsheet View/lmporter  (§J5) Plate Loading Guide
1 2 3 4 5 6 7 8 5 10 1 12 @ Select Fuorophores
1.O0E+06
A 1Hr
Test Sample Type Standard ~
Demo
Load Target Name
B FAM Actin ~
Ll sven
c @ Load Sample Name
@
Load Biological Set Name
° Test v
Load Replicate #
E 2 5
Replicate Series
F Load Concentration:
1.00E+06
<All>
G Dilution Series
Wel Note
H
‘ﬁﬂ Experiment Settings...
@ Clear Replicate #
6] Clear Wels
View View ®
Plate Type: BR Clear (3 Target Mame @) Concentration  [] Sample [7] Well Group 7] Biological Set 7] Well Note o o
LEGENDA
1. A barra de menus fornece acesso rapido aos comandos dos menus File (Arquivo) e
Settings (Configuragdes), bem como as opgdes de ferramentas de edigao de placas.
2. A barra de ferramentas fornece acesso rapido a fungdes importantes de carregamento de
placas.
3. O painel principal exibe a descrigdo da placa e as opgdes da placa a medida que séo
aplicadas.
4. O painel direito exibe as opgdes usadas para personalizar a placa.
5. O painel inferior exibe o tipo de placa e fornece acesso rapido as opgdes de exibigao.
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Comandos do menu File (Arquivo)

Save (Salvar) — salva o arquivo de dados da placa no local especificado na guia File (Arquivo) na
caixa de diadlogo User Preferences (Preferéncias do usuario). Consulte Alteragao das configuragées
de arquivo padrao na pagina 65 para obter mais informagdes. Este item de menu esta disponivel
somente ao criar um novo arquivo de placa.

Save As (Salvar como) — Salva o arquivo de dados de placa aberto com um novo nome fornecido
pelo usuario. Este item de menu esta disponivel somente ao criar um novo arquivo de placa.

Extract Plate (Extrair placa) — abre uma caixa de didlogo na qual é possivel extrair/salvar o arquivo
de placa (.pltd). Este item de menu estéa disponivel somente ao exibir ou editar um arquivo de placa
existente.

Print (Imprimir) — imprime o arquivo de dados de placa aberto.

Close (Fechar) — fecha o Plate Editor (Editor de placa).

Comandos do menu Settings (Configuracgoes)

Plate Size (Tamanho da placa) — fornece opgdes para selecionar um tamanho de placa para a
execugao.

Nota: O Sistema CFX Dx pode usar apenas uma placa de 96 pogos.

Plate Type (Tipo de placa) — permite escolher o tipo de pogos na placa que contém suas amostras,
BR White (BR branco) ou BR Clear (BR transparente). Para uma analise de dados precisa, o tipo de
placa selecionado deve ser o mesmo tipo de placa usado na execugao.

Number Convention (Convencido de numeros) — Permite selecionar ou desmarcar a opgéo de
exibir unidades em notacao cientifica. O padrao é exibir unidades em notagao cientifica.

Units (Unidades) — permite escolher as unidades a exibir nas planilhas ao realizar a quantificacéo
de incognitas versus uma curva padréo.

Edicao dos comandos do menu Tools (Ferramentas)

Setup Wizard (Assistente de configuragao) — abre o Setup Wizard (Assistente de configuracéo),
no qual & possivel definir o layout e os parametros de analise para a placa atual. E possivel usar o
Setup Wizard (Assistente de configuragao) antes, durante ou depois de uma execugao ser concluida.

Spreadsheet View/Importer (Exibir/importar planilha) — abre a caixa de dialogo View (Exibir),
que exibe o layout da placa como um modelo em formato de planilha. E possivel usar esta caixa de
didlogo para exportar ou importar dados de modelo de placa no formato .csv.

Flip Plate (Inverter placa) — inverte o contetido da placa em 180°.
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Comandos da Barra de ferramentas

[Ei] Salva o arquivo de placa atual.
Exibe uma lista suspensa da qual é possivel aumentar ou reduzir a

ampliagao da exibigcao de placa.

Exibe uma lista suspensa a partir da qual é possivel selecionar um modo de
{8l 5can Mode | FRET  ~ varredura, que instrui o instrumento de quais canais coletar os dados de
fluorescéncia durante uma execugéo.

Abre o Well Groups Manager (Gerenciador de grupos de pogos), que pode

";, Well Groups...
ser usado para criar grupos de pogos para a placa atual.

I@ Trace Styles... Exibe uma caixa de didlogo na qual é possivel selecionar as cores e 0s
simbolos para os tragados de amplificagéo.

Abre a caixa de dialogo View (Exibir), que exibe o layout da placa como
um modelo em formato de planilha. E possivel usar esta caixa de dia-
logo para exportar ou importar dados de modelo de placa no formato
.CSV.

== Spreadsheet View/lmporter

@ Plate Loading Guide Exibe as etapas necessarias para configurar uma placa e carregar os
pogos.
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Criacao de um arquivo de placa usando o Plate Editor
(Editor de placa)

Usando o Plate Editor (Editor de placa), & possivel criar arquivos de placa personalizados. Também é
possivel editar e salvar arquivos de placa salvos anteriormente ou fornecidos com o Software CFX
Manager Dx.

Para criar um novo arquivo de placa, execute o seguinte:
B Abra um arquivo de placa no Plate Editor (Editor de placa).
B Selecione o tipo de placa.

Nota: O tipo de placa para o arquivo de placa deve ser o mesmo da placa no médulo de
reagao.

B Selecione o modo de varredura a usar no protocolo.
B Selecione os fluoréforos a usar na placa.

B Selecione o tipo de amostra, os alvos e as amostras.
B Selecione as réplicas, se apropriado.

B Salve o layout da placa.

Dica: Para criar uma nova placa a partir de arquivos de placa salvos anteriormente ou exemplo,
consulte Abertura de um arquivo de placa existente no Plate Editor (Editor de placa) na pagina
113.

Abertura de um novo arquivo de placa no Plate Editor (Editor de
placa)

O Software CFX Manager Dx oferece varias opgdes para abrir um novo arquivo de placa:

B Najanela Home (Inicio)

B Na caixa de dialogo Startup Wizard (Assistente de inicializagao)

B Na caixa de dialogo Run Setup (Configuragédo da execugéo)

Para abrir um novo arquivo de placa na janela Home (Inicio)

» Selecione File (Arquivo) > New (Nova) > Plate (Placa).

A janela Plate Editor (Editor de placa) abre exibindo a arquivo de placa padrao do instrumento
selecionado.
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Dica: Para obter informagdes sobre como configurar seu arquivo de placa padréo, consulte
Alteracéo das configuragdes de arquivo padréao na pagina 65.

Para abrir um novo arquivo de placa com o Startup Wizard (Assistente de inicializagao)

1.

Na janela Home (Inicio), execute uma das op¢des a seguir para abrir o Startup Wizard
(Assistente de inicializagdo), se n&o estiver em exibigao:

B Selecione View (Exibir) > Startup Wizard (Assistente de inicializagao).
B Clique em Startup Wizard (Assistente de inicializacdo) na barra de ferramentas.

Por padréao, o Startup Wizard (Assistente de inicializagao) exibe a guia Run Setup (Configuragédo
da execugdo) com o instrumento CFX96™ selecionado.

Se necessario, selecione o tipo de instrumento na lista suspensa.

Para criar uma nova placa, clique em User-defined (Definido pelo usuario) como o tipo de
execugao.

A caixa de didlogo Run Setup (Configuragéo da execugédo) abre exibindo a guia Protocol
(Protocolo).

Clique na guia Plate (Placa) e em Create New (Criar nova).

A janela Plate Editor (Editor de placa) abre exibindo o layout da placa padréo do instrumento
selecionado.

Para abrir um novo arquivo de placa na caixa de dialogo Run Setup (Configuragao da

execugao)

1.

Na janela Home (Inicio), execute uma das opgdes a seguir para abrir a caixa de dialogo Run
Setup (Configuragdo da execugéo):

B Selecione Run (Executar) > User-defined Run (Execucao definida pelo usuario).

B Clique em User-defined Run Setup (Configuragao da execugao definida pelo usuario) na
barra de ferramentas.

A caixa de dialogo Run Setup (Configuragao da execugédo) abre na guia Protocol (Protocolo).
Para criar uma nova placa, clique na guia Plate (Placa) e clique em Create New (Criar nova).

A janela Plate Editor (Editor de placa) abre exibindo o layout da placa padr&o do instrumento
selecionado.

112 | Sistemas CFX96 Dx e CFX96 Deep Well Dx



Criag&o de um arquivo de placa usando o Plate Editor (Editor de placa)

Abertura de um arquivo de placa existente no Plate Editor
(Editor de placa)

O Software CFX Manager Dx fornece arquivos de placa de amostra que é possivel editar e salvar
como uma nova placa. Também é possivel criar um novo arquivo de placa a partir de um arquivo de
placa salvo anteriormente.

Para abrir um arquivo de placa de amostra
1. Najanela Home (Inicio), selecione File (Arquivo) > Open (Abrir) > Plate (Placa).
O Windows Explorer abre o local da pasta de arquivos Sample (Amostra) do CFX Manager Dx.
2. Abraa pasta de arquivos Sample (Amostra) e abra a pasta Plates (Placas).
3. Selecione a placa de sua escolha e clique em Open (Abrir).
O arquivo da placa de amostra é aberto na janela Plate Editor (Editor de placa).

4. Selecione File (Arquivo) > Save As (Salvar como) e salve o arquivo de placa com um novo nome
ou em uma nova pasta.

Par abrir um arquivo de placa de amostra salvo anteriormente

1. Najanela Home (Inicio), Selecione File (Arquivo) > Open (Abrir) > Plate (Placa), navegue,
selecione a placa do alvo e clique em Open (Abrir).

A placa do alvo é aberta na janela Plate Editor (Editor de placa).

2. Selecione File (Arquivo) > Save As (Salvar como) e salve o arquivo de placa com um novo nome
ou em uma nova pasta.
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Configuragao de um novo arquivo de placa

Dica: Se o arquivo da placa incluir os parametros necessarios (por exemplo, se estiver editando
uma amostra ou um arquivo de placa existente), vocé pode ignorar esta se¢do. Continue com
Atribuigdo de parametros opcionais ao arquivo da placa na pagina 120.

Novos arquivos de placa requerem os seguintes parametros:
B Plate Size (Tamanho da placa)

B Plate Type (Tipo de placa)

B Scan mode (Modo de varredura)

B One fluorophore (Um fluoréforo) (corante)

B One sample type (Um tipo de amostra)

Seleg¢ao do tamanho e tipo de placa

Importante: E necessario selecionar o tamanho da placa durante a configuragéo de uma placa.
N&o é possivel alterar o tamanho da placa durante a execugéo ou depois dela.

O software aplica o tamanho e tipo de placa a todos os pogos durante a execugao. Certifique-se de
que o tamanho de placa selecionado seja o mesmo da placa que sera usada na execugao.

A Bio-Rad oferece os instrumentos CFX96 e CFX96 Deep Well calibrados de fabrica para muitas
combinagdes de corante fluorescente e placa. A calibragao é especifica do instrumento, corante e tipo
de placa. Certifique-se de que o fluoréforo que planeja usar esteja calibrado para o tipo de placa
selecionado.

Sele¢ao do modo de varredura

Os sistemas CFX96 e CFX96 Deep Well excitam e detectam fluoréforos em cinco canais. Todos os
sistemas usam varios modos de varredura de aquisigdo de dados para coletar dados de fluorescéncia
durante uma execugéo.

O Software CFX Manager Dx oferece trés modos de varredura:
B All Channels (Todos os canais)

[0 Fazavarredura dos canais 1 até 5 nos sistemas CFX96 e CFX96 Deep Well
= SYBR®/FAM

[0 Fazavarredura apenas do canal 1

[0 Oferece uma varredura rapida

114 | Sistemas CFX96 Dx e CFX96 Deep Well Dx



Criag&o de um arquivo de placa usando o Plate Editor (Editor de placa)

® FRET
[0 Fazavarredura apenas do canal FRET

[0 Oferece uma varredura rapida

Selecgao de fluoréforos

Importante: Antes de iniciar a execucgéo, o Software CFX Manager Dx verifica se os fluoréforos
especificados na placa estao calibrados no instrumento. Nao é possivel executar uma placa se
ela incluir fluoréforos que néo foram calibrados no instrumento.

Deve-se carregar pelo menos um fluoréforo no layout da placa antes da execugao. E possivel
adicionar quantos fluoréforos forem necessarios neste momento, mas a placa deve conter pelo
menos um fluoréforo. Os fluoréforos selecionados aparecem como opgdes para alvos em Target
Names (Nomes de alvos).

Use a caixa de dialogo Select Fluorophores (Selecionar fluoréforos) para carregar fluoréforos (ou
corantes de placa) nos controles de carregamento de pogos do Plate Editor (Editor de placa). Os
fluoréforos que aparecem na caixa de dialogo Select Fluorophores (Selecionar fluoréforos)
dependem do modo de varredura selecionado:

®  AllChannels (Todos os canais)
Todos os fluoréforos disponiveis aparecem.

Dica: E possivel adicionar quantos fluoréforos forem necessarios, mas & possivel carregar
apenas um fluoréforo por canal em cada pogo.

= SYBR®FAM

Apenas fluoréforos do canal 1 aparecem.
B FRET

Apenas o fluoréforo do canal 6 aparece.

Dica: O fluoréforo FRET do canal 6 aparece somente quando FRET é o modo de varredura
selecionado. N&o esta disponivel para o modo de varredura All Channels (Todos os canais).

Nota: Nao é possivel adicionar fluor6foros nem remové-los diretamente na caixa de dialogo
Select Fluorophore (Selecionar fluoréforo). Deve-se calibrar novos fluoréforos em um
instrumento usando o Calibration Wizard (Assistente de calibragéo). Apds a calibragdo, o novo
fluoréforo é adicionado automaticamente a esta lista.
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Selegao de tipos de amostra

Importante: Selecione pelo menos um tipo de amostra para atribuir aos pogos da placa antes da
execugao.

O Software CFX Manager Dx oferece cinco tipos de amostra:

Unknown (Desconhecida)

Standard (Padr&o)

NTC (sem controle de modelo)
Positive Control (Controle positivo)
Negative Control (Controle negativo)

NRT (sem transcriptase reversa)

Atribua os tipos de amostra aos pogos da placa.

Configuragado de uma nova placa

Para configurar uma nova placa

1.
2.

Abra uma nova placa na janela Plate Editor (Editor de placa).

Para definir o tamanho da placa, selecione Settings (Configuragdes) > Plate Size (Tamanho da
placa) e selecione o tamanho de placa apropriado no menu suspenso.

Para configurar o tipo de placa, selecione Settings (Configuragdes) > Plate Type (Tipo de placa)
e selecione BR White (BR branco) ou BR Clear (BR transparente) no menu suspenso.

Opcionalmente, no menu Settings (Configuragdes), é possivel alterar a convengéo de
numeracgéo e as unidades de exibi¢ao:

B Para alterar a convencgéao de numeros, selecione Settings (Configuragdes) > Number
Convention (Convencdo numeracao) e selecione Scientific Notification (Notagdo cientifica).

Dica: Scientific Notation (Notagao cientifica) esta selecionada por padrédo. Neste caso,
selecionar Scientific Notation (Notagao cientifica) desmarca o padrao e configura a
convencao de numeragao com o formato padrao.

B Paraalterar as unidades de exibi¢do, selecione Settings (Configuragdes) > Units (Unidades)
e selecione um novo valor de unidade.

Para configurar o modo de varredura, selecione o modo de varredura apropriado na lista
suspensa Scan Mode (Modo de varredura) na barra de ferramentas da janela do Plate Editor
(Editor de placa).
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6. Selecione os fluoréforos necessarios para a placa:

a. No painel direito, clique em Select Fluorophores (Selecionar fluoréforos).

A caixa de dialogo Select Flourophores (Selecionar fluoréforos) aparece. Vocé vera os
fluoréforos disponiveis para o tipo de modo de varredura selecionado a Etapa 5, por
exemplo:

Select Fluorophores

|
§
!

Cal Orange 560
Cal Gold 540
VIC
3 ROX
Texas Red
CalRed 610
Tex 615
4 Cy5
Quasar 670
5 Quasar 705
Cy5-5

A0 ann= o

i

b. Para selecionar um fluoréforo, clique em sua caixa de selegao Selected (Selecionado).

Dica: Para remover um fluoréforo da lista, desmarque sua caixa de selegao Selected
(Selecionado).

c. Paraalterar a cor de exibigao do fluoréforo, clique em sua caixa Color (Cor).

Nota: A cor selecionada representa o fluoréforo na janela do Plate Editor (Editor de
placa) e nos graficos Data Analysis (Analise de dados).

d. Na caixa de dialogo Color (Cor), selecione a cor que deseja ou clique em Define Custom
Colors (Definir cores personalizadas) e crie uma nova cor para representar o fluoréforo.

e. Clique em OK para salvar as alteragdes e sair da caixa de dialogo Select Fluorophores
(Selecionar fluoroforos).

7. Selecione ao menos um pogo no qual carregar um tipo de amostra. Por padrdo, o pogo A1 esta
selecionado.

No painel da placa, execute uma das opgdes a seguir:
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B Para carregar varios pog¢os adjacentes, clique em um pogo e arraste até o pogo do alvo.

B Para carregar varios pogos nao adjacentes, mantenha pressionada a tecla Control e clique
em cada pogo.

B Paracarregar uma coluna inteira com o mesmo tipo de amostra, clique no nimero da
coluna.

B Paracarregar uma linha inteira, clique no nimero da linha.

B Paracarregar a placa inteira, clique no canto superior esquerdo da placa.

Por exemplo:
Plate Editor - New o x
File Settings Editing Tools ?
[=] o Scon Mode |All Channels  ~ | (G Well Groups... |I&] Trace Styles... | =3 Spreadsheet View/Importer | ({45) Plate Loading Guide
1 2 3 4 5 13 7 8 k] 10 11 12 @ Select Flucrophores... ~
A
Samples Type -~
B
—
c
D none
E
none
r
1 g
G
H ) Eperment Settings
E{] Clear Replicate #
¥ CearWels
v
Vew oK Cancel
Plate Type: BR Clear Sample ] Well Group [ Biological Set ] Well Note Sz

8. Atribua um tipo de amostra ao pogo ou pogos selecionados no menu suspenso Sample Type
(Tipo de amostra).

Sample Type e
LInknown
NTC

Positive Contral
Megative Control
NRT

9. Atribua pelo menos um fluoréforo a todos os pogos que contenham um tipo de amostra.
E possivel atribuir mais de um fluoréforo para um pogo ou grupo de pogos.
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Nota: E possivel atribuir apenas um fluoréforo por canal. Ndo é possivel atribuir mais de um
fluoréforo do mesmo canal ao mesmo pogo.

Dica: E possivel associar um alvo ao fluoréforo ou atribuir apenas o fluoréforo ao pogo neste
momento e associar um alvo ao fluoréforo depois de executar o experimento.

B Para atribuir apenas um fluoréforo aos pogos selecionados, na se¢éo Target names (Nomes
de alvos) no painel direito, marque a caixa de selegéo Load (Carregar) do fluoréforo
especifico.

B Para associar um alvo a um fluoréforo, na se¢éo Target names (Nomes de alvos), selecione
um nome de alvo na lista suspensa para o fluoréforo especifico. O software marca
automaticamente a caixa de selegéo Load (Carregar).

Load Target Mame
L] FAM

[] SYBR

10. Para pogos que contenham um tipo de amostra Standard (Padr&o), € necessario carregar uma
concentragéo. Cada pogo pode ter um valor de concentragao diferente. Por padrao, o Software
CFX Manager Dx carrega a concentracéo de 1,00E+06 para todos os pogos com um tipo de
amostra Standard (Padréo). E possivel alterar o valor, se necessario.

a. No painel da placa, selecione o pogo Standard (Padrdo) ou o grupo de pogos.

b. Na secéo Concentration (Concentragao), clique em Load (Carregar) para carregar o valor do
POGO ou pogos selecionados.

c. (Opcional) Para carregar outra concentragao, digite o novo valor na caixa de texto
Concentration (Concentragéo) e pressione Enter.

d. Execute esta etapa para todos os pogos com tipo de amostra Standard (Padréo).

Dica: Para carregar a mesma concentragéo em todos os pogos Standard (Padréo),
verifique se <All> (Todos) aparece na lista suspensa abaixo do valor Concentration
(Concentragao). Para carregar o mesmo valor de concentragao em todos os pogos com
um fluoréforo especifico, clique na lista suspensa e selecione o fluoréforo.

11. Clique em OK para salvar a nova placa.

Manual de operacdo | 119



Capitulo 7 Preparagao de placas

Atribuicao de parametros opcionais ao arquivo da placa

Um arquivo de placa contém informagdes sobre o contetido de cada pogo carregado com amostra
para uma execugao. Apds a execucédo, o Software CFX Manager Dx associa o conteido do pogo aos
dados de fluorescéncia coletados durante o protocolo e aplica a analise apropriada na janela Data
Analysis (Analise de dados).

No CFX Manager Dx, vocé pode atribuir par@metros a cada pogo em sua placa antes, durante ou
mesmo depois de executar experimentos. Vocé pode atribuir os parametros a um arquivo de placa
existente ou a um novo arquivo de placa. Esses pardmetros incluem:

B Target names (Nomes de alvos) — o alvo ou alvos de interesse (genes ou sequéncias) em
cada poco carregado.

B Sample names (Nomes de amostras) — o identificador ou a condigdo que corresponde a
amostra em cada pogo carregado, como OHr, 1Hr ou 2Hr.

Dica: Nomes de alvos de grupos bioldgicos devem ser os mesmos entre pogos para
comparar os dados na guia Gene Expression (Expresséo génica) na janela Data Analysis
(Analise de dados). Cada nome deve conter o mesmo uso de maiusculas/mindsculas,
pontuacao e espagamento. Por exemplo, “Actin” ndo € o mesmo que “actin”, “2Hr” ndo é o
mesmo que “2 hr.” e “Camundongo 1” ndo € a mesma coisa que “camundongo1”. Para
garantir consisténcia na nomeacao, insira os nomes na secao Libraries (Bibliotecas) em
User > User Preferences > Plate (Usuario > Preferéncias do usuario > Placa), disponivel na

janela Home (Inicio).

B Biological sets (Conjuntos biolégicos) — o identificador ou a condi¢éo que corresponde a um
conjunto de pogos.

B Replicates (Réplicas) — cada poco que é usado para analisar a mesma combinagéo de
amostra e alvo(s), ou seja, replicar reacbes de qPCR.

® Dilution series (Séries de diluigao) — a quantidade para alterar a concentragéo do tipo de
amostra Padrao dentro de um grupo de réplicas para criar dados da curva padrao para analisar.
Atribuicao de um alvo a pogos

Dica: E possivel atribuir o mesmo nome de alvo a um Ginico pogo ou varios pogos. Também &
possivel atribuir varios alvos ao mesmo pogo.

Para atribuir um alvo a um pogo ou grupo de pogos

1. No Plate Editor (Editor de placa), verifique se 0 pogo ou o grupo de pogos tem um tipo de amostra
atribuido.
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Consulte Selecéao de tipos de amostra na pagina 116 para obter mais informagdes sobre
atribuigao de tipos de amostra a pogos.

2. No painel da placa, selecione o pogo ou o grupo de pogos:
B Para selecionar um unico pogo, clique no pogo.
B Para selecionar varios pogos adjacentes, clique em um poco e arraste até o pogo-alvo.

B Para selecionar varios pogos nao adjacentes, mantenha pressionada a tecla Control e clique
em cada pogo.

B Para selecionar uma coluna inteira com o mesmo tipo de amostra, clique no numero da
coluna.

B Para selecionar uma linha inteira, clique no numero da linha.

3. No painel direito, selecione um nome na lista suspensa Target Name (Nome do alvo) para cada
fluoréforo selecionado.

Load Target Mame
[ ] FAM

[] SYBR

4. Repita a Etapa 3 para cada pogo ou grupo de pogos ao qual deve atribuir um alvo.

Dica: E possivel atribuir o mesmo nome de alvo ou um diferente para cada fluoréforo
selecionado.

5. Clique em OK para aceitar as alteragdes e salvar a placa.
Para remover um nome de alvo

» Pararemover um nome de alvo do pogo ou grupo de pogos selecionado, limpe a caixa de
selecdo Load (Carregar).

Importante: Remover um nome de alvo de um pogo também remove seu fluoréforo associado.
Tenha cuidado ao remover um nome de alvo de um pogo.

Para adicionar um nome de alvo a lista
» Para adicionar um nome de alvo a lista suspensa, execute uma das opgdes a seguir:
B Digite um nome na lista suspensa Target Name (Nome do alvo) e pressione Enter.

Dica: Os nomes de alvos adicionados a uma lista aparecerdao em todas as outras listas
de alvos.
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B Cligue no simbolo + verde a direita da lista suspensa, digite um nome para o alvo e
pressione Enter.

m  Clique em User Preferences (Preferéncias do usuario) na barra de ferramentas e adicione o
nome a biblioteca Target Names (Nomes de alvos) na guia Plate (Placa).

Importante: Os nomes de alvos adicionados na lista suspensa ficam disponiveis somente
para a placa atual e apenas se vocé atribuir o nome a um pogo e salvar o layout da placa. Se
vocé nao atribuir o nome a um pogo e salvar o layout da placa, o nome néo é salvo e nao
estara disponivel para uso futuro. Para adicionar permanentemente um nome de alvo,
adicione-o também a biblioteca Target Names (Nomes de alvos) usando a caixa de didlogo
User Preferences (Preferéncias do usuario). Os nomes adicionados a biblioteca estaréo
disponiveis quando vocé abrir o Plate Editor (Editor de placa) novamente. Consulte
Configuragéo dos parametros de placa padrdo na pagina 68 para obter mais informacdes.

Para excluir um nome de alvo da lista

1.

Clique em User Preferences (Preferéncias do usuario) na barra de ferramentas.

A caixa de didlogo User Preferences (Preferéncias do usuario) aparece, exibindo a guia Plate
(Placa).

Na biblioteca Target Names (Nomes de alvos) na guia Plate (Placa), selecione o nome a excluir e
pressione a tecla Delete.

Cliqgue em OK para salvar as alteragdes e sair da caixa de didlogo User Preferences
(Preferéncias do usuario).

Importante: Nao é possivel excluir nomes de alvos que tenham sido salvos com um arquivo
de placa. Nomes personalizados adicionados a lista suspensa Target Names (Nomes de
alvos) que vocé ndo usa e salva com a placa sdo removidos automaticamente da lista.
Nomes excluidos da biblioteca Target Names (Nomes de alvos) sdo removidos
permanentemente do software e ndo ficam mais disponiveis para os usuarios. Tenha
cuidado ao excluir nomes de alvos.

Atribuicao de um nome de amostra a pogos

Nota: Para atribuir um nome de amostra, € necessario atribuir ao menos um fluoréforo aos pogos

selecionados. Se um fluoréforo nao foi atribuido aos pogos selecionados, a lista suspensa

Sample Names (Nomes de amostras) é desativada. Consulte Atribuicdo de um alvo a pocos na
pagina 120 para obter mais informagdes sobre atribuicao de fluoréforos.

Dica: E possivel atribuir apenas um nome de amostra a cada pogo ou grupo de pogos.
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Para atribuir um nome de amostra a um pogo ou grupo de pogos

1. No Plate Editor (Editor de placa), verifique se um fluoréforo foi atribuido ao pogo ou grupo de
poGgos.

2. No painel da placa, selecione o po¢o ou grupo de pogos.

3. No painel direito, selecione um nome na lista suspensa Sample Names (Nomes de amostras).

Sample Type w

Lnknown
NTC
Posttive Contral

Megative Control
NRT

4. Repita a Etapa 3 para cada pogo ou grupo de pogos aos quais deve atribuir um nome de amostra.

5. Clique em OK para aceitar as alteragdes e salvar a placa.
Para remover um nome de amostra

» Pararemover um nome de amostra de um pogo ou grupo de pogos selecionado, desmarque a
caixa de selegéo Load (Carregar).

Para adicionar um nome de amostra a lista

» Para adicionar um nome de amostra a lista suspensa, execute uma das opgdes a seguir:
B Digite um nome na lista suspensa Sample Names (Nomes de amostras) e pressione Enter.
B Clique no simbolo + verde a direita da lista suspensa e digite um nome para a amostra.

B Cliqgue em User Preferences (Preferéncias do usuario) na barra de ferramentas e adicione o
nome a biblioteca Sample Names (Nomes de amostras) na guia Plate (Placa).

Importante: Os nomes de amostras adicionados na lista suspensa ficam disponiveis
somente para a placa atual e apenas se vocé atribuir o nome a um pogo e salvar o layout da
placa. Se vocé nao atribuir o nome a um pogo e salvar o layout da placa, o nome nao é salvo
e ndo estara disponivel para uso futuro. Para adicionar permanentemente um nome de
amostra, adicione-o também a biblioteca Sample Names (Nomes de amostras) usando a
caixa de diadlogo User Preferences (Preferéncias do usuario). Os nomes adicionados a
biblioteca estarao disponiveis quando vocé abrir o Plate Editor (Editor de placa) novamente.
Consulte Configuragao dos paréametros de placa padréo na pagina 68 para obter mais
informagoes.
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Para excluir um nome de amostra da lista
1. Clique em User Preferences (Preferéncias do usuario) na barra de ferramentas.

A caixa de dialogo User Preferences (Preferéncias do usuario) aparece, exibindo a guia Plate
(Placa).

2. Na biblioteca Sample Names (Nomes de amostras) na guia Plate (Placa), selecione o nome a
excluir e pressione a tecla Delete.

3. Clique em OK para salvar as alteragbes e sair da caixa de didlogo User Preferences
(Preferéncias do usuario).

Importante: N&o é possivel excluir nomes de amostras que tenham sido salvos com um
arquivo de placa. Nomes personalizados adicionados a lista suspensa Sample Names
(Nomes de amostras) que vocé nado usa e salva com a placa sao removidos
automaticamente da lista. Nomes excluidos da biblioteca Sample Names (Nomes de
amostras) sdo removidos do software e nao ficam mais disponiveis para os usuarios. Tenha
cuidado ao excluir nomes de amostras.

Atribuicao de conjuntos biolégicos a pogos

Nota: Para atribuir um conjunto biolégico, é necessario atribuir ao menos um fluoréforo aos
pogcos selecionados. Atribuir um fluoréforo ativa aciona a lista suspensa Biological Set Name
(Nome do conjunto biolégico). Consulte Atribuicdo de um alvo a pogos na pagina 120 para obter
mais informagdes sobre atribuigao de fluoréforos.

Dica: E possivel atribuir um conjunto bioldgico a cada pogo ou grupo de pogos.
Para atribuir um conjunto biolégico a um pogo ou grupo de pogos

1.  Nas opgdes de View (Exibir) na parte inferior da janela do Plate Editor (Editor de placa), marque a
caixa de selegdo Biological Set (Conjunto biolégico).

2. No Plate Editor (Editor de placa), verifique se um fluoréforo foi atribuido ao pogo ou grupo de
pOGoSs.

3. No painel da placa, selecione o pogo ou grupo de pogos.

4. No painel direito, selecione um nome na lista suspensa Biological Set Name (Nome do conjunto
biologico).

Software CFX Manager Dx marca automaticamente sua caixa de sele¢éo Load (Carregar).

Load Biological Set Name

m
1Hr

|
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5. Repita a Etapa 4 para cada pog¢o ou grupo de po¢os aos quais deve atribuir um conjunto
biolégico.

6. Clique em OK para aceitar as alteragdes e salvar a placa.

Dica: Atribuir nomes de conjuntos bioldgicos a pogos ativa Biological Set Analysis Options
(Opcoes de analise de conjuntos bioldgicos) na caixa de dialogo Experiment Settings
(Configuragdes do experimento), em que € possivel realizar analises de amostras em uma
de quatro configuragdes. Consulte a secdo Alteragao de configuragdes do experimento na
pagina 131 para obter mais informagdes.

Para remover um conjunto biolégico

» Pararemover um conjunto biolégico do pogo ou grupo de pogos selecionado, desmarque a caixa
de selecéo Load (Carregar).

Para adicionar um nome de conjunto biolégico a lista

» Para adicionar um nome de conjunto biolégico a lista suspensa, digite um nome na caixa da lista
suspensa Biological Set Name (Nome do conjunto bioldgico) e pressione Enter:

Importante: Os nomes de conjuntos biolégicos adicionados na lista suspensa ficam
disponiveis somente para a placa atual e apenas se vocé atribuir o nome a um pogo e salvar
o layout da placa. Se vocé n&o atribuir o nome a um pogo e salvar o layout da placa, o nome
ndo é salvo e ndo estara disponivel para uso futuro.

Para exibir todos os conjuntos biolégicos na placa

» Marque a caixa de selegdo Biological Set (Conjunto biolégico) nas opgdes de View (Exibir) na
parte inferior da janela Editor.

View
Sample ] Well Group Biological Set [ Wel Note

Todos os pogos exibem o nome de seu respectivo conjunto biolégico, se atribuido. O controle
Biological Set Name (Nome do conjunto bioldgico) é exibido no painel direito.

Para ocultar conjuntos biolégicos, desmarque a caixa de selegao Biological Set (Conjunto
bioldgico) nas opgoes de View (Exibir).

Atribuicao de numeros de réplicas a pocos

Importante: Para atribuir nUmeros de réplicas, os pogos selecionados devem ter conteudos de
poco idénticos. Ou seja, 0s pogos selecionados devem ter o mesmo tipo de amostra e fluoréforo.
Se apropriado, eles também devem receber os mesmos nomes de alvo e de amostra e 0o mesmo
conjunto bioldgico. Se eles ndo forem os mesmos, o Software CFX Manager Dx n&o ativa esta
opgao.
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Para atribuir nGmeros de réplicas a um grupo de pogos
1. No Plate Editor (Editor de placa), verifique se os contetdos do grupo de pogos s&o idénticos.
2. No painel da placa, selecione o grupo-alvo de pogos.

3. Para atribuir o mesmo numero de réplica a todos os pogos selecionados, na se¢do Replicate #
(N° de réplica) no painel direito, digite 0 nUmero da réplica na caixa e selecione Load (Carregar).

Load Replicate #
3 o
Replicate Series
4. (Opcional) Para aplicar uma série de réplicas a um conjunto de pogos selecionados:
a. Clique em Replicate Series (Série de réplicas). A secao Replicate # (N° de réplica) é alterada

para exibir as seguintes opc¢des:

Replicate Size: |1 =

]

Starting Replicate #: |1 =
(® Horizontal =5
(O Vertical %

Cancel Apnly

B Replicate size (Tamanho da réplica) — um nimero que representa o numero de
pocos em cada grupo de réplicas

B Starting replicate # (N° inicial da réplica) — o primeiro nimero na série de réplicas
do grupo selecionado de réplicas.

Nota: Por padrao, o Software CFX Manager Dx exibe o niUmero da réplica inicial como
um numero maior que o numero da ultima réplica atribuido na placa. Por exemplo, se o
numero da ultima réplica na placa for cinco, o préximo nimero inicial é seis. Vocé pode
alterar o numero inicial para qualquer nimero que ainda ndo esteja atribuido.

B Carregamento de diregéo (horizontal e vertical)

b. Cliqgue em Apply (Aplicar) para aplicar os parametros a série e volte para a exibicdo
Replicate # (N° de réplica).

5. Clique em OK para aceitar as alteragées e salvar a placa.
Para remover um pogo de uma série de réplicas

P Selecione o pogo ou grupo de pogos a remover e desmarque a caixa de selegdo Replicate # Load
(Carregar N° de réplica).
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Ou, vocé pode clicar em Clear Replicate # (Limpar N° de réplica) para limpar o numero de réplica
de um pogo ou grupo de pogos selecionado.

Atribuicao de uma série de diluicao a tipos de amostra padrao

Como mencionado anteriormente, é necessario atribuir um valor de concentragao a os pogos com o
tipo de amostra Standard (Padr&o). Vocé pode atribuir uma série de diluigéo a varios pogos com o tipo
de amostra Standard (Padr&o).

Nota: Para atribuir uma série de diluigdo a um grupo de pogos, os pogos devem ser incluidos em
uma série de réplicas. Consulte Atribuicdo de numeros de réplicas a pogos na pagina 125 para
obter mais informacgdes sobre como adicionar pogos a uma série de réplicas.

Para atribuir uma série de diluigdo a um grupo de pogos de amostra Standard (Padrao)
1. No Plate Editor (Editor de placa), assegure que os requisitos a seguir sejam atendidos:
B Otipo de amostra do grupo de pogos é Standard (Padréo).

B Todos os pogos no grupo tém, pelo menos, um fluoréforo atribuido e todos contém os
mesmos fluoréforos.

B Todos os pogos no grupo estdo incluidos na mesma série de réplicas.

Nota: O Software CFX Manager Dx ativa a opgao Dilution Series (Série de diluigao)
apenas quando todos os pogos selecionados atenderem a esses critérios.

2. No painel da placa, selecione o grupo-alvo de pogos.
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3. Nasecéo Concentration (Concentragdo) no painel direito, clique em Dilution Series (Série de
diluicdo). A secdo Concentration (Concentragéo) é alterada para exibir as seguintes opcoes:

Starting Concentration: |1.00E+D6

Replicates from: (9 =

to: |16 =

Dilution Facter: [10.000

() Increasing (® Decreasing
<Al

Cancel Apply

B Starting concentration (Concentragao inicial) — o valor de concentragéo a partir do qual
a série comega

B Replicates from and to (Réplicas de e para) — as réplicas da série a qual o fator de
diluicéo sera aplicado

®  Dilution factor (Fator de diluigdo) — o valor para alterar a concentragao dentro de cada
grupo de réplicas

4. Defina os valores para as op¢des ou aceite os padroes.

5. Por padrao, a série de diluigdo diminui pelo fator de diluigao. Selecione Increasing (Aumento)
para aumentar a série de diluigao.

6. (Opcional) Por padréo, o fator de diluicdo aplica-se a todos os fluoréforos da série de réplicas. Se
sua série contiver mais de um fluoréforo e vocé desejar aplicar a diluigdo a um unico fluoréforo,
selecione-o na lista suspensa.

7. Clique em Apply (Aplicar) para aplicar a série de diluigdo ao grupo de pogos e voltar a exibigao
Concentration (Concentragéo).

8. Clique em OK para aceitar as alteracdes e salvar a placa.

Cépia do conteudo do po¢o para outro poco

E possivel copiar o contetido de um poco e cola-lo em um tinico pogo ou em varios pocos. Entretanto,
vocé pode copiar o conteudo de apenas um Unico pogo. Nao é possivel selecionar varios pogos e
copiar seus conteudos.

Para copiar conteudo do pogo para outro pogo

1. No painel de placa, selecione o pogo a ser copiado.

2. Clique com o botao direito no pogo e selecione Copy Well (Copiar pogo).

128 | Sistemas CFX96 Dx e CFX96 Deep Well Dx



Atribuicdo de pardmetros opcionais ao arquivo da placa

3. Selecione o pogo ou pogos em que o contelido deve ser colado:
B Para selecionar um unico pogo, clique no pogo.
B Para selecionar varios pogos adjacentes, clique em um pogo e arraste até o pogo-alvo.

B Para selecionar varios pogos nédo adjacentes, mantenha pressionada a tecla Control e clique
em cada pogo.

4. Com os pogos-alvo selecionados, clique com o bot&o direito e selecione Paste Well (Colar pogo).

O Software CFX Manager Dx cola o contetido do primeiro pogo nos pogos selecionados.

Adicao de uma nota a um poc¢o

E possivel adicionar uma nota descritiva a um pogo. Vocé pode exibir as notas na guia Quantification
(Quantificagé@o) na janela Data Analysis (Analise de dados).

Para adicionar uma nota a um pog¢o
1. No painel de placas, selecione 0 pogo ou pogos aos quais planeja adicionar uma nota.
2. Nasegao View (Exibir) no painel inferior, selecione Well Note (Nota do poco).

A area Well Note (Nota do pogo) aparece no painel direito.

Well Note
<none> v ‘

3. Digite o contetido da nota na caixa de texto e pressione Enter.
O texto aparece na parte inferior dos pogos selecionados.

Dica: Se criou uma nota de pogo anterior, vocé pode seleciona-la na lista suspensa e aplica-
la aos pogos selecionados.

Limpeza de todo o conteudo de pogos

Vocé pode limpar um pogo individual, um grupo de pogos ou todo o conteudo de toda a placa. A
limpeza de pogos ndo remove os dados de fluorescéncia coletados durante a leitura de placa.

Limpar um pogo remove permanentemente o contelido do pogo. Tenha cuidado ao limpar pogos.

Para limpar toda configuragao dos pogos

1. No Plate Editor (Editor de placa), selecione o pogo ou o grupo de pogos no painel de placa:
B Para selecionar um unico pogo, clique no pogo.

B Para selecionar varios pogos adjacentes, clique em um pogo e arraste até o pogo-alvo.
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B Para selecionar varios pogos ndo adjacentes, mantenha pressionada a tecla Control e clique
em cada pogo.

B Para selecionar uma coluna inteira com o mesmo tipo de amostra, clique no numero da
coluna.

B Paraselecionar uma linha inteira, clique no niumero da linha.
2. No painel direito, clique em Clear Wells (Limpar pogos).
O Software CFX Manager Dx limpa toda as configuragbes dos pogos selecionados.

3. Clique em OK para aceitar as alteragdes e salve a placa.
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Alteracao de configuragoes do experimento

Use a caixa de dialogo Experiment Settings (Configuragdes de experimento) para exibir ou alterar a
lista de alvos ou amostras, ou para selecionar o grupo de analise e a opgao de analise de expressao
génica se conjuntos bioldgicos foram atribuidos a pogos na placa.

Na caixa de dialogo Experiment Settings (Configuragdes de experimento), a guia Targets (Alvos)
exibe uma lista de nomes de alvos para cada reagao de PCR, como o gene alvo ou sequéncias de
genes de interesse.

A guia Samples (Amostras e grupos bioldgicos) exibe uma lista de nomes de amostras que indica a
origem do alvo, como uma amostra obtida em a 1 hora (1Hr) ou de um individuo especifico
(camundongo1).

Para alterar as configuragoes de placa usando a caixa de dialogo Experiment Settings
(Configuragées de experimento)

1. Paraabrir a caixa de didlogo Experiment Settings (Configuragdes de experimento), execute uma
das opgoes a seguir:

B No painel direito no Plate Editor (Editor de placa), clique em Experiment Settings
(Configuragdes de experimento).

B Na guia Gene Expression (Expresséo génica) na janela Data Analysis (Analise de dados),
clique em Experiment Settings (Configuracbes de experimento).

A caixa de dialogo Experiment Settings (Configuragdes de experimento) aparece exibindo o
conteudo da guia Targets (Alvos).
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Experiment Settings

Targets  Samples

MName 4 Full Name Reference Sééfncé;r:
1 B S
bl GAPDH GAPDH B B
Mew: | Add
[] Show Analysis Settings
Biological Set Anahysis Options: Target vs. Sample -

Exclude the following sample types from Gene Expression analysis:

MTC [ ] MRT [] Megative Contral [ ] Postive Control [_] Standard

Canc

2. Paraadicionar um novo nome de alvo ou amostra, digite na guia adequada um nome na caixa de
texto New (Novo) e clique em Add (Adicionar).

3. Pararemover um ou mais nomes de alvo ou amostra da lista, marque, na guia apropriada, a
caixa de selecéo do item na coluna Select to Remove (Selecionar para remover) e clique em
Remove checked item(s) (Remover itens marcados).

4. O Software CFX Manager Dx exclui a amostra tipo NTC (sem controle de modelo) da analise da
expressao génica.

Para incluir amostras tipo NTC, desmarque a caixa de selegdo na segéo Exclude the following
sample types (Excluir os seguintes tipos de amostra). E possivel optar por excluir os seguintes
tipos de amostra marcando a caixa de sele¢ao apropriada:

B NRT (sem transcriptase reversa)
B Negative Control (Controle negativo)
B Positive Control (Controle positivo)

B Standard (Padrao)
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Na guia Targets (Alvos):

a. Para selecionar um alvo como referéncia para analise de dados da expresséo génica,
selecione-o na coluna Reference (Referéncia).

b. Para ocultar configuragdes de analise que serao aplicadas na guia Gene Expression
(Expresséo génica) na janela Analysis Settings (Configuragbes de analise), desmarque
Show Analysis Settings (Mostrar configuragdes de andlise).

O software oculta as seguintes colunas:

Color (Cor)

Show Chart (Mostrar gréafico)
B Auto Efficiency (Eficiéncia automatica)
m  Efficiency % (% de eficiéncia)

c. Paraalterar a cor do alvo no grafico Gene (Expressao génica), clique em sua célula na
coluna Color (Cor), selecione uma nova cor na caixa de dialogo Color (Cor) exibida e clique
em OK.

d. Para exibir o alvo na cor selecionada no grafico Gene Expression (Expresséo génica),
marque a caixa de selegédo na coluna Show Chart (Mostrar grafico).

e. Porpadrao, o CFX Manager Dx calcula automaticamente a eficiéncia relativa de um alvo se
seus dados incluirem uma curva padrao.

Para usar um valor de eficiéncia determinado previamente, digite o valor em sua célula na
coluna Efficiency (%) (% de eficiéncia) e pressione a tecla Enter. O CFX Manager Dx
desmarca a caixa de selegao Auto Efficiency (Eficiéncia automatica).

Na guia Samples (Amostras ou Grupos biolégicos):

a. Para selecionar uma amostra como a amostra de controle para a analise de dados da
expressao génica, marque sua caixa de selegao na coluna Control (Controle).

b. Para atribuir uma condi¢ao de controle a uma amostra para uma execugao, clique em sua
caixa de sele¢éo na coluna Control (Controle).

c. Seainda néo estiver selecionado, clique em Show Analysis Settings (Mostrar configuragbes
de analise) para exibir ou alterar parametros de analise que serao aplicados na guia Gene
Expression (Expressao génica). O software oculta as colunas Color (Cor) e Show Chart
(Mostrar gréfico).
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7. Sevocé atribuiu um ou mais conjuntos bioldgicos a pogos na placa (consulte Atribuigéo de
conjuntos bioldgicos a pogos na pagina 124), selecione uma das seguintes op¢des na lista
Biological Set Analysis Options (Opgbes de analise de conjuntos biolégicos):

B Target vs. Sample (Alvo vs. Amostra) — Apenas o nome da amostra do pogo & usado nos
calculos de expressao génica.

B Target vs. Biological Set (Alvo vs. Conjunto biolégico) — Apenas o nome do conjunto
biologico é usado nos calculos.

B Target vs. Sample_Biological Set (Alvo vs. Conjunto biolégico de amostra) — O nome
da amostra e o nome do conjunto biolégico sdo combinados para criar um Unico nome usado
nos calculos.

B Target vs. Sample_Biological Set (Alvo vs. Amostra de conjunto biolégico) — Os
nomes do conjunto bioldgico e o da amostra sdo combinados para criar um Unico nome
usado nos célculos.

8. Clique em OK para salvar os parametros na caixa de dialogo Experiment Settings
(Configuragdes de experimento) e voltar a janela Plate Editor (Editor de placa).

Criacao de grupos de pocgos

Os grupos de pogos dividem uma Unica placa em subconjuntos de pogos que podem ser analisados
independentemente na janela Data Analysis (Analise de dados). Depois que os grupos de pogos
estiverem configurados, selecione um na janela Data Analysis (Analise de dados) para analisar os
dados como um grupo independente. Por exemplo, configure grupos de pogos para analisar multiplos
experimentos executados em uma placa ou para analisar cada grupo de pogos com uma curva
padrao diferente.

Nota: O grupo de pogos padréo & All Wells (Todos os pogos).
Para criar grupos de pogos

1. Para abrir o Well Groups Manager (Gerenciador de grupos de pogos), execute uma das opgdes a
seguir:

B Na barra de ferramentas do Plate Editor (Editor de placa), clique em Well Groups (Grupos de
pocos).

B Najanela Data Analysis (Analise de dados), clique em Manage Well Groups (Gerenciar
grupos de pogos).

A caixa de didlogo Well Groups Manager (Gerenciador de grupos de pogos) aparece.
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Well Groups Manager

Criagéo de grupos de pogos

Add Group 1 w Delete

1 2 3 4 5 [ 7 8 4] 10 1 12
A | Stdl || Std2 || Std3
B | 5td3 || 5td3 || 5td3
C MRET || NRT || NRT || MRT || NRT
n 0
E E MRT || NRT E NRT
F MRET || NRT || NRT || MRT || NRT
G
H

OK Cancel

2. Clique em Add (Adicionar) para criar um novo grupo. O menu suspenso exibe o nome do grupo
como Group 1 (Grupo 1) para o primeiro grupo.

3. Selecione os pogos para o grupo de pogos na exibigdo da placa clicando arrastando com pelo
grupo de pogos. Os pogos selecionados aparecem em azul no Gerenciador.

4. (Opcional) Para alterar o nome do grupo, selecione o nome no menu suspenso e digite um novo

nome.

5. (Opcional) Para excluir um grupo de pogos, selecione o nome na lista suspensa e clique em
Delete (Excluir).

6. Clique em OK para concluir e fechar a janela ou clique em Cancel (Cancelar) para fechar a janela
sem fazer alteragdes.

Importante: Para exibir os grupos de pogos, selecione Well Groups (Grupos de pogos) nas
opc¢des de View (Exibir) na parte inferior da janela do Plate Editor (Editor de placa).
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Itens de menu de clique com o botéao direito para caixa de dialogo Well Groups
Manager (Gerenciador de grupos de pogos)

Tabela 13 lista os itens de menu disponivel na caixa de dialogo Well Groups Manager (Gerenciador
de grupos de pogos) ao clicar com o botao direito em qualquer pogo.

Tabela 13. Os itens de menu de clique com o botéo direito na caixa de dialogo
Plate Editor Well Selector (Seletor de pogo do Editor de placa) do

Item

Copy (Copiar)

Funcao

Copia o contetdo do pogo, que pode entéo ser colado em
outro pogo ou pogos.

Copy as Image (Copiar como
imagem)

Copia a exibi¢do do seletor de pogo como uma imagem.

Print (Imprimir)

Imprime a exibi¢cao do seletor de pogo.

Print Selection (Imprimir
selegéo)

Imprime apenas as células selecionadas.

Export to Excel (Exportar para
Excel)

Exporta os dados para uma planilha do Excel.

Export to Csv (Exportar para
Csv)

Exporta os dados como um documento separado por
virgulas.

Export to Xml (Exportar para
Xml)

Exporta os dados como um documento .xml.

Export to Html (Exportar para
Html)

Exporta os dados como um documento .html.
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Alteracao de estilos de traco

Durante a configuragéo da placa e enquanto uma execugao estiver em progresso, € possivel
modificar a cor e o estilo dos tragos de amplificagdo. E possivel exibir faciimente os tragos na janela
de status em tempo real conforme os dados estédo sendo coletados.

Para alterar estilos de trago

1. Clique em Trace Styles (Estilos de traco) na barra de ferramentas do Plate Editor (Editor de
placa).

A caixa de didlogo Trace Styles (Estilos de traco) aparece a placa aberta, por exemplo:

Trace Styles u]

Flucrophore. Wells Color Symbol

SYBR ~ || Unknowns ~ Nane v

Color Quick Set
Random by Well | | Random by Replicate | | Use FluorColors | | Use Taget Colors | | Use Sample Colors

Well Labels: @ Sample Type (O Target Name () Sample Name (O Symbol

6 7

2

4

oK Cancel

2. Para exibir os estilos de trago por um fluoréforo especifico, selecione-o na lista suspensa
Fluorophores (Fluoréforos).

3. Para alterar a exibigao do trago:
a. Selecione o tipo de trago na lista suspensa Wells (Pogos).
b. Clique na cor na coluna Color (Cor).
c. Na caixa de dialogo Color (Cor) que aparece, escolha outra cor para o trago e clique em OK.
A alteragéo do tipo de pogo aparece na grade abaixo.

d. (Opcional) Selecione um simbolo para o trago na lista suspensa Symbols (Simbolos).
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4. Paraalterar rapidamente o conjunto de cores, clique na opgao apropriada na segéo Color Quick
Set (Defini¢ao rapida de cor).

5. Para exibir os rétulos dos pogos na grade, selecione o tipo de rétulo na segao Well Labels
(Rétulos de pogos).

6. Clique em OK para salvar as alteragées ou em Cancel (Cancelar) para cancelar as alteragdes.
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Exibicao da placa no formato de planilha

A ferramenta Spreadsheet View/Importer (Exibicdo/importagao de planilha) exibe o contetido de uma

placa no formato de planilha. E possivel usar a ferramenta Spreadsheet View/Importer
(Exibicao/importacao de planilha) para exportar os conteudos de pogos no formato delimitado por
guia em um aplicativo como o Microsoft Excel. Também é possivel importar contetdos de pogos de
um aplicativo delimitado por tabulagao.

Para usar a ferramenta Spreadsheet View/Importer (Exibigao/importagao de planilha)

1.

Na barra de ferramentas do Plate Editor (Editor de placa), clique em Spreadsheet View/Importer
(Exibicao/importacao de planilha) para abrir a caixa de didlogo Plate Spreadsheet View (Exibicao
da planilha de placas).

Plate Spreadsheet View

Fluors List: |SYBR ~ Export Template Import
Row & Column A Sample Type Replicate # “Target Name “Sample Name | Starting Quantity Units

D 10 Std 10 Tubulin dil-10 1.000E+005  copy number

D 11 Std 11 Tubulin dil-11 1L.000E+006  copy number

D 12 Std 12 Tubulin dil-12 1.000E+007  copy number

E 1 Std 1 Actin dil-1 1.000E+002  copy number

E 2 Std 2 Actin dil-2 1.000E+003  copy number

E 3 Std 3 Actin dil-3 1L.000E+004  copy number

E 4 Std 4 Actin dil-4 1.000E+005  copy number

E 5 Std 5 Actin dil-5 1.000E+006  copy number

E 3 Std 3 Actin dil-6 1.000E+007  copy number

E 7 Std 7 Tubulin dil-7 1.000E+002  copy number

E 8 Std 8 Tubulin dil-& 1.000E+003  copy number

E 9 Std 9 Tubulin dil-9 1.000E+004  copy number

E 10 Std 10 Tubulin dil-10 1.000E+005  copy number

E 11 Std 11 Tubulin dil-11 1.000E+006  copy number

E 12 Std 12 Tubulin dil-12 1L.000E+007  copy number
[ Show Biclogical Set Name  [] Show Well Note oK Cancel

A caixa de didlogo Spreadsheet View (Exibigao de planilha) exibe o contetdo na placa para um
unico fluoroéforo. Para exibir o conteudo da placa de outro fluoréforo, selecione-o na lista
suspensa Fluors List (Lista de fluor).

Clique em Export Template (Exportar modelo) para exportar um modelo da planilha de placas
para um arquivo do Excel (formato .csv). E possivel editar este modelo para importar as
informacgdes de conteudo de pogos.

(Opcional) Clique em Import (Importar) para importar o conteddo de pogos a partir de um arquivo
delimitado por virgulas.

Para classificar a planilha de acordo com os dados em uma coluna especifica, clique no triangulo
ao lado do nome de uma coluna.

Manual de operagéo | 139



Capitulo 7 Preparagao de placas

Dica: E possivel editar o contetido de qualquer célula em uma coluna que tenha um
asterisco (*) ao lado do nome da coluna (por exemplo, *Target Name (Nome do alvo)).

Nota: Selecione as unidades para os dados da curva padrao na coluna Quantity (Quantidade)
abrindo o Plate Editor (Editor de placa) e selecionando Settings (Configuragdes) > Units
(Unidades) na barra de menus. Apds a conclusédo da execugéo da placa, os dados desses
padrées aparecem no gréafico Standard Curve (Curva padrao) na guia Quantification
(Quantificagao) na janela Data Analysis (Analise de dados) com as unidades selecionadas.

Itens de menu de clique com botao direito da ferramenta Plate Spreadsheet
View/Importer (Exibicao/importacao da planilha de placas)

Tabela 14 lista os itens de menu disponiveis na ferramenta Plate Spreadsheet View/Importer
(Exibicao/importagéo da planilha de placas) ao clicar com o bot&o direito em qualquer pogo na
ferramenta.

Tabela 14. Itens de menu de clique com botao direito na ferramenta Plate
Spreadsheet View/Importer (Exibicdo/importagao da planilha de placas)

Item Fungéo

Copy (Copiar) Copia a planilha inteira.

Copy as Image (Copiar como imagem) Salva a planilha como um arquivo de imagem.
Print (Imprimir) Imprime a planilha.

Print Selection (Imprimir sele¢ao) Imprime apenas as células selecionadas.
Export to Excel (Exportar para Excel) Exporta o arquivo para uma planilha do Excel.
Export to CSV (Exportar para CSV) Exporta o arquivo como um arquivo .csv.
Export to Xml (Exportar para Xml) Exporta o arquivo como um arquivo .xml.
Export to Html (Exportar para Html) Exporta o arquivo como um arquivo .html.
Find (Localizar) Pesquisa um texto especifico.

Sort (Classificar) Classifica a planilha selecionando até trés colunas de

dados na janela Sort (Classificar).
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Criacao de um layout de placa usando o Plate Setup Wizard
(Assistente de configuracao da placa)

E possivel usar o Setup Wizard (Assistente de configuragéo) para inserir as informagdes de layout de
placa necessarias para a analise de expressao génica normalizada, incluindo:

B Nomes de alvos

B Nomes de amostras

B | ocalizagdo de alvos e amostra na placa
B Gene(s) de referéncia

B Amostra de controle

E possivel usar o Setup Wizard (Assistente de configuragéo) antes, durante ou depois de uma
execugao.

Utilizacao do Assistente de configuragcao de placa

Esta segdo explica como criar um layout de placa usando o Plate Setup Wizard (Assistente de
configuragéo de placa). Para exibir o conteudo de cada pogo na placa com mais facilidade, clique em
Zoom Plate (Ampliar placa) na parte superior do Setup Wizard (Assistente de configuracao).

Importante: Retornar a guia Auto Layout (Layout automatico) enquanto estiver em qualquer
outra guia no Setup Wizard (Assistente de configuragéo) redefine o layout da placa. Tenha
cuidado ao selecionar esta guia.

Dica: E possivel redefinir o layout selecionando Tools (Ferramentas) > Clear Plate (Limpar
placa) no Setup Wizard (Assistente de configuragéo).

Para usar o Plate Setup Wizard (Assistente de configuragao de placa)

1. Abrao Plate Editor (Editor de placa).

2. Paraabrir o Setup Wizard (Assistente de configuragao), escolha Editing Tools (Ferramentas de
edigdo) > Setup Wizard (Assistente de configuragéo).

O Setup Wizard (Assistente de configuragédo) aparece exibindo a guia Auto layout (Layout
automatico).
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Setup Wizard

Tools (] Zoom plate

Auto layout Targetnames Sample names Reference targets Control sample

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A Target2 Target3 | Targetd | Target5 | Target6 | Target7 | Target8 | Target9 | Target10
Sample 1 | Sample1 | Sample1 | Sample1 | Sample 1 | Sample1 | Sample1 | Sample1 | Sample 1
B Target2 Target3 | Target4 | Target5 | Target6 | Target7 | Target8 | Target9 | Target10
Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2
c Target2 Target3 Target4 Target5 Target6 Target7 Target8 Target9 Target 10
Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3
D Target2 Target3 | Targetd | Target5 | Target6 | Target7 | Targetd8 | Target9 | Target10
Sample 4 Sample 4 Sampled | Sample4 | Sample 4 Sample4 | Sample4 Sample 4 Sample 4
E Target2 Target3 | Targetd | Target5 | Target6 | Target7 | Targetd8 | Target9 | Target10
Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5
E Target2 | Target3 | Targetd | Target5 | Target6 | Target? | Targetd | Targetd | Target10
Sample 6 Sample 6 Sample6 | Sample6 | Sample 6 Sample6 | Sample 6 Sample 6 Sample 6
al Target2 | Target3 | Targetd | Target5 | Target6 | Target7 | Targets8 | Targetd | Target10
Sample 7 Sample 7 Sample7 | Sample 7 Sample 7 Sample 7 | Sample 7 Sample 7 Sample 7
H Target2 Target3 Target4 Target5 Target 6 Target 7 Target 8 Target9 Target 10
Sample 8 Sample 8 Sample8 | Sample8 | Sample 8 Sample8 | Sample 8 Sample 8 Sample 8
Click and drag on the plate to define the loading area. ? Colorby: @ Target O Sample

Use selections below to generate a suggested layout. Show: I Target & Sample

Targets: |10 + @ Byrow O Bycolumn Groupby: @ Target O Sample

Samples: 8 2 O Byrow @ Bycolumn Reset plate Next T

Na guia Auto layout (Layout automatico), execute uma das opgdes a seguir:

a. Clique em um poco na grade e arraste para cima e para baixo para especificar a area na
placa na qual vocé planeja carregar a amostra.

b. Digite o numero de alvos e amostras a carregar.

Dica: O numero de alvos e amostras deve ser igual ao nimero de células selecionadas.
Se os numeros inseridos ndo couberem na area selecionada, modifique os nimeros ou
a area de selegdo da placa. A orientagao dos itens na placa e seu agrupamento podem

ser especificados.

c. (Opcional) Altere a orientagéo da placa. Por exemplo, € possivel definir metas em colunas e

amostras em linhas ou agrupar por amostras.
d. Clique em Next (Préximo) para continuar para a guia Target names (Nomes de alvos).

Nota: Se o layout da placa néo tiver um padréo regular, use a guia Target Names (Nomes de
alvos) para posicionar manualmente seus alvos ou a guia Samples Names (Nomes de
amostra) para posicionar manualmente suas amostras na placa. Clique e arraste para
selecionar varios pogos.

Na guia Target Names (Nomes de alvos), defina os nomes de alvos para os grupos de alvo:
a. Execute uma das seguintes opgdes:

B Pararenomear os alvos por grupo, defina Select by (Selecionar como) como Target
(Alvo).
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B Pararenomear alvos por pogo, defina Select by (Selecionar como) como Well (Poco).

b. Selecione um grupo de alvos ou po¢o na grade e digite um nome na lista suspensa Target
Name (Nome do alvo).

Dica: Pressione a tecla Tab para selecionar o proximo grupo ou po¢o para a direita ou
Enter para selecionar o proximo grupo ou pogo abaixo. Ou, nas guias Target name
(Nome de alvo) e Sample Name (Nome da amostra), mantenha pressionada a tecla
Control e clique em um pogo para selecionar varios pogos que nao sejam adjacentes.

c. Clique em Next (Préximo) para continuar para a guia Sample Names (Nomes de amostras).

Na guia Sample names (Nomes de amostra), defina os nomes de amostra para os grupos de
amostra.

Clique em Next (Préoximo) para continuar para a guia Reference targets (Alvos de referéncia).

Na guia Reference targets (Alvos de referéncia), selecione um ou mais alvos para usar como
referéncia para a expresséo génica normalizada e clique em Next (Préximo) para prosseguir para
a guia Controle sample (Amostra de controle).

Na guia Control sample (Amostra de controle), selecione uma amostra para usar como controle
para célculos relativos de expresséo génica.

Cliqgue em OK para salvar o layout da placa e retornar ao Plate Editor (Editor de placa), no qual é
possivel definir os parametros da placa. Consulte Atribuicao de parametros opcionais ao arquivo
da placa na pagina 120 para obter mais informagdes.

Ou, cligue em Previous (Anterior) para retornar a uma guia anterior para fazer alteragdes.

Nota: Retornar para a guia Auto layout (Layout automatico) redefine automaticamente a
placa. Tenha cuidado ao clicar em Previous (Anterior).
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Este capitulo explica como executar experimentos de ensaio personalizados (definidos pelo usuario)
ou do PrimePCR™ usando o software CFX Manager™ Dx.

Um arquivo de dados de execugéo contém as informacdes de protocolo e placa para a execugao. O
arquivo também contém os dados da analise que o CFX Manager Dx executa depois da execugéo ser
concluida.

O software CFX Manager Dx torna facil configurar e executar experimentos definidos pelo usuario ou
PrimePCR. A janela Run Setup (Configuracédo de execug&o) guia o usuério pelas etapas comuns de

configuragdo de um experimento, conduzindo-o para a caixa de dialogo Start Run (Iniciar execugéo),
de onde a execugéo € iniciada.

Como acessar a janela Run Setup (Configuragao de execug¢ao)
Para acessar a janela Run Setup (Configuragao de execugao)

» Execute uma das seguintes opgdes:

B Naguia Run setup (Configuragéo de execucao) do Startup Wizard (Assistente de
inicializacao), clique em User-defined (Definido pelo usuario) ou PrimePCR.

B Najanela Home (Inicio), selecione User-defined Run Setup (Configuragéo de execugao
definida pelo usuario) ou PrimePCR Run Setup (Configuracédo de execucao PrimePCR) na
barra de ferramentas.

B Najanela Home (Inicio), selecione Run > User-defined Run (Executar > Execugao definida
pelo usuario) ou Run > PrimePCR Run (Executar > Execugéo PrimePCR).
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A janela Run Setup (Configuragcao de execuc¢ao)

A janela Run Setup (Configuragéo de execugao) oferece acesso rapido aos arquivos e as
configuragcbes necessarias para configurar e executar um experimento. Ao escolher executar um
experimento definido pelo usuario, a janela Run Setup (Configuragédo de execugéo) abre exibindo a
guia Protocol (Protocolo). Ao escolher executar um experimento do PrimePCR, a janela Run Setup
(Configuragao de execugéo) se abre exibindo a guia Start run (Iniciar execugéo).

Dica: Consulte Execucao de experimentos do PrimePCR na pagina 164 para obter mais
informacgdes sobre o PrimePCR; consulte Guia Start Run (Iniciar execugéo) na pagina 154 para
obter mais informagdes sobre a guia Start Run (Iniciar execugao).

Run Setup
[0 Protocol (EE3) Piste wp Stat Fun @
Create New Express Load
CFX_2stepAmp prcl =
Select Bosting

Selected Protocal
CFX_ZstepAmp prl Edt Selected
Preview

Est. Run Time: 01:09-00 (36 Wells-All Channels) Sample Volume: 250l

1 2 3 4
%0 C %0 C
f 300 010 \

| 4

f{ \ o -
| \ 550 C S
{ 0:30 T ]
| [ ]

2
¥ x
@ Next 5>
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LEGENDA

1. As guias orientam o usuario pela configuragdo e execugéo de um experimento:

B Guia Protocol (Protocolo) — seleciona um protocolo existente para executar
ou editar ou para criar um novo protocolo no Protocol Editor (Editor de
protocolo).

B Guia Plate (Placa) — seleciona uma placa existente para executar ou editar
ou para criar um novo protocolo no Plate Editor (Editor de placa).

B Guia Start Run (Iniciar execugéo) — exibe as configuragdes de experimento,
seleciona um ou mais blocos de instrumentos e inicia a execugao.

2. A janela principal exibe as opgdes para cada guia conforme elas sdo aplicadas.

3. Os botdes de navegagéao levam o usuario para a guia Start Run (Iniciar
execugao).
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Guia Protocol (Protocolo)

A guia Protocol (Protocolo) exibe uma visualizag&o do arquivo de protocolo que se pretende executar.
Um arquivo de protocolo contém as instru¢des para as etapas de temperatura do instrumento, bem
como as opgdes do instrumento que controlam a taxa de elevagéo, o volume da amostra e a
temperatura da tampa.

-

Run Setup =

[ Protocol (E5) Piate Il> Start Fun

Create New... Express Load
CFX_2stepAmp peci bl
Select Ensting..
Selected Protocol
CFX_2stepAmp prc Edit Selected ..
Preview
Est. Run Time: 01:05:00 (36 Wells-All Channsls) Sample Volume: 25
1 2 3 4

950 C 950 C
300 0:10

f 550 C Sl
0:30 T D

Por padréo, o software exibe o protocolo definido na segéo File Selection for Run Setup (Selegéo de
arquivo para configuragdo da execugéo) na guia Files (Arquivos) na caixa de dialogo User (Usuario) >
User Preferences (Preferéncias do usuario). E possivel alterar o protocolo padréo na caixa de dialogo
User Preferences (Preferéncias do usuario). Consulte Alteragdo das configuragdes de arquivo padrao
na pagina 65 para obter mais informagdes.

Na guia Protocol (Protocolo), é possivel:
®  Criar um novo protocolo para execugao
B Selecionar um protocolo existente para executar ou editar

Para obter mais informacgdes sobre a criagdo e modificagdo de protocolos, consulte o Capitulo 6,
Criacao de protocolos.
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Para criar um novo protocolo
1. Na guia Protocol (Protocolo), clique em Create New (Criar novo).
O Protocol Editor (Editor de protocolo) aparece.
2. Use o Protocol Editor (Editor de protocolo) para criar um novo protocolo.

3. Clique em OK para salvar o protocolo e voltar para a guia Protocol (Protocolo) em Run Setup
(Configuragdo da execugao).

4. Exiba os detalhes do protocolo e execute uma das opgbes a seguir:

B Se os detalhes estiverem corretos, clique em Next (Proximo) para seguir para a guia Plate
(Placa).

B Se os detalhes estiverem incorretos, clique em Edit Selected (Editar selecionado) para voltar
ao Protocol Editor (Editor de protocolo). Revise o protocolo, salve as alteracdes e clique em
Next (Préximo) na guia Protocol (Protocolo) para seguir para a guia Plate (Placa).

Para selecionar um protocolo existente
1. Na guia Protocol (Protocolo), execute uma das seguintes opgdes:
B Clique em Select Existing (Selecionar existente) e navegue até um protocolo existente.

B Cliqgue em Express Load (Carga expressa) e selecione um protocolo na lista suspensa de
protocolos.

Dica: E possivel adicionar ou remover protocolos da lista suspensa Express Load
(Carga expressa). Consulte Adigéo e remocéao de protocolos de carga expressa, a
sequir, para obter mais informacgdes.

2. Exiba os detalhes do protocolo e execute uma das opgdes a seguir:

B Se os detalhes estiverem corretos, clique em Next (Proximo) para seguir para a guia Plate
(Placa).

B Se os detalhes estiverem incorretos, clique em Edit Selected (Editar selecionado) para abrir
a janela do Protocol Editor (Editor de protocolo). Revise o protocolo, salve as alteragdes e
clique em Next (Préximo) na guia Protocol (Protocolo) para seguir para a guia Plate (Placa).
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Adicao e remocgao de protocolos de carga expressa

E possivel modificar os conteidos da lista suspensa Express Load (Carga expressa) que aparece no
Protocol Editor (Editor de protocolo). Os protocolos nesta lista sdo salvos na pasta a seguir:

c:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX\Users\<user_name>\ExpressLoad\
Para modificar a lista Express Load (Carga expressa) de protocolos
1. Navegue até e abra a pasta ExpressLoad.
2. Revise os arquivos de protocolo (.pcrl) na pasta.
3. Execute uma das opgdes a seguir:

B Exclua protocolos da pasta para remové-los da lista suspensa.

m  Copie protocolos para a pasta para adiciona-los a lista suspensa.
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Guia Plate (Placa)

Nota: Se o protocolo selecionado na guia Protocol (Protocolo) n&o incluir uma etapa de leitura de
placa para a analise de PCR em tempo real, a guia Plate (Placa) fica oculta. Para exibir a guia
Plate (Placa), adicione pelo menos uma leitura de placa ao protocolo.

A guia Plate (Placa) exibe uma visualizagéo do arquivo de placa que se pretende carregar. Em uma
execugdo de PCR em tempo real, o arquivo de placa contém uma descrigdo do contelido de cada
poco, inclusive seus fluoréforos, o modo de varredura e o tipo de placa. O software CFX Manager Dx
usa essas descrigdes para coleta e analise de dados.

Fun setup =
(24 Potocol EE Pate wpp St Run
Create New... Exqress Load
GuickPlate_36 wells_All Channels e
Select Bxsting... = = o
Selected Plate
QuickPlate_36 wels_All Channels pitd Edt Selected..
Preview
Fluorophores: FAM. HEX, Texas Red, Cy5. Quasar 705 Plate Type: BR Cear Scan Mode: All Channels
1 2 3 4 5 6 7 B ] 10 1 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.
<< Prew. Next >3

Por padrao, o software exibe a placa definida na segao File Selection for Run Setup (Selegéo de
arquivo para configuragao da execugéo) na guia Files (Arquivos) na caixa de dialogo User (Usuario) >
User Preferences (Preferéncias do usuario). E possivel alterar a placa padréo na caixa de dialogo
User Preferences (Preferéncias do usuario). Consulte Alteragéo das configuragdes de arquivo padrao
na pagina 65 para obter mais informacgoes.

Na guia Plate (Placa), é possivel:

B Criar uma nova placa para carregar.

B Selecionar uma placa existente para carregar ou editar.
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Para obter mais informagdes sobre a criagdo e modificagdo de placas, consulte o Capitulo 7,
Preparacgéao de placas.

Para criar uma nova placa

1. Na guia Plate (Placa), clique em Create New (Criar nova).

O Plate Editor (Editor de placa) aparece.

2. Use o Plate Editor (Editor de placa) para criar uma nova placa.

3. Clique em OK para salvar a placa e voltar a guia Plate (Placa) em Run Setup (Configuragdo da
execucao).

4. Exiba os detalhes da placa e siga um destes procedimentos:

Se os detalhes estiverem corretos, clique em Next (Préximo) para seguir para a guia Start
Run (Iniciar execugao).

Se os detalhes estiverem incorretos, clique em Edit Selected (Editar selecionado) para voltar
ao Plate Editor (Editor de placa). Revise o arquivo da placa, salve as alteragdes e clique em
Next (Proximo) na guia Plate (Placa) para seguir para a guia Start Run (Iniciar execugéo).

Para selecionar um arquivo de placa existente

1. Na guia Placa, execute uma das seguintes opgdes:

Clique em Select Existing (Selecionar existente) e navegue até um arquivo de placa
existente.

Clique em Express Load (Carga expressa) e selecione um arquivo de placa na lista
suspensa.

Dica: E possivel adicionar ou remover placas da lista suspensa Express Load (Carga
expressa). Consulte Adigéo e remogéao de arquivos de placas de carga expressa, a
seguir, para obter mais informacgoes.

2. Exiba os detalhes da placa e siga um destes procedimentos:

Se os detalhes estiverem corretos, clique em Next (Proximo) para seguir para a guia Start

Run (Iniciar execugéo).

Se os detalhes estiverem incorretos, clique em Edit Selected (Editar selecionados) para abrir a
janela do Plate Editor (Editor de placa). Revise o arquivo da placa, salve as alteragdes e clique
em Next (Proximo) para seguir a guia Start Run (Iniciar execugéo).

Adicdo e remocgao de arquivos de placas de carga expressa

E possivel modificar o contetido da lista suspensa Express Load (Carga expressa) que aparece no
Plate Editor (Editor de placa). As placas que aparecem nesta lista sdo salvas na pasta a seguir:
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c:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX\Users\<user_name>\ExpressLoad\

Para modificar a lista Express Load (Carga expressa) dos arquivos de placa

1.
2.
3.

Navegue até e abra a pasta ExpressLoad.

Revise os arquivos de placa (.pltd) na pasta.

Execute uma das op¢des a seguir:

B Exclua arquivos de placa da pasta para remové-los da lista suspensa.

B Copie arquivos de placa para a pasta para adiciona-los a lista suspensa.
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Guia Start Run (Iniciar execugao)

A guia Start Run (Iniciar execugéo) exibe informagdes sobre o experimento a ser executado. Ela
também exibe o bloco ou blocos de instrumentos conectados nos quais é possivel executar o
experimento.

Run Setup @
Protocel [EZ3) Plate MPP Start Run
Run Information
Protocol: CFX_2ZstepAmp prcl
Plate: QuickPlate_96 wells_All Channels pltd
Notes:

Scan Mode: Al Channels
Start Run on Selected Block(s)

Block Mame A Type Run Status Sample Volume ID/Bar Code
] CFXBG Deep Well Idie 25
CFR9E0WZ CFX96 Deep Wel e 25
] CRxgs0l CFX96 de 2
CFX9602 CFX96 Ide 2

[] Select All Blacks

@ Plsh Bock Indicator || 7 Open Lid #1 Cose Lid

B Start Run

<< Prey

Na guia Start Run (Iniciar execugéo), é possivel fazer o seguinte:

B Exibirinformagdes de execugdo detalhadas, inclusive o arquivo de protocolo selecionado,
arquivo de placa e modo de varredura.

B Adicionar notas sobre a execugao.

B Exibir detalhes sobre todos os instrumentos conectados, inclusive seu status de execugao (em
operagao ou ocioso), volume da amostra em pl, temperatura da tampa, modo de emulagéo e ID
ou codigo de barra, se disponivel.

Nota: E possivel modificar as colunas que aparecem na tabela Start Run on Selected Blocks
(Iniciar execugdo nos blocos selecionados). Consulte Modificacdo de detalhes na tabela de
blocos selecionados na pagina 155 para obter mais informacgdes.

B Selecionar um ou mais blocos nos quais realizar a execugéo.
B Abrir ou fechar remotamente a tampa de cada instrumento selecionado.

B |Iniciar a execugao.
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Modificagdo de detalhes na tabela de blocos selecionados

E possivel modificar as colunas que aparecem na tabela Start Run on Selected Block(s) (Iniciar
execucgao nos blocos selecionados). Também é possivel modificar os valores de volume de amostra
padrao e temperatura da tampa na tabela. As altera¢des das configuragdes sao aplicadas a execugao
a ser realizada.

Para adicionar colunas na tabela Start Run on Selected Block(s) (Iniciar execugao nos
blocos selecionados)

» Clique com o botdo direito na tabela e selecione uma opgédo no menu exibido.

Para remover colunas na tabela Start Run on Selected Block(s) (Iniciar execucao nos
blocos selecionados)

» Clique com o botao direito na tabela e desmarque a opgdo no menu exibido.

Para editar valores de volume de amostra volume ou a temperatura da tampa de um
bloco

» Selecione a célula do volume da amostra ou a temperatura da tampa do bloco de alvos e digite
um novo valor na célula.

Para adicionar uma ID de execug¢ao ou um codigo de barra para um bloco

» Selecione a célula de ID/codigo de barras para o bloco alvo e digite uma ID ou faga a leitura do
bloco com um leitor de cédigo de barras.

Execucao de um experimento

Importante: Antes de executar um experimento, verifique se o software antivirus do computador
nao iniciara uma verificagdo durante a execugao.

Para executar um experimento

1. Na guia Star Run (Iniciar execugao), verifique os detalhes da placa e do protocolo na segdo Run
Information (Informagdes de execugao).

2. (Opcional) Adicione observacdes sobre a execug¢ao ou experimento na caixa de texto Notes
(Notas).

3. Selecione a caixa de selegdo de um ou mais blocos nos quais realizar a execugao.

Dica: Para executar a experiéncia em todos os blocos, selecione Select All Blocks
(Selecionar todos os blocos) localizados abaixo da tabela Selected Blocks (Blocos
selecionados).
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4. (Opcional) Cliqgue em Flash Block Indicator (Piscar indicador do bloco) para piscar o LED indicador nos
blocos de instrumentos selecionados.

5. Insira as placas do experimento no bloco:
a. Clique em Open Lid (Abrir tampa). A tampa motorizada de cada bloco selecionado ¢ aberta.
b. Insiraum bloco do experimento em cada bloco selecionado.
c. Clique em Close Lid (Fechar tampa).

Dica: Também é possivel pressionar o botédo na frente de cada bloco para abrir e fechar a
tampa.

6. Clique em Open Lid (Abrir tampa) e Close Lid (Fechar tampa) para abrir e fechar a tampa
motorizada de cada bloco de instrumentos selecionado.

7. Exiba os detalhes da execugao e execute uma das agdes a seguir:
B Se os detalhes estiverem corretos, clique em Start Run (Iniciar execugéo).
B Se os detalhes estiverem incorretos:

[0  Corrija os detalhes na tabela Selected Blocks (Blocos selecionados) e clique em Start
Run (Iniciar execugao).

O Retorne a guia correta e faga as alteragbes apropriadas, salve as alteragdes e clique em
Next (Préximo) para retornar a guia Start Run (Iniciar execugéo) e iniciar a execugao.

Para iniciar uma nova execug¢ao a partir de uma execug¢ao anterior
» Execute uma das seguintes opgoes:

B Selecione File (Arquivo) > Repeat a Run (Repetir uma execugéo) na barra de menus
principal do software; navegue e clique duas vezes no arquivo de dados de execugéo que
deseja repetir.

B Selecione a guia Repeat Run (Repetir execugao) no Startup Wizard (Assistente de
inicializacéo) e clique duas vezes no arquivo de dados de execucéo da execucéo que deseja
repetir.

Opcionalmente, na guia Repeat Run (Repetir execugdo), é possivel clicar em Browse
(Procurar) e navegar e clicar duas vezes no arquivo de dados da execugdo que deseja
repetir.
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Caixa de dialogo Run Details (Detalhes da execuc¢ao)

Ao clicar em Start Run (Iniciar execugéo), o software CFX Manager Dx solicita que vocé salve o

arquivo de dados (.pcrd), inicie a execugao e abre a caixa de dialogo Run Details (Detalhes da
execugdo). Caixa de dialogo Run Details (Detalhes da execugao) inclui trés guias de status:

B Run Status (Status da execugao) — use esta guia para exibir o status atual do protocolo, abrir

ou fechar a tampa, pausar uma execugao, adicionar repeticdes, ignorar etapas ou interromper a

execugao.

B Real-time Status (Status em tempo real) — use esta guia para exibir os dados de
fluorescéncia de PCR em tempo real a medida que sao coletados.

B Time Status (Status de tempo) — use esta guia para exibir um crondmetro de contagem

regressiva em tela cheia para o protocolo.

Essas guias séo explicadas em detalhes nas sec¢des a seguir.

Guia Run Status (Status da execug¢ao)

A guia Run Status (Status da execugéo) exibe o status atual de uma execugdo em andamento. Nesta
exibicao também é possivel controlar a tampa e alterar a execugdo em andamento.

Run Details - CFX Run [SIM83878] - admin_2017-07-31 17-10-48_SIM83878.pcrd

T .
z‘j Run Status @ Realtime Status @ Time Status

Run Status
1 2 3 4
950 C 950 C
300 010 \
\ 550 C G
@ 030 J
L1 I
2
39
Step 1 of 4 950°C for 00:0245 Sample:95.0°C
Repeat 1 of 1 | Remaining 01:05:45 | Lid 105°C
Running
27 Open Lid &) Close Lid — (r] ko Step
- ® >

Run Information
Protocol

Plate:

Sample Volume:

Scan Mode:

Data File Name:

Notes:

CFX_2stepAmp prcl

QuickPlate_96 wells_Al

25
Al Channels

admin_2017-07-31 17-10-
48_SIM83878 perd

(©)
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LEGENDA
1. Painel Run Status (Status da execugéo) — exibe o progresso atual do protocolo.
2. Controles de Run Status (Status de execucdo) — permitem operar o instrumento
ou interromper o protocolo atual.
3. Painel Run Information (Informagdes da execugdo) — exibe os detalhes da

execucgao.

Comandos de Run Status (Status de execugao)

Use os comandos na guia Run Status (Status de execugéo) para operar o instrumento a partir do
software ou alterar uma execugdo em andamento.

Nota: Fazer alteragbes no protocolo durante a execugao, como adicionar repetigdes, néo altera o
arquivo de protocolo associado a execugao. Essas agbes sao registradas no Run Log (Log de
execugao).

ZJ

— abre a tampa motorizada em instrumentos selecionados.

Importante: Abrir a tampa durante uma execugéo interrompe a execugao durante a etapa
atual e pode alterar os dados.

)

— fecha a tampa motorizada em instrumentos selecionados.

oa

somente quando uma etapa IR PARA esta sendo executada.

— adiciona mais repetigbes a etapa IR PARA atual no protocolo. Esta opgéo esta disponivel

|

— ignora a etapa atual no protocolo.
Nota: Se vocé pular uma etapa IR PARA, o software solicita que seja confirmado que deseja

ignorar todo o loop IR PARA e prosseguir para a préxima etapa do protocolo.

? — pisca o LED no instrumento selecionado para identificar os blocos selecionados.
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i

— pausa o protocolo.

Nota: Esta agéo é registrada no Run Log (Log de execugéo).

W

— retoma um protocolo pausado.

— interrompe a execugao antes que os protocolos terminem.

Nota: Interromper uma execucgéo antes do término do protocolo pode alterar os dados.
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Guia Real-time Status (Status em tempo real)

A guia Real-time Status (Status em tempo real) exibe dados de PCR em tempo real coletados em
cada ciclo durante a execugéo apds as duas primeiras leituras de placa.

Run Details - CFX Run [SIMB3878] - admin_2017-07-31 17-10-48_SIMB3878.perd E
2 Fun st @ Realme Status () Time Status

Amplification

EdFaM [JHEX [JTexasRed [1G5 [ Quasar 705 WelGoup: AlWels ~  Step Number 3{Amp)

A G4 FAM Unkn
B GOS  FAM @ Unkn
c GOs  FAM Unkn
2 GO7 FAM Unkn
E GO8 FAM Unkn
G G039 FAM Unkn
H G10 FAM Unkn

Step 3 of 4 @ 55.0°C for 00:00:26 Sample:55.0°C @

| Plate Setup -
Repeat 5 of 40 Remaining 00:59:24 Lid 105°C
LEGENDA
1. Amplification trace pane (Painel de trago de amplificagdo) — exibe dados de

amplificagdo em tempo real durante a execugao.

2. Well group identifier (Identificador de grupo de pogo) — se forem identificados
grupos bem na configuracéo da placa, os usuarios podem selecionar um grupo
de pogos especifico para exibir seus tragos, pogos e informacgdes tabulares.
Step number identifier (Identificador do niumero de etapa) — se o protocolo
coletar dados em mais de uma etapa (por exemplo, durante a amplificacédo e a
curva de fusdo), os usuarios poderao selecionar uma etapa especifica e exibir
os tragos coletados nessa etapa.

3. Well selector pane (Painel seletor de pogo) — exibe os pogos ativos, inativos e
vazios na placa.

4. Plate setup table pane (Painel de tabela de configuragéo de placa) — exibe a
configuragao da placa no formato tabular.
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5. Run details pane (Painel de detalhes de execugao) — exibe o status em tempo
real da execugao, incluindo:

B Current step (Etapa atual)

B Current repeat (Repetigao atual)

B Current temperature (Temperatura atual)

B Time remaining (Tempo restante)

B Sample temperature (Temperatura da amostra)

B Lid temperature (Temperatura da tampa)

6. Plate Setup (Configuragdo de placa) — abre a caixa de dialogo Plate Setup
(Configuragéo de placa), na qual os usuarios podem modificar a configuragao de
placa atual durante uma execugéo.

Na guia Real-time Status (Status em tempo real), é possivel:

B Mostrar ou ocultar os tragos em tempo real selecionando-os no painel do seletor de pogo ou na
tabela de configuragdo da placa.

B Exibir um uUnico trago ou grupos de tracos, selecionando-0s ho menu suspenso do grupo de
pogos.

B Editar a placa ou substituir o arquivo da placa.

B Aplicar um arquivo do PrimePCR a execugao.

Mostrar ou ocultar tragos em tempo real

Por padréao, todos os pogos cheios estdo ativos e aparecem na tabela de configuragao de placa. Os
pocos ativos aparecem em azul no painel do seletor de pogo. Os pogos ativos ocultos aparecem em
cinza claro e 0s pogos sem uso aparecem em cinza escuro no painel de seletor de pocgo.

E possivel ocultar tragos de pogos ativos durante a execugdo. O CFX Manager Dx continua a coletar
dados de todos os pogos; ao ocultar pogos, dados deles ndo aparecem na tabela de configuragao da
placa.

Para ocultar tragos em tempo real

» No painel do seletor de poco, clique nos pogos ativos (azuis) que deseja ocultar.

Para exibir tragos em tempo real

» No painel do seletor de poco, clique nos pogos ocultos (cinza-claros) que deseja exibir.

Para obter mais informagdes sobre o selector de pogo, consulte Seletor de pogo na pagina 178.
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Edicao de configuragao de placa
Para editar uma configuragao de placa

» Clique em Plate Setup (Configuracéo de placa) e selecione View/Edit Plate (Exibir/editar placa).

A janela Plate Editor (Editor de placa) aparece, na qual é possivel editar a placa durante o
progresso de execugdo. Para obter mais informagdes sobre edigdo de placas, consulte o
Capitulo 7, Preparacgéao de placas.

Nota: Também é possivel editar os estilos de trago na janela Plate Editor (Editor de placa).
As alteragbes aparecem no grafico de trago de amplificagdo na guia Real-time Status (Status
em tempo real).

Substituicdo de um arquivo de placa

Dica: Substituir um arquivo de placa é especialmente Util se uma execugao for iniciada com um
arquivo Quick Plate (Plate (Placa rapida) na pasta ExpressLoad.

Para substituir um arquivo de placa
» Cliqgue em Plate Setup (Configuragdo de placa) e selecione uma das opgdes a seguir:

B Replace Plate file (Substituir arquivo de placa) — selecione o novo arquivo de placa da lista
na janela do navegador

B Apply PrimePCR file (Aplicar arquivo do PrimePCR) — procure um arquivo de execugao a
partir do qual o layout da placa sera obtido usando a pesquisa inteligente ou clique em
Browse (Procurar) para encontrar um arquivo que tenha sido baixado do site da Bio-Rad e
que nao esteja localizado na pasta PrimePCR

Nota: O CFX Manager Dx verifica o modo de varredura e o tamanho da placa do arquivo de
placa. Eles devem ser os mesmos das configuragdes de execugdo com as quais a execugao
foi iniciada.
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Guia Time Status (Status do tempo)

A guia Time Status (Status do tempo) exibe o tempo restante para concluir a execugao atual.

Run Details - CFX Run [SIM83878] - admin_2017-07-31 17-10-48_SIM83878.pcrd ==

u Run Status L‘Qj Realtime Status | () Time Status |

Running

01:02:02
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Execucao de experimentos do PrimePCR

Os experimentos do PrimePCR usam ensaios de caminho ou especificos de uma doenga para os
quais a Bio-Rad possui um laboratério umido validado e otimizado nos seguintes formatos:

B Painéis com placa prévia — placas contendo ensaios que sejam especificos de um caminho
biolégico ou uma doenga; incluem controles e genes de referéncia do PrimePCR

B Placas configuradas personalizadas — placas que podem ser configuradas em um layout
definido pelo usuario com a opgéo de selecionar ensaios para alvos de interesse, controles e
referéncias

B Ensaios individuais — tubos contendo conjuntos de primer individuais para uso em reacées em
tempo real

Para reduzir o tempo geral de execugao, é possivel remover a etapa de fusdo no protocolo. A Bio-Rad
recomenda enfaticamente nio fazer nenhuma outra modificagdo a um protocolo de execugao do
PrimePCR. O protocolo padréo é aquele que foi usado para a validagao do ensaio. Qualquer desvio
com relagdo a ele pode afetar os resultados. Alteragbes ao protocolo s&o anotadas na guia Run
Information (Informagdes da execugao) do arquivo de dados resultante e em quaisquer relatérios que
sejam criados.

Para iniciar uma execugao do PrimePCR
» Parainiciar uma execugéo do PrimePCR, execute uma das opg¢des a seguir:

B No Startup Wizard (Assistente de inicializacdo), selecione PrimePCR na guia Run setup
(Configuragéo da execugédo) e, em seguida, selecione a quimica apropriada (SYBER ou
sonda).

B Selecione uma execucdo do PrimePCR na lista Recent Runs (Execucbes recentes) na guia
Repeat Run (Repetir execugdo) no Startup Wizard (Assistente de inicializagéo).

B Selecione File (Arquivo) > New (Nova) > PrimePCR Run (Execugéo do PrimePCR) na janela
Home (Inicio).

B Selecione File (Arquivo) > Open (Abrir) > PrimePCR Run File (Arquivo de execugao do
PrimePCR) na janela Home (Inicio).

B Arraste e solte um arquivo de execugéo do PrimePCR na janela Home (Inicio).

Depois de selecionar uma execugéo do PrimePCR, a janela Run Setup (Configuragao da execugao)
abre na guia Start Run (Iniciar execugdo) com o layout da placa do PrimePCR padréo carregado com
base no instrumento selecionado.
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Para remover a etapa de fusado do protocolo

» Na guia Protocol (Protocolo), desmarque a caixa adjacente a Include Melt Step (Incluir etapa de
fuséo).

Para importar informagées de alvo das placas do PrimePCR para um layout de placa
1. Execute uma das opg¢bes a seguir:

B Na guia Real-time Status (Status em tempo real) na caixa de dialogo Run Details (Detalhes
da execugéo), selecione Plate Setup (Configuragéo de placa) > Apply PrimePCR File
(Aplicar arquivo do PrimePCR).

B Najanela Data Analysis (Analise de dados), selecione Plate Setup (Configuragéo de placa)
> Apply PrimePCR File (Aplicar arquivo do PrimePCR).

2. Na caixa de dialogo PrimePCR Run File (Arquivo de execugao do PrimePCR), clique em Browse
(Procurar) para navegar até o arquivo apropriado do PrimePCR (.csv).

3. Selecione o arquivo do PrimePCR de alvo e clique em Open (Abrir).

O CFX Manager Dx importa as informagdes do arquivo de alvo para seu layout de placa.

Manual de operacdo | 165



Capitulo 8 Execugao de experimentos

166 | Sistemas CFX96 Dx e CFX96 Deep Well Dx



Capitulo 9 Visao geral da analise de dados

O CFX Manager™ Dx oferece varios métodos para abrir e exibir arquivos de dados. E possivel:

B Selecione File (Arquivo) > Open (Abrir) > Data File (Arquivos de dados) na janela Home (Inicio) e
navegue até o .pcrd do alvo.

B Selecione File (Arquivo) > Recent Data Files (Arquivos de dados recentes) na janela Home
(Inicio) para selecionar em uma lista dos dez arquivos de dados abertos mais recentemente.

Janela Data Analysis (Analise de dados)

A janela Data Analysis (Analise de dados) exibe varias guias, cada uma mostrando os dados
analisados de um método de analise especifico ou de informacgdes especificas da execugdo. As guias
aparecem apenas se os dados coletados na execugéao estiverem disponiveis para o tipo de analise.

(] Quartification Quantfication Data Mett Curve Mett Curve Data Eﬂﬂ Gene Expression End Point é::'? Custom Data View ac [% Run Information
Dica: Para selecionar as guias a exibir, selecione-as do menu suspenso View (Exibir) na janela

Data Analysis (Analise de dados). Para retornar ao layout original da guia, selecione
Configuragdes) > Restore Default Window Layout (Restaurar layout da janela padrao).
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Barra de ferramentas de Analise de dados

A barra de ferramentas na janela Data Analysis (Analise de dados) fornece acesso rapido a fungées
importantes de andlise de dados.

"-; | All ' Wells ~ || Fluorophore ‘ ?

o
Plate Setup ~

Tabela 15 lista as fun¢des dos botdes na barra de ferramentas.

Tabela 15. Barra de ferramentas na janela Data Analysis (Analise de dados)

Botao

E]
Elate Setup -

Nome

Plate Setup
(Configuragao de
placa)

Fungao

View/Edit plate (Exibir/editar placa): Abre o
Plate Editor (Editor de placa) para exibir e
editar o conteddo dos pogos.

Replace Plate file (Substituir arquivo de
placa): Seleciona um arquivo de placa para
substituir o layout da placa.

Apply PrimePCR file (Aplicar arquivo
PrimePCR): Seleciona um arquivo de
execugao para substituir o layout da placa
para uma execugado do PrimePCR™.

= Manage Well Abre a janela do Well Groups Manager
- Groups (Gerenciar (Gerenciador de grupos de pogos) para
grupos de pogos) criar, editar e excluir grupos de pocos.
Well Group (Grupo Seleciona um nome de grupo de pogos
All Wells de pogos) existente no menu suspenso. A selegéao
padréo é All Wells (Todos os pogos). Este
botédo aparece somente quando grupos de
pogos séo criados.
Analysis Mode Analisa os dados no modo Fluorophore

Fluocrophore

St

(Modo de analise)

(Fluoréforo) ou Target (Alvo).

Help (Ajuda)

Abre uma cépia digital deste manual no
formato Acrobat PDF.
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Janela Data Analysis (Analise de dados)

Tabela 16 lista os itens da barra de menus na janela Data Analysis (Analise de dados).

Tabela 16. Itens da barra de menus da janela Data Analysis (Analise de dados)

Item do menu

File (Arquivo)

Comando

Save (Salvar)

Funcgao

Salva o arquivo.

Save As (Salvar como)

Salva o arquivo com um novo nome.

Repeat Run (Repetir execugao)

Extrai o protocolo e o arquivo de placa da
execugao atual para executa-lo
novamente.

Close (Fechar)

Fecha a janela Data Analysis (Analise de
dados).

View (Exibir) Run Log (Log de execugéo) Abre uma janela Run Log (Log de
execugao) janela para exibir o log de
execugao do arquivo de dados atual.

Quantification (Quantificagéo), Exibe os dados analisados nas guias
Melt Curve (Curva de fusao), selecionadas na janela Data Analysis
Gene Expression (Expressao (Analise de dados). Pelo menos uma guia
génica), End Point (Ponto de deve ser selecionada.
viragem), Custom Data View
(Exibicéo de dados
personalizada), QC (CQ), Run
Information (Informagbdes de
execugao)
Settings C, Determination Mode (Modo O modo Select Regression (Selecionar
(Configuragdes) de determinagéo de Cq) regressao) ou Single Threshold (Limiar

unico) determina como os valores de Cq
séo calculados para cada trago.

Baseline Setting (Configuragao
de linha de base)

Selecione o método Baseline Subtraction
(Subtragédo de linha de base) para os
grupos de pogos selecionados.

Analysis Mode (Modo de
analise)

Selecione para analisar os dados por
Fluorophore (Fluoréforo) ou Target (Alvo).
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Tabela 16. Itens da barra de menus da janela Data Analysis (Analise de dados), continuagao

Item do menu

Comando

Cycles to Analyze (Ciclos a
analisar)

Fungao

Selecione os ciclos que devem ser
analisados.

Baseline Threshold (Limiares
de linha de base)

Abre a janela Baseline Threshold (Limiar
de linha de base) para ajustar a linha de
base ou o limiar.

Trace Styles (Estilos de traco)

Abre a janela Trace Styles (Estilos de
traco).

Plate Setup (Configuragao de
placa)

Abre o Plate Editor (Editor de placa) para
exibir e editar a placa; substitua a placa
atual por uma de um arquivo de placa
definido pelo usuario ou de um arquivo de
execugao do PrimePCR.

Include All Excluded Wells
(Incluir todos os pogos
excluidos)

Inclui todos os pogos excluidos na analise.

Mouse Highlighting (Destaque
do mouse)

Ativa ou desativa o destaque simultaneo
de dados com o ponteiro do mouse.

Dica: Se o Mouse Highlighting
(Destaque do mouse) estiver
desligado, pressione a tecla Control
para ligar temporariamente o
destaque.

Restore Default Window Layout
(Restaurar layout padrao da
janela)
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Janela Data Analysis (Analise de dados)

Tabela 16. Itens da barra de menus da janela Data Analysis (Analise de dados), continuagao

Item do menu

Comando

Fungao

Export (Exportar) Export All Data Sheets to Excel Exporta todas as exibigdes de planilhas de
(Exportar todas folhas de dados todas as guias para um arquivo do Excel
para o Excel) separado.

Custom Export (Exportagao Abre a janela Custom Export (Exportagao

personalizada) personalizada) na qual os campos a serem
exportados e o formato de arquivo podem
ser especificados.

Export to LIMS Folder (Exportar Abre uma janela para salvar dados em um

para pasta LIMS) formato predeterminado na pasta LIMS.

Seegene Export (Exportagdo Abre uma janela para identificar o local

Seegene) para salvar dados de todas as exibi¢cdes de
planilhas em arquivos do Excel
estruturados especificamente para uso
pela Seegene, Inc.

Tools Reports (Relatérios) Abre o Report (Relatério) deste arquivo de

(Ferramentas) dados.

Well Group Reports (Relatérios
de grupos de pocos)

Abre uma janela Well Group Report
(Relatérios de grupos de pogos) para gerar
relatorios para grupos de pogos
especificados.

Import Fluorophore Calibration
(Importar calibragem de
fluoréforo)

Selecione um arquivo de calibragem para
aplicar ao arquivo de dados atual.

gbase+

Inicia o gbase+ v2.5 diretamente do
arquivo .pcrd atual, se estiver instalado.
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Detalhes das guias

Cada guia na janela Data Analysis (Analise de dados) exibe dados em gréficos e planilhas de um
método de analise especifico e inclui um seletor de pogo para selecionar os dados que vocé deseja
mostrar. Quando é aberta, a janela Data Analysis (Analise de dados) exibe a guia Quantification
(Quantificagéo) por padréo. E possivel usar os dados do grafico Amplification (Amplificagdo) na guia
Quantification (Quantificacéo) para determinar as configuracdes da analise de dados apropriadas
para a execugao.

Eil
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Nota: O software vincula os dados nos painéis de cada guia de Data Analysis (Analise de
dados). Por exemplo, destacar um pogo colocando o ponteiro do mouse sobre o pogo na exibigao

do seletor de pogo destaca os dados em todos os outros painéis.
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Janela Data Analysis (Analise de dados)

Seletor de numero de etapa

Os sistemas CFX96 e CFX96 Deep Well podem adquirir dados de fluorescéncia em varias etapas de
protocolo. O software mantém os dados adquiridos em cada etapa de forma independente.

O software exibe o Step Number Selector (Seletor de nimero de etapa). Quando um protocolo
contém, pelo menos, uma etapa de coleta de dados, o Software CFX Manager Dx exibe os dados da
primeira etapa da coleta.

Se o protocolo contiver mais de uma etapa de coleta, vocé pode selecionar outra etapa na lista
suspensa, por exemplo:

Step Mumber: |3 w

Quando uma etapa € selecionada, o software aplica essa selegao a todos os dados mostrados na
janela Data Analysis (Andlise de dados).

Exibicao de grupos de po¢os na Analise de dados

Pocos na placa podem ser agrupados em subconjuntos para analise independente usando grupos de
pocos. Ao criar grupos de pogos, os nomes dos grupos aparecem na lista suspensa Well Groups
(Grupos de pocos) da janela Data Analysis (Analise de dados) na barra de ferramentas.

Se vocé criou grupos de pogos, o software exibe o grupo de pogos padrao All Wells (Todos os pogos)
quando a janela de Data Analysis (Analise de dados) é aberta, exibindo os dados em todos os pogos
com conteudo nos graficos e planilhas. Somente os pogos nesse grupo de pogos carregados com
conteudo aparecem no seletor de pogo e apenas os dados desses pogos sdo incluidos nos calculos
de analise de dados.

Nota: Se voceé nao criou grupos de pogos, a lista suspensa Well Groups (Grupos de pogos) ndo
aparece na barra de ferramentas.
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Alteracao de conteudo de pogcos apoés uma execucao

Durante a analise de dados, alterar como os dados sao exibidos alterando o conteudo dos pogos no
Plate Editor (Editor de placa) nunca altera os dados de fluorescéncia que foram coletados de cada
poco durante a execugao. Depois que o0 médulo coleta dados de fluorescéncia, ndo é possivel excluir
esses dados, mas vocé pode optar por remover os dados da exibigdo e da analise.

Para alterar o contetudo de pogos apés uma execugao

» Najanela Data Analysis (Analise de dados), clique em Plate Setup (Configuragdo de placa) e
selecione uma das op¢des a seguir:

m Edit/View Plate (Editar/exibir placa) — abre o Plate Editor (Editor de placa), no qual é
possivel fazer alteragdes manuais no layout.

B Replace Plate file (Substituir arquivo de placa) — abre o navegador Select Plate
(Selecionar placa), no qual é possivel navegar até um arquivo de placa salvo anteriormente
para substituir o layout da placa atual.

B Apply PrimePCR file (Aplicar arquivo PrimePCR) — abre a caixa de dialogo Select
PrimePCR file (Selecionar arquivo PrimePCR), na qual é possivel navegar até um arquivo
de execugao PrimePCR™ e aplica-lo ao layout da placa.

Dica: E possivel adicionar ou editar informagées sobre o contetido do pogo antes de uma
execucdo, durante uma execucido ou apds a conclusdo de uma execucdo de PCR. E necessario
atribuir o modo de varredura e o tamanho da placa antes da execugéo. Esses parametros ndo
podem ser alterados apos a execugao.
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Configuragdes de analise de dados

Configuracoes de analise de dados

Os dados do grafico Amplification (Amplificagéo) na guia Quantification (Quantificagéo) exibe a
fluorescéncia relativa (RFU) para cada po¢o em todos os ciclos. Cada trago no grafico representa
dados de um unico fluoréforo em um pogo. Esses dados s&o usados para determinar os valores de C,
para cada pogo por fluoréforo. O software usa um de dois modos para determinar os valores de Cq:

B Regression (Regressio) — aplica um modelo de regresséo nao linear multivariavel a tragos de
pocos individuais e, em seguida, usa esse modelo para calcular o valor de Cy,.

B Single Threshold (Limiar Gnico) — usa um valor de limiar Unico para calcular o valor de C4 com
base no ponto de cruzamento de limiar de tragos individuais de fluorescéncia.

Selecione Settings (Configurages) > C, Determination Mode (Modo de determinag&o de Cq) para
selecionar o modo de determinag&o de C,,.

Ajuste do limiar

No modo Single Threshold (Limiar Gnico), vocé pode ajustar o limar de um fluoréforo clicando na linha
do limiar no grafico Amplification (Amplificacdo) e movendo o ponteiro do mouse verticalmente. Ou, é
possivel especificar um limiar de cruzamento exato para o fluoréforo selecionado.

Configuragoes de linha de base

O software define automaticamente a linha de base individualmente para cada pogo. A configuragao
de linha de base determina o método de subtracéo da linha de base para todos os tragos de
fluorescéncia. O software oferece trés op¢des de subtragao de linha de base:

B No Baseline Subtraction (Sem subtragao de linha de base) — exibe os dados como tragos
de fluorescéncia relativa. Algumas analises ndo sao possiveis neste modo de analise e, portanto,
o software n&o exibe as guias Gene Expression (Expressao génica), End Point (Ponto de
viragem) e Allelic Discrimination (Discriminagao alélica).

B Baseline Subtracted (Linha de base subtraida) — exibe os dados como tragos com linha de
base subtraida para cada fluoréforo em um pogo. O software deve subtrair a linha de base dos
dados para determinar ciclos de quantificagéo, construir curvas padrédo e determinar a
concentragdo de amostras desconhecidas. Para gerar o trago com linha de base subtraida, o
software ajusta a melhor linha reta através da fluorescéncia registrada de cada pogo durante os
ciclos de linha de base e depois subtrai os dados de melhor ajuste dos dados de fundo subtraidos
a cada ciclo.

B Baseline Subtracted Curve Fit (Ajuste de curva de linha de base subtraida) — exibe os
dados como tragos com linha de base subtraida e o software suaviza a curva com linha de base
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subtraida usando um filtro de média centralizada. Este processo é realizado para que cada Cq
seja deixado sem variante.

Além dessas opgdes, também é possivel selecionar Apply Fluorescent Drift Correction (Aplicar corregédo
de derivagao fluorescente). Para pogos que tenham valores de RFU com derivagédo anormal durante os
ciclos iniciais de uma execugao, o software deriva uma linha de base estimada de pogos adjacentes para
os quais uma linha de base horizontal tenha sido gerada com sucesso.

Para alterar a configuragao de subtragao de linha de base

» Selecione Settings (Configuragées) > Baseline Setting (Configuragéo de linha de base).

Modo de analise

Os dados podem ser agrupados e analisados por nome de fluoréforo ou de alvo. Quando agrupados por
fluoréforo, os tragos de dados séo exibidos por fluoréforo conforme indicado na configuragéo de placa
da execugéo. Os dados de fluoréforos individuais aparecem no grafico de amplificagcao e de curva
padrao (se disponivel) quando as caixas de selegéo do seletor de fluoréforo apropriadas, localizadas
abaixo do grafico de amplificagdo, sdo marcadas.
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Quando agrupados por alvo, os tragos de dados séo exibidos por nome de alvo conforme inserido na

configuragao de placa da execucgao.
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Para escolher um modo de analise de dados
» Execute uma das opgdes a seguir:
B Selecione Settings (Configuragdes) > Analysis Mode (Modo de andlise).

B Selecione um modo no menu suspenso Analysis Mode (Modo de analise) na barra de
ferramentas.

Ciclos a analisar

E possivel restringir o niimero de ciclos a analisar. Também é possivel analisar dados de um conjunto
especifico de ciclos. O numero maximo de ciclos que € possivel analisar é 50.

Nota: Remover ciclos do inicio de uma execugdo pode ter um impacto significativo na linha de
base.

Para restringir a analise de dados a um intervalo especifico de ciclos

1. Selecione Settings (Configuragdes) > Cycles to Analyze (Ciclos a analisar).
A caixa de dialogo Cycles to Analyze (Ciclos a analisar) aparece.

2. Digite os valores dos ciclos inicial e final e clique em OK.

Clique em Restore Defaults (Restaurar padrées) na caixa de dialogo Cycles to Analyze (Ciclos a
analisar) para retornar aos ciclos usados originalmente para analise.
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Seletor de poco

Use o Well Selector (Seletor de pogo) para exibir ou ocultar os dados do pogo nos graficos ou
planilhas na janela Data Analysis (Analise de dados). Somente pogos carregados com amostra
podem ser selecionados no seletor de pogo. O software aplica cores nos pogos no seletor de pogo:

B Azul —indica pogos selecionados. Os dados dos pogos selecionados aparecem na janela Data
Analysis (Analise de dados).

B Cinza claro — indica pogos nao selecionados. Os dados dos pogos néo selecionados ndo
aparecem na janela Data Analysis (Analise de dados).

B Cinza escuro — indica pogos vazios.

Para exibir ou ocultar dados de pogos
» No seletor de pogos, execute uma das opgdes a seguir:

B Para ocultar um poco, clique no pogo individual. Para exibir esse poco, clique nele
novamente.

B Para ocultar varios pogos, arraste os pocos que deseja selecionar. Para exibir esses pogos,
arraste os pogos novamente.

B Clique no canto superior esquerdo da placa para ocultar todos os pogos. Clique no canto
superior esquerdo novamente para exibir todos os pogos.
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Seletor de pogo

B Clique noinicio de uma coluna ou linha para ocultar esses pogos. Clique na coluna ou linha
novamente para exibir os pogos.

Itens de menu de clique com botao direito do seletor de pogo

Tabela 17 lista as opgdes disponiveis ao clicar com o bot&o direito na exibi¢cdo do seletor de poco.

Tabela 17. Itens de menu de clique com botao direito nos seletores de pogo

Item

Well XX (Pogo XX)

Funcao

Exibe somente esse pogo, remove-o da exibigado, configura a cor
desse pogo ou o exclui da analise.

Selected Wells (Pogos
selecionados) (clicar com o
botao direito e arrastar)

Exibe apenas esses pogos, remove-os da exibigéo, configura a cor
desses pogos ou os exclui da analise.

Copy (Copiar)

Copia o contelido do pogo para uma area de transferéncia,
inclusive Sample Type (Tipo de amostra) e Replicate # (N° da
réplica) opcional.

Copy as Image (Copiar como
imagem)

Copia a exibi¢éo do seletor de pogo como uma imagem.

Print (Imprimir)

Imprime a exibigao do seletor de pogo.

Print Selection (Imprimir
selecdo)

Imprime a selecao atual.

Export to Excel (Exportar para
Excel)

Exporta os dados para uma planilha do Excel.

Export to Csv (Exportar para
Csv)

Exporta os dados como um documento de texto.

Export to Xml (Exportar para
Xml)

Exporta os dados como um documento .xml.

Well Labels (Rétulos de pogo)

Altera os rétulos dos pogos para Sample Type (Tipo de amostra),
Target Name (Nome do alvo) ou Sample Name (Nome da amostra).
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Exclusao temporaria de pocos da analise

Para excluir temporariamente pogos da analise de dados

1. Clique com o botao direito no seletor de pogo. Para excluir varios pogos, clique com o botédo
direito e arraste para destacar varios pogos, tragos ou pontos.

2.  No menu de clique com botao direito, selecione a opgao apropriada:

Well (Pogo) > Exclude Well (Excluir pogo)
Selected Wells (Pogos selecionados) > Exclude from Analysis (Excluir da analise)

Selected Traces (Tragos selecionados) > Exclude these wells from Analysis (Excluir estes
pocos da analise)

Amplification » Standard Curve 5

Well F8, Tubulin 3 View Only Well F8

Copy Remove Well F3 From View

Save Image As... Set Color...

Page Setup... Exclude Well F3 From Analysis [, |
Print..

Show Point Values -
Cycles —
Set Scale to Default

‘ Tubulin Actin L1k GAPDH

Chart Settings... Step Number: |3 v

Ou, para remover permanentemente pogos da analise, limpe o conteddo dos pogos no Plate
Editor (Editor de placas) clicando no botédo Clear Wells (Limpar pocos).

Importante: E necessario reinserir todo o contetido de pogo que estiver limpo.

Incluir um pogo excluido

» Clique com o botao direito no pogo apropriado no seletor de pogo e selecione Well (Pogo) >
Include Well in Analysis (Incluir pogo na analise).
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Graficos

Cada grafico na janela Data Analysis (Analise de dados) exibe os dados em um grafico diferente e
inclui opgdes para ajustar e exportar os dados ou graficos.

Itens comuns de menu de clique com botao direito para graficos

Tabela 18 lista os itens de menu de clique com o botao direito disponiveis em graficos. Alguns dos
itens disponiveis estao presentes em todos os graficos e esses itens podem ser usados para mudar
como os dados sdo exibidos ou exportar facilmente os dados de um grafico.

Tabela 18. Itens de menu de clique com botao direito para graficos

Item

Copy (Copiar)

Funcgao

Copia o grafico para a area de transferéncia.

Save Image As (Salvar
imagem como)

Salva aimagem com tamanho, resolugéo e tipo de arquivo
especificados. Os formatos de imagem disponiveis sdo PNG (padrao),
JPG e BMP.

Page Setup (Configuragéo
de pagina)

Visualize e selecione a configuragéo de pagina para impressao.

Print (Imprimir)

Imprime o grafico.

Set Scale to Default
(Configurar escala como
padréo)

Retorna o grafico a exibigao padrao depois de amplia-lo.

Chart Options (Opgodes do
grafico)

Abre a janela Chart Options (Op¢des do grafico) para alterar o grafico,
inclusive alterar o titulo, selecionar limites para os eixos X e Y, exibir
linhas de grade e mostrar marcagdes menores nos eixos.

Nota: Os itens de menu que se aplicam a graficos especificos sdo descritos no Capitulo 10,

Detalhes da analise de dados.

Graficos
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Cépia de dados do grafico para a area de transferéncia

E possivel copiar o contetido de uma exibigéo de grafico e cola-la em qualquer aplicativo que aceite
arquivos de imagem bitmap.

Para copiar dados do grafico para a area de transferéncia

1. Em menu menu de clique com bot&o direito do grafico, selecione Copy (Copiar para a area de
transferéncia).

2. Abraum aplicativo que aceite imagens de bitmap, por exemplo o Microsoft Word.

3. Clique o botao direito e selecione Paste (Colar) para colar a imagem bitmap da area de
transferéncia no aplicativo.

Modificagao das configuragdes de limiar de linha de base

No modo Single Threshold (Limiar Unico), vocé pode ajustar o limiar para um fluoréforo clicando na
linha de limiar no grafico Amplification (Amplificacdo) e movendo o ponteiro do mouse verticalmente.
Ou, é possivel especificar um limiar de cruzamento exato para o fluoréforo selecionado.

Dica: Vocé pode especificar um intervalo de ciclo para determinar a linha de base para todos os
arquivos de dados na guia Data Analysis (Analise de dados) em User (Usuario) > User
Preferences (Preferéncias do usuario).

Para ajustar o ciclo das linhas de base inicial e final para cada pogo

1. Na guia Quantification (Quantificagéo), selecione um unico fluoréforo no grafico Amplification
(Amplificagao).

2. Emmenu de clique com botdo direito do grafico, selecione Baseline Threshold (Limiar de linha de
base).

A caixa de dialogo Baseline Threshold (Limiar de linha de base) aparece.
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Graficos

3. Nasecao Baseline Cycles (Ciclos de linha de base), execute uma das op¢des a seguir:

B Para selecionar um pogo, clique no nimero da linha.

B Para selecionar varios pog¢os adjacentes, clique no numero da linha do primeiro poco e
arraste a coluna até o poco final.

B Para selecionar varios pogos nao adjacentes, pressione a tecla Control e clique no nimero
da linha de cada pogo de alvo.

B Para selecionar todos os pogos, clique no canto superior esquerdo na tabela.

Ajuste os ciclos Baseline Begin (Inicio da linha de base) e Baseline End (Final da linha de base)

para todos os pogos selecionados ou altere o nimero dos ciclos Baseline Begin (Inicio da linha

de base) e Baseline End (Final da linha de base) na parte inferior da planilha.

Dica: Para reverter as configuragdes de volta para os ultimos valores salvos, clique em
Reset All User Defined Values (Redefinir todos os valores definidos pelo usuario).

5. Clique em OK para salvar as alteragdes e voltar ao grafico.

Para especificar um intervalo de ciclos para todos os arquivos de dados

» Na janela Home (Inicio) ou no Plate Editor (Editor de placa), selecione User (Usuario) > User
Preferences (Preferéncias do usuario) e selecione a guia Data Analysis (Analise de dados).
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Capitulo 9 Visao geral da andlise de dados

Classificacao de dados de alvos e amostras
Nota: Esta op¢do esté disponivel apenas em graficos de expresséo génica.

Por padréo, as listas de alvos e amostras aparecem em ordem alfabética. Use a caixa de dialogo Sort
(Classificar) para classificar a exibicdo em ordem alfabética invertida ou para mover manualmente um
termo para uma posigao diferente na lista.

Para classificar dados de alvos e amostras
1. Em menu de clique com botéo direito do grafico, clique em Sort (Classificar).

A caixa de dialogo Gene Expression Chart Sorting (Classificagédo de grafico de expressao
génica) aparece.

Gene Expression Chart Sorting

Targets: AZ Samples: az|[za
Actin — || [OHr
IL1Beta ﬂ 1Hr
Tubulin 2Hr
A i
di2
di3
¥ i
di5
ﬂ di6

oK Cancel

2. Na caixa de dialogo, clique em Z-A para classificar a lista em ordem alfabética invertida.
3. Para moverum termo manualmente, selecione-o e clique no botéo apropriado entre os graficos:
B Clique na seta para cima ou para baixo para mover o termo selecionado em uma posic¢ao.

B Clique na seta com barra para cima ou para baixo para mover o termo selecionado para a
parte superior ou inferior da lista.

4. Clique em OK para salvar as alteragdes e voltar a guia Gene Expression (Expresséo génica).

Ampliagao de uma area no grafico
Para ampliar uma area do grafico

» Clique e arraste o grafico e depois clique em Zoom*. O software redimensiona o grafico e
centraliza-o na area selecionada.

Nota: * O Grafico de barras ndo exige clicar no comando Zoom no pop-up.
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Graficos

Para redefinir o grafico para exibicado completa

» Clique com o botao direito no grafico e selecione Set Scale to Default (Definir escala como
padréo).

Cépia de graficos para um arquivo da Microsoft

E possivel copiar graficos de dados para documentos do Microsoft Word, Excel ou PowerPoint.
A resolucéo da imagem corresponde a da tela na qual a imagem foi obtida

Para copiar graficos para um arquivo da Microsoft

1. Najanela Data Analysis (Analise de dados), selecione Copy (Copiar) no menu de clique com
bot&o direito do grafico.

2. Abraum arquivo da Microsoft em branco e cole o conteudo da area de transferéncia.

Alternativa: Clique no icone de clicar e arrastar para arrastar e soltar o grafico em um arquivo

da Microsoft.
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Planilhas

As planilhas mostradas em Data Analysis (Analise de dados) incluem opgdes para classificar e
transferir os dados. Classifique as colunas com um destes métodos:

®  Clique e arraste uma coluna para uma nova localizagédo na tabela selecionada.

B Clique no cabegalho da coluna para classificar os dados em ordem crescente ou decrescente.
Para classificar até trés colunas de dados na janela Sort (Classificar)

1. Cligue com o botao direito na planilha e selecione Sort (Classificar).

2. Na caixa de dialogo Sort (Classificar), selecione o titulo da primeira coluna para classificar.
Classifique os dados em ordem crescente ou decrescente.

3. Selecione uma segunda ou terceira coluna para classificar e selecione Ascending (Crescente) ou

Descending (Decrescente).

4. Clique em OK para classificar os dados ou clique em Cancel (Cancelar) para interromper a
classificacéo.

Destaque os dados nos graficos associados e no seletor de pogo mantendo o ponteiro do mouse
sobre uma célula. Clique em uma célula para copiar e colar seu contetdo para outro programa de
software.

Itens comuns de menu de clique com botao direito para
planilhas

Tabela 19 lista os itens de menu de clique com botao direito disponiveis em qualquer exibigéo de
planilha.

Tabela 19. Itens do menu de clique com botéo direito para planilhas

Item Fungao

Copy (Copiar) Copia o conteudo dos pogos selecionados para uma area de
transferéncia e depois cola o conteudo em uma planilha, como do
Excel.

Copy as Image (Copiar como Copia a exibigédo da planilha como um arquivo de imagem e a cola

imagem) em um arquivo que aceita um arquivo de imagem, como arquivos

de texto, imagem ou planilha.

Print (Imprimir) Imprime a exibigao atual.
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Tabela 19. Itens do menu de clique com botao direito para planilhas, continuagao

Item Funcao

Print Selection (Imprimir Imprime a selegéo atual.

selecdo)

Export to Excel (Exportar para Exporta os dados para uma planilha do Excel.

Excel)

Export to CSV (Exportar para Exporta os dados para um arquivo separado por virgulas (.csv).
CSV)

Export to Xml (Exportar para Exporta os dados para um arquivo Xml.

Xml)

Export to Html (Exportar para Exporta os dados para um arquivo Html.

Html)

Find (Localizar) Procura texto.

Sort (Classificar) Classifica os dados em até trés colunas.

Select Columns (Selecionar Seleciona as colunas que seréo exibidas na planilha.
colunas)
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Exportacao
O Software CFX Manager Dx oferece quatro opgdes de exportagdo no menu suspenso Export
(Exportar):
B Export All Data Sheets (Exportar todas folhas de dados)
B Custom Export (Exportagéo personalizada)
B Export to LIMS (Exportar para LIMS)

B Seegene Export (Exportagdo Seegene)

Exportacao de todas folhas de dados

E possivel exportar todas as exibigdes de planilhas de todas as guias do Software CFX Manager Dx
para arquivos individuais.

Para exportar todas folhas de dados

» Selecione Export (Exportar) > Export All Data Sheets (Exportar todas folhas de dados) e depois
selecione o tipo de arquivo desejado:

B CSV(*.csv)

B Texto (*.txt)

®  Excel 2007 (*.xIsx)
B Excel 2003 (*.xls)

® XML (“.xml)
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Exportagéo

Criacao de um arquivo de exportacao personalizado

Para criar um arquivo de exportagao personalizado

1.

> v DN

Selecione Export (Exportar) > Custom Export (Exportagao personalizada). A caixa de dialogo
Custom Export (Exportagao personalizada) aparece.

Custom Export

Export Format: | CSV (*csv) ~

Data to Export
Include Run Information Header

Sample Description Exported Columns
A Well Well
Fuorophere Fluorophore
Target Name Target Name
Contert gontelnt N
Replicate Mumber aMmpIE Hame
Sample Name
Biological Set Name
Well Note

Cg
Starting Quantity

OOROREEE

[« L« ]

o

uartification

Cg

Starting Cluantity

Cg Mean

Cqg Standard Deviation
Quantity Standard Deviation

et Curve

Melt Temperature

Melt Peak Height

Melt Peak Begin Temperature
Melt Peak End Temperature
End Paint

] End Poirt Cal
] End RFU

KK

=

Customize Column Names...

Set as Default Configuration

o

Selecione o formato de exportacao na lista suspensa que aparece.

Marque as caixas de selegéo dos itens a exportar.

(Opcional) Cliqgue em Customize Column (Personalizar coluna) para alterar nomes de colunas.
Clique em Export (Exportar). A caixa de dialogo Save As (Salvar como) aparece.

Na caixa de didlogo Save As (Salvar como), especifique o nome e a localizagado de um arquivo na
qual salvar o arquivo exportado.

Clique em OK para salvar o arquivo exportado.
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Exportagcao para uma pasta LIMS

E possivel exportar dados para um formato de arquivo compativel com LIMS.

Para exportar dados para o formato LIMS

1. Selecione Export (Exportar) > Export to LIMS Folder (Exportar para pasta LIMS).
A caixa de dialogo Save As (Salvar como) aparece.

2. Na caixa de dialogo Save As (Salvar como), especifique um nome de arquivo e local para salvar
0 arquivo exportado.

3. Clique em OK para salvar o arquivo exportado.

Exportacao de dados formatados para a Seegene

E possivel exportar dados de todas as exibicées de planilhas em arquivos do Excel estruturados
especificamente para uso pela Seegene, Inc.

Para exportar dados em um formato especifico da Seegene
1. Selecione Export (Exportar) > Seegene Export (Exportacdo Seegene).
A caixa de dialogo Save As (Salvar como) aparece.

2. Na caixa de dialogo Save As (Salvar como), especifique um local de pasta no qual salvar os
arquivos do Excel (.xlsx) formatados para Seegene exportados.

3. Clique em OK para salvar os arquivos exportados.
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Capitulo 10 Detalhes da analise de dados

A janela Data Analysis (Analise de dados) do software CFX Manager™ Dx contém varias guias nas
quais exibir dados. Este capitulo explica essas guias em detalhes.

Dica: E possivel escolher quais guias exibir na janela Data Analysis (Analise de dados) usando o
menu View (Exibir). O layout personalizado é salvo com o arquivo de dados.

Manual de operacéo | 191



Capitulo 10 Detalhes da analise de dados

Guia Quantification (Quantificagao)

Use os dados na guia Quantification (Quantificagéo) para configurar as condigbes de analise de
dados, incluindo as configuragdes de linha de base para pogos individuais e as configuragdes de

limiar. A guia Quantification (Quantificagao) exibe os dados nestas quatro exibi¢des:

B Grafico Amplification (Amplificagcdo) — exibe as unidades de fluorescéncia relativas (RFU) de
cada pogo em cada ciclo. Cada trago no grafico representa dados de um unico fluoréforo em um

pogo.

B Standard curve (Curva padréo) — aparece apenas se a execugao incluir pogos designados como
padrédo de tipo de amostra (Std). A curva padréo exibe o ciclo de limiar plotado em relagéo ao log
da quantidade inicial. A legenda exibe a Eficiéncia da reacéo (E) de cada fluoréforo nos pogos

com um tipo de amostra Padréo.

B Well selector (Seletor de pogo) — seleciona os pogos com os dados de fluorescéncia que vocé

deseja exibir.

B Spreadsheet (Planilha) — exibe uma planilha dos dados coletados nos pogos selecionados.

Ele View Settings Export Tools & plate setwp |@ T —— | ?
Guantfication Guantification Data EEE Gene Expression {9? Custom Data View Qc @ Run Information
Amplification Standard Gurve 2

Log Starting Quantity

Step Number: |3 ~

o 10 E » o 0 3 Unooum
Cycles A ilpg Sede: T RN e S0 RO D09 Sipem-d ST 35 408
FAM [JHEX []TesssRed []Gy5
| 2 | 3 | 4 |5 |6 | 7 |8 |3 |w|n |12 Wel Q| Fuor 5| Taget O Cortent O/ Sampke | Ca{z]
A --- F03  FAM Tubuin  Std-1 di-1
. [na J[ne [ unia] 04 FAM Tubdn 52 2
F05  FAM  Tubuin 543 i3
< F05 FAM  Tubuin S a4
D 07 FAM Tubdin 55 di5
z F08  FAM  Tubuin  Sid6 dis
F09 FAM  Tubuin ST a7
¢ [star [ stz [ suas [ tae st [ tas [ |
G Std1 || Std2 || S5td3 || Std4 |[ StdS || Stdé || Std7
G N N 0 I Y -
Completed | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit

Opcoes de fluoréforos

Para exibir os dados do fluoréforo nos graficos e planilhas da guia Quantification (Quantificagéo),
selecione os fluoréforos dos alvos abaixo do grafico Amplification (Amplificagdo). Para ocultar os

dados de fluoréforos na janela de analise de dados, desmarque a caixa de selecéo.
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Caixa de diadlogo Trace Styles (Estilos de trago)

Usando a caixa de dialogo Trace Styles (Estilos de traco), & possivel ajustar os gréaficos de
amplificagado e curva de fusdo nas guias Quantification (Quantificagéo) e Melt Curve (Curva de fusao).
Em seguida, vocé pode visualizar as alteragdes no seletor de pogo que aparece na caixa de didlogo
Trace Styles (Estilos de trago).

Para ajustar estilos de trago

1. Selecione um unico fluoréforo no grafico Amplification (Amplificagéo).

2. Para abrir a caixa de didlogo Trace Styles (Estilos de trago), faga uma das seguintes opgoes:
B Clique em Trace Styles (Estilos de trago) no grafico Amplification (Amplificagéo).

B Selecione Settings (Configuragdes) > Trace Styles (Estilos de trago) na barra de menu Data
Analysis (Analise de dados).

®  Clique com o botéo direito em um trago e selecione Trace Styles (Estilos de trago).

A caixa de didlogo Trace Styles (Estilos de traco) aparece.

Trace Styles

Fluorophore: Wells Calor Symbal

] o v -

Selected Wells: ~

Color Quick Set
‘ Random by Well | | Random by Replicate ‘ | Use Fuor Colors ‘ | Use Target Colors | | Use Sample Colors |

Well Labels: @ Sample Type () Target Name () Sample Name () Symbol

=]

0K Cancel

3. Na caixa de dialogo Trace Styles (Estilos de traco), selecione um conjunto especifico de pogos
no seletor de pogos no painel inferior. Ou, selecione pogos que contenham um tipo de amostra no
menu suspenso na coluna Wells (Pogos).
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4. Execute uma das opgdes a seguir:
B Para selecionar uma cor para os po¢os selecionados, clique na caixa na coluna Color (Cor).

B Para atribuir um simbolo aos pogos selecionados, selecione um simbolo na lista suspensa
Symbols (Simbolos).

B Para colorir rapidamente os pogos por rétulo do botéo, clique no conjunto rapido apropriado:
[0  Random by Well (Aleatério por pogo)
O Random by Replicate (Aleatério por réplica)
O Use Fluor Colors (Usar cores de fluorescéncia)
[0 Use Target Colors (Usar cores de alvo)
[0 Use Sample Colors (Usar cores de amostra)

B Para atribuir rétulos de poco, selecione Sample Type (Tipo de amostra), Target Name
(Nome do alvo), Sample Name (Nome da amostra) ou Symbol (Simbolo).

Opcao Log Scale (Escala logaritmica)

Selecione Log Scale (Escala logaritmica) abaixo do grafico Amplification (Amplificacéo) para exibir os
tragos de fluorescéncia em uma escala semilogaritmica:

Amplification

12 ——————————— ———— ——————— ;

50
Cycles Log Scale

Dica: Para ampliar qualquer area do grafico, arraste a area-alvo. Para retornar a uma exibicdo
completa, clique com o bot&o direito no grafico e selecione Set Scale to Default (Definir escala
como padrao).
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Grafico Standard Curve (Curva padrao)

O software cria um grafico Standard Curve (Curva padrao) na guia Quantification (Quantificagdo) se
os dados incluirem tipos de amostra definidos como padrao para, pelo menos, um fluoréforo na
execugao.

Standard Curve

Log Starting Quantity

O Sundad

x Linknoan
—  FAM = 020 RA2=0.205 Slope=-3 55 y-In=35.508
——  HEM  E=042% FAZ=0.00E Zlope=-3.468 y-Int=26.253

O grafico Standard Curve (Curva padrao) exibe as informagdes a seguir:

Nome de cada curva (o fluoréforo ou alvo).
Cor de cada fluoréforo ou alvo.

Eficiéncia da reagdo (E). Use essa estatistica para otimizar uma reagdo multiplex e equalizar os
dados para uma curva padrao.

Nota: A eficiéncia da reacao descreve quanto do seu alvo esta sendo produzido em cada
ciclo do protocolo. Uma eficiéncia de 100% indica que vocé esta dobrando sua meta em
cada ciclo.

Coeficiente de determinagéo, R? (escrito como RA2). Use esta estatistica para determinar o quéo
corretamente a linha descreve os dados (qualidade de ajuste).

Inclinagao

Interceptor Y
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Opcoes de menu do grafico Amplification (Amplificagao)

Além das op¢des comuns de menu de clique com botéo direito para graficos (consulte Itens comuns
de menu de clique com botdo direito para graficos na pagina 181), a Tabela 20 lista as opgdes de menu
disponiveis apenas no grafico Amplification (Amplificagéo).

Nota: O grafico Standard Curve (Curva padrao) fornece apenas opgdes de clique com botédo
direito comuns.

Tabela 20. Itens de menu de clique com botdes direito e esquerdo do grafico Amplification
(Amplificagao)

Opgao do menu Funcgao

Show Threshold Values (Mostrar Exibe o valor de limiar de cada curva de amplificagao no grafico.
valores de limiar)

Trace Styles (Estilos de trago) Abre a janela Trace Styles (Estilos de traco) para alterar estilos de
tragco que aparecem nas guias Quantification (Quantificagéo) e
Melt Curve (Curva de fusao).

Baseline Thresholds (Limiares Abre a janela Baseline Thresholds (Limiares de linha de base)

de linha de base) para alterar a linha de base ou os limiares de cada fluoréforo (as
alteracdes aparecem no grafico Amplification (Amplificagéo) na
guia Quantification (Quantificagéo)).

Planilha da guia Quantification (Quantificagao)

Tabela 21 define os dados exibidos na planilha na guia Quantification (Quantificagéo).

Tabela 21. Contetido da planilha da guia Quantification (Quantificagao)

Informagoes Descrigao

Well (Pogo) Posigéo do pogo na placa

Fluor (Fluor) Fluoréforo detectado

Target (Alvo) Nome do alvo carregado nos pogos do Plate Editor (Editor de placa)

Content (Conteudo) Uma combinacéo de Sample Type (Tipo de amostra) (necessario) e
Replicate # (N° da réplica) (opcional) carregada no Plate Editor
(Editor de placa)
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Tabela 21. Conteudo da planilha da guia Quantification (Quantificacéo), continuacao

Informagodes Descrigao

Sample (Amostra) Nome da amostra carregada nos pogos do Plate Editor (Editor de
placa)

Cq Ciclo de quantificagdo de cada trago

Alteragao de dados de alvo, contetiido ou amostra

E possivel alterar os dados nas colunas Target (Alvo), Content (Contetido) e Sample (Amostra)
editando o arquivo de placa com o uso do editor de placa, mesmo depois de ter executado o
experimento.

Para alterar os dados nas colunas Content (Contetido), Target (Alvo) e Sample
(Amostra)

» Clique em Plate Setup (Configuracéo de placa) e selecione View/Edit Plate (Exibir/editar placa)
para abrir o Plate Editor (Editor de placa).
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Guia Quantification Data (Dados de quantificacao)

A guia Quantification Data (Dados de quantificagdo) exibe os dados de quantificagéo coletados em
cada pogo. O Software CFX Manager Dx exibe os dados em quatro exibi¢cdes de planilhas diferentes:

B Results (Resultados) — exibe uma planilha dos dados. Esta é a exibi¢cdo padréo.

B Standard Curve Results (Resultados da curva padrao) — exibe uma planilha dos dados da curva
padréao.

B Plate (Placa) — exibe os dados em cada pogo como um mapa da placa.

B RFU — exibe as quantidades de RFU em cada pogo para cada ciclo.

Selecione cada planilha na lista suspensa que aparece abaixo da guia Quantification Data (Dados de
quantificacéo).

Planilha Results (Resultados)

A planilha Results (Resultados) exibe os dados de cada pogo na placa.

Time Course 3.pcrd

Eile  View Settings Export Tools E\atesatup'

._';‘F\uorophore v ?

Quantification Quantification Data !HH Gene Expression EEELZ Custom Data View 5_i|_| Qc % Run Information

Resulis | Step Number. 3
Wel O Fuor & Tamet O Cortent O Sample | Ca & CaMean §| CqStd.Dev 5‘5"‘"?58‘;3"‘“ & USUSE‘;';;['Q o
s GAPDH Unkn-1 BHr 17.14 1713 0.003 1.911E+05 5281
BO5 o5 GAPDH Unkn-2 THr 17.07 1708 0.024 1.393E+05 5300
BOG o5 GAPDH Unkn-3 BHr 17.08 17.08 0.035 1.980E+05 5297
co4 o5 GAPDH Unkn-1 BHr 17.13 1713 0.003 1.917E+05 5283
co5 o5 GAPDH Unkn-2 THr 1712 1708 0.024 1937E+05 5287
co6 o5 GAPDH Unkn-3 BHr 1712 17.08 0.035 1.930E+05 5285
D04 o5 GAPDH Unkn-1 BHr 17.14 1713 0.003 1.908E+05 5281
D05 o5 GAPDH Unkn-2 THr 17.08 17.08 0.024 1.388E+05 5298

Nota: Todos os célculos de Std. Dev (Desvio padrao) aplicam-se aos grupos de réplicas
atribuidos nos pogos na janela Plate Editor (Editor de placa). Os calculos geram a média do valor
de Cq de cada pogo no grupo de réplicas.

Tabela 22 define os dados que aparecem na planilha Results (Resultados).
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Tabela 22. Contetudo da planilha Results (Resultados)

Informagodes

Well (Pogo)

Descrigao

Posi¢ao do pogo na placa

Fluor (Flaor)

Fluoréforo detectado

Target (Alvo)

Nome do alvo de amplificagédo (gene)

Content (Conteudo)

Tipo de amostra N° da réplica

Sample (Amostra)

Descrigdo da amostra

Biological Set Name (Nome do
conjunto biolégico)

Nome do conjunto bioldgico

Cq

Ciclo de Quantificagdo

Cq Mean (Média de Cq)

Média do ciclo de quantificagdo do grupo de réplicas

Cq Std. Dev (Desvio padrao de
Ca)

Desvio padrao do ciclo de quantificagéo do grupo de réplicas

Starting Quantity (SQ)
(Quantidade inicial)

Estimativa da quantidade inicial do alvo

Log Starting Quantity (Log
quantidade inicial)

Log da quantidade inicial

SQ Mean (Média de SQ)

Média da quantidade inicial

SQ Std. Dev (Desvio padréo de
SQ)

Desvio padrao da quantidade inicial nas réplicas
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Planilha Standard Curve Results (Resultados de curva padrao)

A planilha Standard Curve Results (Resultados de curva padrédo) exibe os pardmetros da curva
padrao calculada.

m Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd

File  View Settings Export  Tools Elate Setup - ._% | Flucrophore  ~ | ?
Quantification Quartfication Data !!H Gene Expression 5::? Custom Data View ac E Run Information
Standard Curve Results  ~ | Step Mumber: 3

Fluor 4| Efficiency % Slope & Yntercept R"2 & =

Cy5 5593 -3.423 35216 1.000 ]

FAM 9197 -3.531 35593 0.995

HEX 5424 -3.468 36.863 0.958

Texas Red 96.86 -3.393 35.481 0.9%3

I+
Completed Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Tabela 23 define os dados que aparecem na planilha Standard Curve Results (Resultados de curva
padrao).

Tabela 23. Conteudo da planilha Standard Curve Results (Resultados de curva padrao)

Informacoes Descricao

Fluor (Fldor) (ou Target (Alvo)) Fluoréforo (ou alvo) detectado

Efficiency % (% de eficiéncia) Eficiéncia da reagéo

Slope (Inclinagao) Inclinagédo da curva padréao

Interceptor Y Ponto no qual a curva intercepta o eixo Y
RA2 Coeficiente de determinagéo
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Planilha Plate (Placa)

A planilha Plate (Placa) exibe um mapa de placas dos dados para um fluoréforo por vez.

m Data Analy Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd
File View Setings Export Tools Plate Setup ~ | (55 | Fluorophore  ~ ||
Quantification Quartification Data !HH Gene Expression l'-ieg Custom Data View ac E Run Information
Plate ~ | Step Number: 3
Qutput: Content Sample Cg Starting Quartity
1 2 3 4 5 & 7
Content
Sampl
A ample
Cq
copy number
Cantent Unkn-1 Unkn-2 Unkn-3
I Sample 6Hr FHr 8Hr
Cq 2736 21 19.07
copy number 2.14e+02 | 6.60e+03 |4.78e+04
Cortent Unkn-1 Unkn-2 Unkn-3
c Sample BHr THr 8Hr
Cq 30.38 21 19.24
copy number 3.00e+01 | 6.58e+03 |4 27e+04
[i4 4 b »| FAM 4 HEX 4 Texas Red 4 Cy5 [[4] il
Completed ‘ Scan Mede: All Channels ‘ Plate Type: BR White

Para exibir dados de um fluoréforo especifico

» Clique em sua guia na parte inferior da planilha.

Planilha RFU

A planilha de RFU exibe as leituras de unidades de fluorescéncia relativa (RFU) de cada pogo
adquirido em cada ciclo da execugado. O nimero do pogo aparece no topo de cada coluna e o nimero
do ciclo aparece a esquerda de cada linha.

m Data Anal Gene bx i Time Course 3.pcrd

File View Settings Export Tools E\ate Setup ~ \i‘ Fluorophore

Quantfication Quantffication Data !HH Gene Expression {u:? Custom Data View ac Run Information

RFU ~ | Step Number: 3
Cycle B4 B5 B6 c4 c5

456 116 150 548 74
2 299 5001 565 00416 0989
3 150 0773 665 241 D154
4 629 324 562 DN8 137
5 502 266 365 175 386
6 -271 283 0862 384 317
7 801 0380 151 DS 406

4 4 b M| FAM 4 'HEX 4 Texas Red 4 Cy5

Completed ‘ Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White
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Capitulo 10 Detalhes da analise de dados

Guia Melt Curve (Curva de fusao)

Isencgao de responsabilidade: Nenhum direito é concedido pela Bio-Rad para o uso da analise da
curva de fusdo na analise por fusdo de alta resolugdo no campo de diagndsticos in vitro humanos ou
veterinarios. Além disso, é responsabilidade do comprador obter quaisquer direitos de propriedade
intelectual que possam ser necessarios para suas aplicagdes especificas.

Para corantes de ligagdo de DNA e sondas de hibridizagao nao clivaveis, a fluorescéncia é mais
brilhante quando as duas cadeias de DNA se ligam. Portanto, a medida que a temperatura aumenta
para a temperatura de fuséo (T,,), a fluorescéncia diminui a uma taxa constante (inclinagéo
constante). Em T,,, hd uma redugéo drastica na fluorescéncia com uma mudanca perceptivel na
inclinagdo. A taxa dessa mudanga é determinada pela plotagem da primeira regressao negativa de
fluorescéncia versus a temperatura (-d(RFU)/dT). A maior taxa de alteragéo na fluorescéncia resulta
em picos visiveis e representa a T,,, dos complexos de DNA de cadeia dupla.

Software CFX Manager Dx plota os dados da RFU coletados durante uma curva de fusdo em fungao
da temperatura. Para analisar os dados do pico de fusdo, o software atribui uma temperatura inicial e
final a cada pico movendo a barra de limiar. O piso da area do pico é especificado pela posi¢cao da
barra de limiar de fusdo. Um pico valido deve ter uma altura minima em relagéo a distancia entre a
barra de limiar e a altura do pico mais alto.

A guia Melt Curve (Curva de fuséo) exibe a T, (temperatura de fuséo) dos produtos de PCR
amplificados em quatro exibigbes:

B Melt Curve (Curva de fusdo) — exibe os dados em tempo real de cada fluoréforo como RFUs por
temperatura de cada pogo.

B Melt Peak (Pico de fusao) — exibe a regresséo negativa dos dados da RFU por temperatura de
cada poco.

B Well selector (Seletor de pogo) — exibe pogos para mostrar ou ocultar os dados.
B Peak spreadsheet (Planilha de picos) — exibe os dados coletados no pogo selecionado.

Nota: Esta planilha exibe até dois picos para cada trago. Para ver mais picos, clique na guia
Melt Curve Data (Dados da curva de fusdo).
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Guia Melt Curve (Curva de fusdo)

[l cusntfication Quartification Data Mk Curve Met Curve Data  gfjf] Gene Expression EndPort 85 Costom Dats View (2] ac 1EE] Run fomation

WMelt Curve Welt Peak

2000 oo e

1500 ool IO ||

RFU (10*3)
-d[RFUYAT

1000

+ 1 f +
60 70 80 0
Temperature, Celsius

80 70 30 90
Temperature, Celsius

EA Actin - [ IL1Beta ] Tubulin Peak Typs: | Postive w|  Step Mumber: |7 ~

13 7 3 E] 0 | 1 12 Wel 9| Auor & Target ¢ Content ¢ Sample ¢ T“gf""p o

1 2 3 4 5
A ----------== T P e TR e e

F12 SYBR Tubulin 5td-12 dil-12 84.50

¢ Tonkt ok Tunka Tunks Tonks Tunks Tonkz Tomke Momke 1 L0

Tabela 24 na pagina 203 define os dados que aparecem na planilha Melt Curve (Curva de fus&o).

Tabela 24. Conteudo da planilha Melt Curve (Curva de fusao)

Informagoes Descrigao

Well (Pogo) Posigéo do pogo na placa

Fluor (Fluor) Fluoréforo detectado

Content (Conteudo) Uma combinagao de Tipo de amostra e N° da réplica

Sample (Amostra) Nome da amostra carregada no Plate Editor (Editor
de placa)

Melt Temp (Temperatura de fus&o) A temperatura do pico de fusao de cada pogo

Nota: Somente os dois picos mais altos aparecem
nesta planilha.
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Capitulo 10 Detalhes da analise de dados

Ajuste de dados da curva de fusao
Para ajustar dados da curva de fusao

» Execute uma das opgdes a seguir:

B Clique e arraste as barras de limiar no gréafico Melt Peak (Pico de fus&o) para incluir ou
excluir picos na analise de dados.

B Selecione Positive (Positivo) no menu suspenso Peaks (Picos) para mostrar os dados da
planilha para os picos acima da linha Melt Threshold (Limiar de fus&o) ou selecione Negative
(Negativo) para exibir os dados da planilha dos picos abaixo da linha Melt Threshold (Limiar
de fuséo).

B Abraajanela Trace Styles (Estilos de trago) para alterar a cor dos tragos nos graficos Melt
Curve (Curva de fusdo) e Melt Peak (Pico de fusao).

B Selecione um nuimero no seletor Step Number (NUmero da etapa) para exibir os dados da
Melt Curve (Curva de fusdo) em outra etapa do protocolo. A lista mostra mais de uma etapa
se o protocolo incluir leituras de placa em mais de uma etapa da curva de fusao.

B Selecione pogos no seletor de pogo para se concentrar nos subconjuntos dos dados.

B Selecione um grupo de pogos para exibir e analisar um subconjunto dos pogos na placa.
Selecione cada grupo de pogos por nome no menu suspenso Well Group (Grupo de pogos)
na barra de ferramentas.
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Guia Melt Curve Data (Dados da curva de fuséo)

Guia Melt Curve Data (Dados da curva de fusao)

A guia Melt Curve Data (Dados de curva de fus&o) exibe os dados da guia Melt Curve (Curva de
fusdo) em multiplas planilhas que incluem todos os picos de fuséo de cada trago. O oferece quatro
opgdes de planilhas nas quais exibir os dados de curva de fusao:

B Melt Peaks (Picos de fusdo) — exibe todos os dados, inclusive todos os picos de fuséo, para
cada traco. Esta é a exibicao padrao.

B Plate (Placa) — exibe uma exibicao dos dados e do contetido de cada pogo na placa.
B RFU —exibe as quantidades de RFU em cada temperatura para cada poco.

B -d(RFU)/dT — exibe a taxa de mudanga negativa na RFU a medida que a temperatura (T) muda.
Este € um grafico de primeira regressédo de cada pogo na placa.

Selecione cada planilha na lista suspensa que aparece abaixo da guia Melt Curve Data (Dados da
curva de fusao).

Planilhas Melt Peaks (Picos de fusao)

A planilha Melt Peaks (Picos de fusao) exibe todos os dados de curva de fusao.

(ffl Quantification Quartification Data Melt Curve 5‘5 Met Curve Data EHH Gene Expression End Point "-(_\:J Custom Data View

Melt Peaks ~ | Step Number: 7 Peak Type: Positive

Well { Fuor & Taget ) Cortent { Sample Temr:cnﬁture | Peak Height ¢ Terr?:g;lure )] Temsneciture &
SYBR At Unken-1 OHr 24.00 1457.19 78.00 82,50
Al2 SYBR Actin Unkn-2 THr 84.00 142657 78.50 94.00
A03 SYBR Actin Unkn-3 2Hr 24.00 145253 78.50 51.00
BO1 SYBR Actin Unkn-1 OHr 84.00 140873 78.50 92.50
BO2 SYBR Actin Unkn-2 1Hr 84.00 1510.77 78.00 89.00
BO3 SYBR Actin Unkn-3 2Hr 8400 145325 78.00 8850
co SYBR Actin Unkn-1 OHr 24.00 1521.98 78.50 91.50
co2 SYBR Actin Unkn-2 1Hr 2400 161875 78.00 50.00
Cco3 SYBR Actin Unkn-3 2Hr 84.00 1581.56 78.00 89.00
D01 SYBR Actin Std-1 dil-1 24.00 1100.08 79.00 54.00

Tabela 25 na pagina 206 define os dados que aparecem na planilha Melt Peaks (Picos de fusao).
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Capitulo 10 Detalhes da analise de dados

Tabela 25. Contetuido da planilha Melt Peaks (Picos de fusao)

Informacoes Descrigao

Well (Pogo) Posi¢ao do pogo na placa

Fluor (Fluor) Fluoréforo detectado

Content (Conteudo) Tipo de amostra listado na janela Plate Editor (Editor de placa)
Target (Alvo) Alvo de amplificagéo (gene)

Sample (Amostra) Nome da amostra listada na janela Plate Editor (Editor de placa)
Melt Temperature (Temperatura A temperatura de fuséo de cada produto, listada como um pico
de fusao) (maior) por linha na planilha

Peak Height (Altura do pico) A altura do pico

Begin Temperature (Temperatura ~ Temperatura no inicio do pico
inicial)

End Temperature (Temperatura Temperatura no final do pico
final)

Planilha Plate (Placa)

A planilha Plate (Placa) exibe dados da curva de fusdo em um formato de placa.

Quartification Quantification Data Melt Curve Meft Curve Data HHH Gene Expression End Paint tc_\:.? Custom Data View
Plate ~| Step Number: 7 Peak Type: Posttive

Output - Content Sample Peak 1 Peak 2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Cortent | Unkn-1 (| Unkn-2 | Unkn-3
Sample OHr 1Hr 2Hr

Peak 1 84.00 84.00 84.00
Peak 2 None None None
Content | Unkn-1 | Unkn-2 | Unkn-3
Sample OHr 1Hr 2Hr
Peak 1 84.00 84.00 84.00
Peak 2 None None None
Content | Unkn-1 | Unkn-2 | Unkn-3
Sample OHr 1Hr 2Hr
Peak 1 84.00 84.00 84.00
Peak 2 None None None

Nota: Para ajustar o pico que o software chama, ajuste a linha de limiar no grafico Melt Peak
(Pico de fus&o) na guia Melt Curve (Curva de fusao).

Tabela 26 na pagina 207 define os dados que aparecem na planilha Plate (Placa).
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Guia Melt Curve Data (Dados da curva de fuséo)

Tabela 26. Conteudo da planilha Plate (Placa)

Informacgodes Descrigcao

Content (Conteudo) Uma combinag&o de Sample Type (Tipo de amostra) (necessario) e Replicate
# (N° da réplica) (opcional)

Sample (Amostra) Descrigdo da amostra
Peak 1 (Pico 1) Primeiro pico de fus&o (mais alto)
Peak 2 (Pico 2) Segundo pico de fuséo (mais baixo)

Planilha RFU

A planilha de RFU exibe a fluorescéncia de cada pogo em cada ciclo adquirido durante a curva de
fuséo.

Tabela 27 define os dados exibidos na planilha RFU.

Tabela 27. Contetdo da planilha RFU

Informagoes Descrigao

Well number (Nimero do pogo) (A1, A2, Posigéo do pogo na placa dos pogos

A3, A4, A5) carregados

Temperature (Temperatura) Temperatura de fusdo do alvo amplificado,

plotada como um pogo por linha e multiplos
pogos para multiplos produtos no mesmo pogo
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Capitulo 10 Detalhes da analise de dados

Planilha -d(RFU)/dT

A planilha -d(RFU)/dT exibe a taxa negativa de mudanc¢a na RFU a medida que a temperatura (T)
muda.

=
(| Quartification Quantification Data Melt Curve Melt Curve Data HHH Gene Expression End Point l'-:?? Custom Data View

<d({RFU)dT ~ | Step Number: 7 Pesk Type: Postive

Temperature | A1 A2 A3 B B2 B3 c1 cz c3 D1 D2 D3 D4 D5
105 %0 101 %85 119 115 107 125 120 77@ 104 103 121 114
5550 27| 26 29| 215 258 249 231 27| 260 169 25 224 263 246

5600 210 18D 202 139 238 230 214 240 156 207 207 243 227

5650 210 190 202 138 238 230 214 240 186 207 247 M3 23

5700 210 180 202 139 238 230 214 240 15 207 207 243 27

5750 209 183 202 138 238 229 213

5800 214 193 204 202 242 232 M5 253 243 184 214 210 245 23

5850 222 20 210 209 247 237 231 260 249 184 228 219 249 237

Tabela 28 define os dados que aparecem na planilha -d(RFU)/dT.

Tabela 28. Conteudo da planilha -d(RFU)/dT

Informagoes Descrigao
Well number (Numero do pogo) (A1, A2, Posigao do pogo na placa dos pogos carregados
A3, A4, A5)

Temperature (Temperatura) -d(RFU)/dT ~ Taxa negativa de alteragdo na RFU a medida que
temperatura (T) muda
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Guia End Point (Ponto de viragem)

Guia End Point (Ponto de viragem)

Abra a guia End Point (Ponto de viragem) para analisar as unidades de fluorescéncia relativa (RFUs)
finais dos pogos da amostra. O software compara os niveis de RFU de pogos com amostras
desconhecidas com niveis de RFU de pogos com controles negativos e “chama” o desconhecido de
positivo ou negativo. As amostras positivas tém um valor de RFU maior que o valor médio de RFU dos
controles negativos mais o valor de corte.

m Data Analysis - 5 Color End Point.pcrd

View Settings Export  Tools Plate Setup ~ | ‘ Fluorophore v || 2
EndPort e Custom Data View 2] Run Ifomation
Settings A End 2
Fuorophore: = % Wel 4| Fuor ¢ Content (| Sample ¢ FIY O Cal O
End Cycles To Average: [2 =] co3 [iex s 15271 (+) Postive
O RFUs P o*R Co4 HEX Std-2 10788 (+) Posilive
® P o R 100 2 C05 HEX Std-3 6245  (+) Posttive
C06 HEX Std-4 4035  (+) Posttive
Results
Lowest RFU value: 2663 e HEXT g O 1867 -
Highest RFU value: 18293 D03 HEX Std-1 15193 (4 Fosilvve
T s D04 HEX Std-2 10781 (3 Posilvve
Cut OF Value: 4243 v D05 HEX Std-3 6294  (+) Posttive
D06 HEX Std-4 4013 (+) Posttive
D07 HEX Neg Cid 1882 =
E03 HEX Std-1 14530  (+) Posttive
E04 HEX Std-2 10240  (+) Posttive
E05 HEX Std-3 5838  (+) Posttive
E06 HEX Std-4 3896  (+) Positive
EO07 HEX Neg Ctd 1882
FO3 HEX Std-1 14055  (+) Positive
FO4 HEX Std-2 9932  (+) Posttive
FO5 HEX Std-3 5826  (+) Posttive
F06 HEX Std-4 3964  (+) Posttive
FO7 HEX Neg Ctrd 1883 —
<
4 4 » | FAM | HEX / Texas Red 4 Cy5 ; Quasar 705
[ Completed Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

Para analisar os dados do ponto de viragem, a placa deve conter controles negativos ou o software
nao pode fazer a chamada. Execute um desses dois tipos de protocolos:

B Executar um protocolo Quantification (Quantificagédo) — configurar um protocolo padrdo. Apés a
conclusao da execugao, abra a janela Data Analysis (Analise de dados), ajuste as configuragbes
de analise de dados na guia Quantification (Quantificagao) e, em seguida, clique na guia End
Point (Ponto de viragem) para selecionar um ciclo de ponto de viragem.

B Executar um protocolo End Point Only (Apenas ponto de viragem) — carregue o protocolo End
Point Only (Apenas ponto de viragem) na guia Plate (Placa) da janela Run Setup (Configuracéo
de execugéo), selecione ou crie uma placa e inicie a execugao.

A guia End Point (Ponto de viragem) exibe os valores de RFU para determinar se o alvo foi
amplificado pelo ultimo (viragem) ciclo. Use esses dados para determinar se uma sequéncia de alvos
especifica esta presente (positiva) em uma amostra. Alvos positivos tém valores de RFU mais altos
do que o nivel de corte que vocé define.
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Capitulo 10 Detalhes da analise de dados

Dica: Para criar um protocolo de ponto de viragem, abra a guia Protocol (Protocolo) (janela Run
Setup (Configuracdo de execugao) e selecione Run (Executar) > End Point Only Run (Apenas
execugao de ponto de viragem).

Quando a execugao for concluida, o arquivo de dados é aberto na guia End Point (Ponto de viragem),
na qual a compreende as seguintes secbes:

Settings (Configuragdes) — ajusta as configuracdes de andlise de dados.
Results (Resultados) — exibe os resultados imediatamente depois de ajustar as configuragdes.

Well selector (Seletor de poco) — selecione os pogos com os dados de ponto de viragem que
vocé deseja exibir.

RFU spreadsheet (Planilha RFU) — exibe a RFU de viragem coletada nos pogos selecionados.

Dados de resultados

A secédo Results (Resultados) exibe os seguintes dados:

Lowest RFU value (Valor de RFU mais baixo) — valor de RFU mais baixo nos dados
Highest RFU value (Valor de RFU mais alto) — valor de RFU mais alto nos dados

Negative Control Average (Média do controle negativo) — RFU médio dos pogos que contém
controles negativos

Cut Off Value (Valor de corte) — calculado ao adicionar a tolerancia (RFU ou porcentagem do
intervalo listada em Settings (Configuragdes)) e a média dos controles negativos. Amostras com
RFUs que sejam superiores ao valor de corte serdo chamadas de “Positivas”. Para ajustar o valor
de corte, altere a RFU ou Percentage of Range (Porcentagem do intervalo)

O Valor de corte é calculado usando esta formula:

Valor de corte = Média de controle negativo + Tolerancia

Selecione uma tolerancia com um destes métodos:

RFUs (padrao) — selecione este método para usar um valor absoluto de RFU para a tolerancia.
O valor minimo de tolerancia de RFU é 2. O maximo € o valor absoluto do valor de RFU mais alto
menos o valor absoluto do valor de RFU mais baixo. O valor padréo de tolerancia de RFU é 10%
do intervalo total de RFU.

Percent of Range (Porcentagem do intervalo) — selecione este método para usar uma
porcentagem do intervalo de RFU para a tolerancia. A porcentagem minima do intervalo € 1%. A
porcentagem maxima do intervalo é€ 99%. A porcentagem padr&o do intervalo & 10%.
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Guia End Point (Ponto de viragem)

Ajuste da analise de dados do ponto de viragem
Para ajustar os dados na guia End Point (Ponto de viragem)
» Execute uma das opgdes a seguir:

B Selecione um fluoréforo na lista suspensa.

B Selecione um valor End Cycle to Average (Ciclo final para a média) para definir o numero de
ciclos com os quais calcular a RFU média do ponto de viragem.

B Selecione RFUs para exibir os dados nas unidades de fluorescéncia relativa.

B Selecione Percentage of Range (Porcentagem do intervalo) para exibir os dados como uma
porcentagem do intervalo de RFU.

B Selecione pocos no seletor de pogo para se concentrar nos subconjuntos dos dados.

B Selecione um grupo de pogos para exibir e analisar um subconjunto dos pogos na placa.
Selecione cada grupo de pogos por nome no menu suspenso Well Group (Grupo de pogos)
na barra de ferramentas.

Planilha de RFU para analise de ponto de viragem

Tabela 29 define os dados que aparecem na planilha de RFU na guia End Point (Ponto de viragem)

Tabela 29. Contetudo da planilha End Point (Ponto de viragem)

Informagoes Descrigao

Well (Pogo) Posigao do pogo na placa

Fluor (Fluor) Fluoréforo detectado

Content (Conteudo) Uma combinagéao de Tipo de amostra) e N° de réplica

End RFU (RFU final) RFU no ciclo do ponto de viragem

Call (Chamada) Positive (Positiva) ou Negative (Negativa), em que amostras positivas

tém um valor de RFU maior que a RFU média dos controles negativos
mais o Cut Off Value (Valor de corte)

Sample (Amostra) Nome da amostra carregada no Plate Editor (Editor de placa)
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Guia Allelic Discrimination (Discriminacgao alélica)

A guia Allelic Discrimination (Discriminagao alélica) atribui gendtipos a pogos com amostras
desconhecidas. Use esses dados para identificar amostras com diferentes genétipos, incluindo Allele
1 (Alelo 1), Allele 2 (Alelo 2), Heterozygote (Heterozigoto), No Call (no amplification) (Sem Chamada
[sem amplificagdo]) ou Undetermined (Indeterminado).

Nota: Os dados da discriminagdo alélica devem ser provenientes de execugdes multiplex com ao
menos dois fluoréforos. Cada fluoréforo identifica um alelo em todas as amostras.

W Data Analysis - 2 Target Allelic Discrimination.perd

Eile View Settings Export Tools glate Setup ~ : Fluorophore v ?
Quantication [ Quantfication Data  gi] Gene Bxpression End Port (5] Alec Discimination  $8% Custom Data View (] C fEE] Run nfomation
Allelic Discrimination £ Wel A Sample ¢ Cal O Tye | RFUT O RFU2 O
1y & Allele 2 Auto 1644 5284
6000 1 = A5 Allele 2 Auto 1605 5228
’ AD6 Heterozygote Auto 8476 2982
§ 0t 803 Alcle 2 Ato e sen
% 4000 f BO5 Allele 2 Auto 1716 5456
= A BO6 Heterozygote  Auto 8050 2909
< 3000 §
5 s c03 Alele 2 Auto 1757 5858
2 2000 £ co5 Alele 2 Auto 1897 5799
C06 Heterozygote  Auto 8362 2847
et . D03 Alele 2 Ao w58 e
oo
0 [ ] ' ' ' ' D05 Allele 2 Auto 1575 5314
o 2 4 e 8 1 12 D06 Heterozygote  Auto 9871 3437
RFU for Allele 1 - FAM (1043) [ Polar Coordinates E04 Alele 1 Auto 10639 430
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Selected Fluorophores
- B
» Il I
Selectoycle: 50 |3
- il |
3 [ View call map
- Il I
3 i
- il I
< —
Completed Scan Mode: All Channels ‘ Plate Type: BR White ‘ Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

A analise de discriminagao alélica requer o contetdo de pogo minimo a seguir:

B Dois fluoréforos em cada pogo

B Amostras NTC (sem controle de modelo) para anélise de dados otimizada.

Software CFX Manager Dx oferece quatro opgdes para exibir dados de discriminagao alélica:

B Gréfico Allelic Discrimination (Discriminagéo Alélica) — exibe os dados em um grafico de RFU
para Allele 1/Allele 2 (Alelo1/Alelo2). Cada ponto no grafico representa dados de ambos
fluoréforos em um pogo. Vocé pode alternar entre coordenadas Cartesianas e Polares
selecionando e desmarcando a caixa de sele¢édo Polar Coordinates (Coordenadas polares).
Cartesian Coordinates (Coordenadas cartesianas) representam RFU para Allele 1 (Alelo 1) no
eixo X e RFU para Allele 2 (Alelo 2) no eixo Y. Polar Coordinates (Coordenadas polares)
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Guia Allelic Discrimination (Discriminagéo alélica)

representam o angulo no eixo X e a distdncia RFU no eixo Y a partir da origem (mediano de todas
NTCs).

B Planilha Well (Pogo) — exibe os dados de discriminacéo alélica coletados em cada pogo da
placa.

B Well selector (Seletor de pogo) — selecione os pogos com os dados alélicos que deseja mostrar.

B Painel Selected Fluorophores (Fluoréforos selecionados) — altera os rétulos dos eixos X e Y no
grafico Allelic Discrimination (Discriminagao alélica), o ciclo para analise e se 0o mapa de
chamadas deve ser exibido.

Ajuste de dados para discriminagao alélica

O software atribui automaticamente um genétipo aos pogos com amostras desconhecidas com base
nas posi¢des das NTCs e no angulo e na distancia dos pontos de dados desconhecidos em relagao
as NTCs.

Para ajustar os dados de discriminagao alélica

» Execute uma das opgdes a seguir:

B Para exibir coordenadas polares, selecione a caixa de sele¢do no grafico Allelic
Discrimination (Discriminagao alélica).

B Para exibir outro fluoréforo, selecione-o na lista suspensa no painel Selected Fluorophores
(Fluordéforos selecionados).

B Para alterar uma chamada, arraste o mouse pelo(s) ponto(s) de dados no grafico Allelic
Discrimination (Discriminagéo alélica) e selecione uma opgao na lista Selected Wells (Pocos
selecionados):

Allele 1 (Alelo 1)

Allele 2 (Alelo 2)

Heterozygote (Heterozigoto)
Undetermined (Nao determinado)

No Call (Sem chamada)

O o o o o o

Auto Call (Chamada automatica)

Dica: Selecione Auto Call (Chamada automatica) para reverter para a chamada padréo.
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Opcoes do menu Chart (Grafico)

Além das op¢des comuns de um menu de clique com o botao direito para graficos (consulte Itens
comuns de menu de clique com bot&o direito para graficos na pagina 181), a Tabela 30 lista as op¢des de
menu disponiveis no grafico Allelic Discrimination (Discriminagéo alélica).

Tabela 30. Opgoes de menus dos botdes direito e esquerdo do grafico Allelic Discrimination
(Discriminagao alélica)

Opgao do menu Funcao

Zoom Focaliza a exibigao do grafico na area selecionada (clicando e
arrastando o cursor no grafico).
Dica: Para restaurar o zoom e mostrar todos os pontos de
dados, clique com o bot&o direito e selecione Set Scale to
Default (Definir escala como padrao).

Well (Pogo) Para o poco selecionado, as opgdes sdo: display only this well
(exibir apenas este pogo), remove this well from view (remover
esse pogo da exibigado), set color for this trace (definir cor deste
traco) ou exclude the well from analysis (excluir o pogo da analise).

Selected Wells (Pogos Para os pocos selecionados (selecionados clicando e arrastando o

selecionados) cursor no grafico), as opgdes séo: display only these wells (exibir
apenas estes pogos), remove these wells from view (remover estes
pocos da exibigcao), set color for these traces (definir cor para estes
tracos) ou exclude these wells from analysis (excluir estes pogos
da analise).

Planilha de discriminacgao alélica

A Tabela 31 define os dados que aparecem na planilha Allelic Discrimination (Discriminagao alélica).

Tabela 31. Contetudo da planilha de discriminagao alélica

Informacoes Descrigao

Well (Pogo) Posigao do pogo na placa

Sample (Amostra) Descrigdo do nome da amostra

Call (Chamada) Identidade do alelo, incluindo, de forma automatica, Allele 1

(Alelo 1), Allele 2 (Alelo 2), Heterozygote (Heterozigoto), No Call
(Sem chamada) ou Undetermined (N&o determinado)
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Guia Allelic Discrimination (Discriminagéo alélica)

Tabela 31. Conteudo da planilha de discriminagao alélica, continuagao

Informacgodes Descrigao

Type (Tipo) Auto (Automatico) ou Manual, descreve como a chamada foi feita.
Automatico indica que o software selecionou a chamada. Manual
indica que o usuario selecionou a chamada.

RFU1 RFU de Allele1 (Alelo 1)

RFU2 RFU de Allele2 (Alelo 2)
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Guia Custom Data View (Exibicao de dados personalizada)

A guia Custom Data View (Exibicdo de dados personalizada) exibe varios painéis simultaneamente

em um formato personalizavel.

A lista suspensa Load a Preset View (Carregar uma exibigao predefinida) oferece uma selecédo de
modelos de formato de exibigédo. A exibigdo padrdo mostrada depende do arquivo sendo analisado.
Por exemplo, se houver dados de Curva de fusao, a exibigdo padrdo Amp+Melt (Amplificagédo +
fusdo) aparece.

Rows: Columns:

Quantffication Quantffication Data EEE Gene Expression @ Custom Data View ac % Run Information

Load a Preset View: | <Select a proset View> | | Save as Preset.. | | Manage Presets

Chart

Bar Chart
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1T

Relati ve Normalized Expression

__m_H

£

ke B
Sample

-— == T

Gene Expression Resuts - Bar Chart

1275
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2287
2614
2957

Target & Sample ) Gl ¢ Bxpression ¢| B ¢ EE.;:SE%TT::\ )
b 8 000205 000053 0.00093
ILb dil-1 293656 0.07376 0.11670
b di2 315690 019094 020278
Lb i3 30758 018432 01698
ILb dil-4 3.17837 0.15760 0.15883
ILb dil-5 3.02785 0.18924 0.18931
b di6 34125 018164 013402
Lb 7 297195 024201 024751

4]
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[ER| il
Well Selectar
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b4 FAM [/ HEX [] TexasRed []Cy5

D ENEAEaEaEaEaEal

Mode:

I expression ( AACq )

Graph Data
Relative to control

Control Sample:

[6Hr

Show Chart Settings

XAz
Sample. |
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Guia Custom Data View (Exibicdo de dados personalizada)

Criacao de uma exibicao de dados personalizada
Para criar uma exibicao de dados personalizada
» Execute uma das opgdes a seguir:

B Selecione uma exibigao predefinida alternativa na lista suspensa.

B Selecione outra exibigao de grafico na lista suspensa localizada na parte superior de cada
painel individual.

B Altere o numero de linhas e colunas na guia.
B Altere as dimensodes dos painéis individuais. Arraste as barras na periferia de cada painel.

Clique em Save as Preset (Salvar como predefinicdo) para salvar a personalizagdo como um modelo
predefinido. Clique em Manage Presets (Gerenciar predefinicdes) para excluir, renomear ou restaurar
exibigdes predefinidas existentes.
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Guia QC (CQ)

Use a guia QC (CQ) para avaliar rapidamente a qualidade dos dados de execugéo com base nas
regras definidas na guia CQ.

O Software CFX Manager Dx oferece quatro opgdes nas quais exibir os dados de CQ:

B Grafico Amplification (Amplificagdo) — exibe a RFU de cada pogo em cada ciclo. Cada trago
no grafico representa dados de um unico fluoréforo em um pogo.

B Tabela de regras de CQ — exibe as regras de CQ disponiveis e as configuragdes que definem
cada regra. As regras de CQ aplicadas s&o indicadas por uma marca de selegéo.

B Well selector (Seletor de pogo) — seleciona os pogos com os dados de fluorescéncia que vocé
deseja exibir.

B Painel de resumo de regras de CQ — exibe a regra de CQ selecionada e destaca os pocos
que ndo cumprem a regra.

Quantification Quantfication Data EE Gene Expression {'3? Custom Data View ac @ Run Information

Amplification ’—_Q'—| Description O Value § Use O Results & E;fglga S
| |Negstive cortrol with aCqless 38 O
NTC with a Cq less than k] O
o W NRT with a Cq less than ] O
& Posiive cortrol wih a Cqgreate 30 O
Unknown without a Cq O
Standard without a Cq O
s Efficiency greater than 100
0 £ Efficiency less than 90.0
Cycles Leg Sedle | gt Curve R™2less than 0380
EAM HEX [ TexssRed [ Cy5 Replicate group Cq Std Dev g~ 0.20 FAM:F3. HEX:F4, F6, F O

Negative control with a Cq less than 38
1

4 5 6

[ |
Unki |[ Unie || unis
Unk || Unie || uni
Unkd || Unie || ini

I I

Mo wells fail this GC Rule

[t | seca || seas | oot || i || ook | o7 |
D T A R S s

Iommo o o=

Alteracao dos critérios de CQ
Para alterar os critérios de CQ

» Marque ou desmarque a caixa de sele¢do Use (Usar) da regra para incluir ou excluir do CQ.
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Guia QC (CQ)

Exclusao de pocos reprovados no CQ

O Software CFX Manager Dx exibe poc¢os reprovados nos critérios de CQ na coluna Results
(Resultados) da tabela QC rules (Regras de CQ) e no painel de resumo.

Para excluir pogos reprovados nos critérios de CQ

» Selecione Exclude Wells (Excluir pogos) para cada pogo a ser excluido.
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Guia Run Information (Informagoes da execugao)

A guia Run Information (Informagdes da execugéo) exibe o protocolo e outras informagdes sobre
cada execucédo. Use esta guia para executar uma das op¢des a seguir:

Exibir o protocolo.
Inserir ou editar notas sobre a execugéao.
Inserir ou editar a ID ou o cédigo de barras da execugéo.

Exibir eventos que possam ter ocorrido durante a execugéo. Use essas mensagens para ajudar a
solucionar problemas de uma execugao.

Dica: Clique com o boté&o direito em Protocol (Protocolo) para copiar, exportar ou imprimi-lo.
Clique com o botao direito nos painéis Notes (Notas), ID/Bar Code (ID/Cédigo de barras) ou
Other (Outro) para cortar, copiar, colar, excluir ou selecionar o texto.

Quantfication Quartiicaton Data | g]]] Gene Expression | £83 Custom Dataview e Y Aunlrfomation
Protocol: CF_2stepdmpS0 1 min.prel Motes:
Mulliler Gene E xpression Example 5|
1 2 3 4
nificial Time course in which
50 50 Hes: [Actin] is constant a ~ 165 cps/in
o = Cy5 [Gapdh) is constant at ~ 166 cps/iun
00 o1 - Farn [Tubuli] increases 4 fold with time:
55.0 G E Texas Red (Ih) decreases 4 fold with time
1:00 0 W
=1 © L
o ]
D/Bar Code
2
€ Fra— Other:
Fun Started : 12/13/2007 12:31:47 PM
User : admin
1. 950C for 300 Run Type: User-dsfined
= 2 950C for 0:10 Flate File: Multi GE.phd
| 3 550 C for 1:00 S ample Vol : 25
[ + Plate Read Lid Temp: 105
L4 GOTO 2. 49 moetimes Dptical Head Serial Nurber
END Base 5erial Number : CC001095
CFX Manager Version : 1.0.956.1212
Completed Scan Mode: All Channels  Plate Type: BR White  Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

220 | Sistemas CFX96 Dx e CFX96 Deep Well Dx



Relatorios de analise de dados

Relatérios de analise de dados

A caixa de didlogo Report (Relatério) exibe informagdes sobre o arquivo de dados atual na janela

Data Analysis (Analise de dados) (Estudo de fus&o). Para abrir um relatério, selecione Tools
(Ferramentas) > Reports (Relatorios).

A caixa de dialogo Report (Relatério) consiste nas seguintes segoes:

B Menu e barra de ferramentas — fornecem opgées para formatar, salvar e imprimir o relatério ou

modelo.

B Lista de opgdes (canto superior esquerdo da caixa de dialogo) — fornece opgdes para exibir no

relatério.

B Painel de opgdes (canto inferior esquerdo da caixa de dialogo) — exibe caixas de texto nas quais
vocé pode inserir informagdes sobre uma opgéo selecionada.

B Painel de visualizagao (lado direito da caixa de dialogo) — exibe uma visualizagéo do relatério

atual.

Report: Gene Expi

sion Multiplex - Time Course 3.pcrd

File  Templates

B & M e

Format

- Header ~

Report Information

[Ihates

=} Run Setup
- un Information

--[] Plate Display
=[] Quantification
-.[7] Analysis Settings

=I-[#]Gene Expression - Bar Chart
- [/] Analysis Settings

|| Target Names
..[ A Samnle Mames

Header
Title

|ene Expression Multiplex - Time Course 3.pc|
Sub-Title

[08/18/2017 15:36 |
Mlign: | Lefi ~
Logo

Select Logo Clear Logo

Update Report

Gene Expression Multiplex -
Time Course 3.pcrd

08/18/2017 15:36

Report Information

User : BioRad\admin
Data File Name : Gene Expression Multiplex - Time Course 3 perd
Data File Path : C:\CFX-Maestro 1. 1'PCEDs

‘Well Group Name : All Wells
Report Differs from Last Save - No

Run Setup

Run Information

Run Date - 12/13/2007 12:31
Run User : admin

Run Type : User-defined
Plate File : Multi GE pltd

< >
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Categorias de relatérios de analise de dados

Tabela 32 lista todas as op¢des disponiveis para um relatério de analise de dados, dependendo do

tipo de dados na janela Data Analysis (Analise de dados).

Tabela 32. Categorias de relatérios de analise de dados na lista de opgoes

Categoria

Header (Cabecgalho)

Opgcao

Descrigao

Titulo, subtitulo e logotipo do relatério

Report Information
(Informagdes do relatério)

Data da execugéo, nome do usuario,
nome do arquivo de dados, caminho do
arquivo de dados e grupo de pogos
selecionado

Audit Information (Informagdes
de auditoria)

Informagdes complementares
requeridas para auditoria, incluindo
assinaturas

Notes (Notas)

Notas sobre o relatério de dados

Run Setup (Configuragao de execugéao)

Run Information (Informacodes
de execugao)

Data da execugéo, nome do usuario,
nome do arquivo de dados, caminho do
arquivo de dados e grupo de pogos
selecionado

Protocol (Protocolo)

Exibigéo de texto das etapas e opgdes
do protocolo

Plate Display (Exibigao de
placa)

Exibicdo de placa das informagdes em
cada pogo da placa

Quantification (Quantificagao)

Analysis Settings
(Configuragdes de analise)

Numero de etapa de coleta de dados,
modo de analise e método de subtragao
de linha de base

Amplification Chart (Grafico de
amplificagdo)
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Relatérios de analise de dados

Tabela 32. Categorias de relatérios de analise de dados na lista de opgdes, continuagao

Categoria Opgcao Descrigao

Standard Curve Chart (Grafico Grafico de curva padréao
de Curva padrao)

Data (Dados) Planilha listando os dados em cada
pogo

Gene Expression (Expressao Génica) — Grafico de barras

Analysis Settings Modo de analise, dados de grafico,

(Configuragdes de andlise) opcéao de escala e erro de grafico

Chart (Grafico) Cépia do grafico de barras

Target Names (Nomes de Grafico de nomes de alvos

alvos)

Sample Names (Nomes de Grafico de nomes de amostras

amostras)

Data (Dados) Planilha listando os dados em cada
pogo

Target Stability (Estabilidade do  Grafico dos valores de estabilidade dos
alvo) alvos

Gene Expression (Expressao génica) — Clustergrama e Grafico de dispersao

Analysis Settings Configuracgdes de cada tipo de grafico
(Configuragdes de andlise)

Chart (Grafico) Cépia do grafico

Data (Dados) Planilha listando os dados em cada alvo

Melt Curve (Curva de fusio)

Analysis Settings Numero da etapa de fusdo e
(Configuragdes de analise) configuragao da barra de limiar
Melt Curve Chart (Grafico de Gréfico de curva de fusdo

curva de fusdo)
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Tabela 32. Categorias de relatérios de analise de dados na lista de op¢des, continuagao

Categoria Opcao

Melt Peak Chart (Grafico de
pico de fus&o)

Descrigao

Grafico de pico de fusao

Data (Dados)

Planilha listando os dados em cada
pogo

Allelic Discrimination (Discriminagao alélica)

Analysis Settings
(Configuragdes de anadlise)

Exibe fluoréforos, ciclo e mapa de
chamadas de exibicao

Allelic Discrimination Chart
(Grafico de discriminagao
alélica)

Copia do grafico de discriminagéo
alélica

Data (Dados)

Planilha listando os dados em cada
pogo

End Point (Ponto de viragem)

Analysis Settings
(Configuragdes de analise)

Fluordéforo, ciclos finais para média,
modo, valor RFU mais baixo, valor RFU
mais alto e valor de corte

Data (Dados)

Planilha listando os dados em cada
pogo

QC Parameters (Parametros de CQ)

Data (Dados)

Planilha listando os paradmetros para
cada regra de CQ
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Relatérios de analise de dados

Criagado de um relatério de analise de dados

E possivel salvar o layout do relatério como um modelo, que pode ser usado novamente para
relatérios similares.

Para criar um relatério de analise de dados

1. Faca os ajustes finais ao conteudo do pogo, pogos selecionados, graficos e planilhas na janela
Data Analysis (Analise de dados) antes de criar o relatdrio.

2. Selecione Tools (Ferramentas) > Reports (Relatérios) na barra de menu Data Analysis (Analise
de dados) para abrir a caixa de dialogo Report (Relatério).

3. Escolha as opgdes que deseja incluir no relatério. O relatério € aberto com as opgdes padrao
selecionadas. Marque ou desmarque as caixas de selegao para alterar categorias inteiras ou
opgdes individuais em uma categoria.

Nota: Os dados que aparecem no relatério dependem das sele¢des atuais nas guias da
janela Data Analysis (Analise de dados). Por exemplo, uma execugao de quantificagdo pode
nao conter uma curva padrao e, portanto, esses dados nao aparecem na janela Data
Analysis (Analise de dados) ou no relatério de dados.

4. Altere a ordem de categorias e itens em um relatério. Arraste as opgdes para a posicéo relativa.
Os itens podem ser reordenados apenas dentro das categorias as quais pertencem.

5. (Opcional) No painel Report Options (Opgdes do relatorio), insira informagdes relevantes para a
opgao selecionada:

B Escolha um subconjunto informagdes para exibir no relatorio.
B Selecione as configuragdes especificas para a opgao selecionada.
B Altere o texto a exibir para a op¢éo selecionada.

6. Clique em Update Report (Atualizar relatério) para atualizar a Report Preview (Visualizagédo do
relatério) com quaisquer alteragoes.

7. Imprima ou salve o relatério. Clique no botéo Print Report (Imprimir relatério) na barra de
ferramentas para imprimir o relatorio atual. Selecione File (Arquivo) > Save (Salvar) para salvar o
relatério em formato de arquivo PDF (arquivo Adobe Acrobat Reader) e selecione um local para
salvar o arquivo. Selecione File (Arquivo) > Save As (Salvar como) para salvar o relatério com um
novo nome ou em um novo local.

8. (Opcional) Crie um modelo de relatério com as informagdes desejadas. Para salvar as
configuragdes do relatério atual em um modelo, selecione Template (Modelo) > Save (Salvar) ou
Save As (Salvar como). Em seguida, carregue o modelo de relatério na préxima vez em que
desejar criar um novo relatorio.

Manual de operacdo | 225



Capitulo 10 Detalhes da analise de dados

Criacao de relatérios de grupos de pocos
Para criar relatérios de grupos de pogos

1. Selecione Tools (Ferramentas) > Well Group Reports (Relatérios de grupos de pogos) na janela
Data Analysis (Analise de dados).

Well Group Reports - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd

Well Groups: Amplification Steps: Melt Steps:
All Wells 3

Destination Folder:

l C:\TheresaN\B-R Projects\CFX\PCRDs for screenshots

(@ Use the Default Report Template
(O Choose a Report Template:

Open Destination Folder
[] View Created Reports

I Create Reports l Cancel

2. Na caixa de dialogo Well Group Reports (Relatérios de grupos de pogos), selecione os grupos de
pocos, etapas de amplificagéo e as etapas de fus&o a incluir no relatoério.

3. Digite o caminho ou navegue até a pasta de alvo na qual salvar o relatério.

4. (Opcional) Selecione Choose a Report Template (Selecionar um modelo de relatério) e navegue
até a pasta do arquivo de modelo.

5. (Opcional) Selecione Open Destination Folder (Abrir pasta de destino) para abrir a pasta e exibir
os relatdrios depois que eles serem gerados.

6. Clique em Create Reports (Criar relatorios).
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Capitulo 11 Analise de expressao génica

Com o uso de controles altamente qualificados em suas reagdes, € possivel usar o software CFX
Manager™ Dx para executar uma expressao génica para normalizar as diferengas relativas em uma
concentragéo-alvo entre as amostras. Normalmente, niveis de express&o para um ou mais genes de
referéncia sdo usados para normalizar os niveis de expressao de um gene de interesse. Os genes de
referéncia levam em consideragéo as diferengas de carga ou outras variagdes representadas em
cada amostra e seus niveis de expressao ndo devem ser afetados no sistema bioldgico em estudo.

Selecione a guia Gene Expression (Expressao génica) na janela Data Analysis (Analise de dados)
para avaliar as diferencas relativas entre as reagdes de PCR em dois ou mais pogos. Por exemplo,
vocé pode avaliar numeros relativos de genomas virais ou numeros relativos de sequéncias
transfectadas em uma reagéo de PCR. A aplicagdo mais comum do estudo da expressao génica é a
comparagéao da concentragdo de cDNA em mais de uma reagao para estimar os niveis de RNA
mensageiro em estado estacionario.

O software calcula o nivel de expressao relativa de um alvo com um destes cenarios:

B Nivel de expresséo relativa de uma sequéncia de alvo (Alvo 1) em relagdo a outro alvo (Alvo 2).
Por exemplo, a quantidade de um gene em relagéo a outro gene sob o mesmo tratamento de
amostra.

B Nivel de expressao relativa de uma sequéncia de alvo em uma amostra comparada com o
mesmo alvo sob tratamento de amostra diferente. por exemplo, a quantidade relativa de um gene
em relagdo ao mesmo gene sob diferentes condi¢cdes temporais, geograficas ou de
desenvolvimento.

Configuracao de placa para analise de expressao génica

Para realizar a analise de expressao génica, o contetdo dos pogos deve incluir o seguinte:

B Dois ou mais alvos — os dois alvos que representam diferentes genes amplificados ou
sequéncias em suas amostras.

B Um ou mais alvos de referéncia — pelo menos um alvo deve ser um alvo de referéncia para
expressao normalizada. Atribua todos os alvos de referéncia na janela Experiment Settings
(Configuragdes de experimento) para analisar os dados no modo Normalized Expression
(Expresséo normalizada) (AAC,). ExecugBes que ndo contenham uma referéncia devem ser
analisadas usando o modo Relative Expression (Expressé&o relativa) (AC).
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B Amostras comuns — suas rea¢des devem incluir amostras comuns (minimo de duas) para exibir
os dados tragados na guia Gene Expression (Express&o génica). Essas amostras devem
representar diferentes tratamentos ou condi¢des para cada uma de suas sequéncias de alvo.
Atribua uma amostra de controle (opcional) na janela Experiment Settings (Configuragbes de
experimento). Se nenhum controle for selecionado, o software usa o CO| mais baixo como o
controle.

Os requisitos da configuragdo Gene Expression (Expressao génica) no Plate Editor (Editor de placa)
dependem de o contelido da reagao ser PCR singleplex, com um fluoréforo nas reagdes, ou PCR
multiplex, com mais de um fluoréforo nas reagoes.

Configuracao de placa guiada

Se a configuragao de placa de um arquivo de dados de nao contiver as informagdes necessarias para
a anadlise e a guia Gene Expression (Expresséo génica) estiver selecionada, o espago normalmente
ocupado pelo grafico de barras contera instru¢des para inserir essas informacdes. Para a expresséo
génica normalizada, execute as seguintes etapas:

1. Defina os nomes do alvo e da amostra usando uma das opgdes a seguir:
B Plate Setup (Configuragéo de placa) — abre a janela Plate Editor (Editor de placa).

B Replace Plate File (Substituir arquivo de placa) — abre o navegador Select Plate (Selecionar
placa), no qual é possivel navegar até um arquivo de placa salvo anteriormente para
substituir o layout da placa atual.

B Replace PrimePCR file (Substituir arquivo PrimePCR) — abre a caixa de dialogo Select
PrimePCR file (Selecionar arquivo PrimePCR), na qual é possivel navegar até um arquivo
de execugdo PrimePCR™ e aplica-lo ao layout da placa.

2. Selecione um ou mais alvos de referéncia e uma amostra de controle usando a caixa de dialogo
Experiment Settings (Configuragdes de experimento).

Se o layout da placa ja contiver informagdes de alvo e amostra, somente a segunda etapa é
necessaria e esta destacada em laranja. Esta etapa deve ser concluida antes que a andlise da
expressao génica normalizada possa ocorrer.

Nota: Os dados de clustergrama e grafico de disperséo séo exibidos somente se todos os
requisitos da expresséo génica normalizada listados em Plate Setup for Gene Expression
Analysis (Configuragao de placa para analise de expressao génica) forem atendidos.
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Gréaficos de expressao génica

O software CFX Manager Dx exibe os dados de expresséo génica em varias visualizagdes. Tabela 33

lista as opcdes de grafico disponiveis no software.

Tabela 33. Opgoes de grafico de expressao génica

Botao

i

Nome

Grafico de barras

Funcgao

Exibe dados de expressao génica
normalizada no formato de grafico de barra.

Clustergrama

Exibe os dados de expressao normalizada
em uma hierarquia com base no grau de
similaridade de expressao para diferentes
alvos e amostras.

Gréfico de dispersao

Exibe a expressao normalizada de alvos
para um controle versus uma amostra
experimental.

Resultados

Resume os dados de todos os graficos.
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Grafico de barras
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A expressao relativa dos alvos € apresentada nestas duas exibigdes:

B Grafico Gene Expression (Expresséo génica) — exibe os dados de PCR em tempo real como um
das seguintes opgdes:

O AACq — expressao normalizada relativa calculada usando amostras de controle e alvos de
referéncia.

O ACy— quantidade relativa do gene-alvo em uma amostra relativa a uma amostra de
controle.

B Spreadsheet (Planilha) — exibe uma planilha dos dados de expresséo génica.

Dica: Clique com o botao direito em qualquer grafico ou planilha para ver as opgdes.
Selecione View/Edit Plate (Exibir/editar placa) no menu suspenso Plate Setup (Configuragao
de placa) para abrir o Plate Editor (Editor de placa) e alterar o contetido do pogo na placa.
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Dica: Selecione Sort (Classificar) no menu de clique com botao direito para reclassificar a
ordem de nomes de Alvo e Amostra no grafico.

Expressao génica normalizada

Para normalizar os dados, use o nivel de expressao medido de um ou mais genes de referéncia como
um fator de normalizagéo. Os genes de referéncia sdo alvos que néo séo regulados no sistema
biolégico em estudo, como actina, GAPDH ou tubulina.

Para configurar a analise de expressao génica normalizada (AAC,)

1. Abraum arquivo de dados (extens&o .pcrd).

2. Revise os dados na guia Quantification (Quantificagao) na janela Data Analysis (Analise de
dados). Faga ajustes nos dados, como alterar a limiar e o modo de analise.

3. Selecione a guia Gene Expression (Expresséo génica).

4. Na guia Gene Expression (Expressdo génica), clique em Experiment Settings (Configuragées de
experimento).

5. Na caixa de dialogo Experiment Settings (Configuragdes de experimento), faga o seguinte:

a. Escolha a guia Samples (Amostras) e selecione um controle. Quando um controle é atribuido, o
Software CFX Manager Dx normaliza as quantidades relativas de todos os genes para a
quantidade de controle, que é configurada como 1.

b. Escolha a guia Target (Alvo) e selecione um controle. A analise de expressao génica exige
uma referéncia entre os alvos em suas amostras.

6. Selecione Normalized Expression (Expressao normalizada) (AAC,), se ainda nao estiver
selecionada, e, em seguida, exiba os niveis de expresséo na guia Gene Expression (Expressao
génica).

Quantidade relativa

Por definicéo, os dados de quantidade relativa (AC.) ndo sdo normalizados. Este método € usado
para quantificar amostras que nao incluem genes de referéncia (alvos). Normalmente, os
pesquisadores confiam em uma das seguintes consideragdes quando configuram sua execugao:

B Cadaamostra contém a mesma quantidade de modelo, possivelmente a mesma massa de RNA
ou cDNA em cada poco.

B Qualquer variancia na quantidade de amostra bioldgica carregada sera normalizada apés a
execucao por algum método na analise de dados fora do software. Por exemplo, um pesquisador
pode optar por dividir o valor da quantidade relativa pelo fator de normalizagéo, possivelmente a
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massa de acido nucleico carregada para cada amostra ou o numero de células das quais o acido
nucleico foi isolado.

Para executar uma analise Relative Quantity (Quantidade relativa) (AC)

>

Na guia Gene Expression (Expressao génica), selecione Relative Quantity (Quantidade relativa)
(ACq) na lista suspensa Mode (Modo) no painel direito.

Dica: Para comparar os resultados com dados de outras execugdes de expressio génica,
abra um novo estudo de genes ou adicione um arquivo de dados a um estudo de genes
existente.

Classificagao de dados de alvos e amostras

Nota: Esta opgéo esta disponivel apenas em graficos de expressao génica.

Por padréo, as listas de alvos e amostras aparecem em ordem alfabética. Use a caixa de dialogo Sort
(Classificar) para classificar a exibicado em ordem alfabética invertida ou para mover manualmente um
termo para uma posigao diferente na lista.

Para classificar dados de alvos e amostras

1.

Em menu de clique com botao direito do grafico, clique em Sort (Classificar).

A caixa de didlogo Gene Expression Chart Sorting (Classificagao de grafico de expresséo
génica) aparece.

Gene Expression Chart Sorting

Targets: AZ Samples: AZ | ZA
Actin — || [OHr
IL1Beta ﬂ 1Hr
Tubulin ZHr
ﬂ di-1
dil-2
di-3
| i
dil-5
E dil-6

QK Cancel

Na caixa de diadlogo, clique em Z-A para classificar a lista em ordem alfabética invertida.
Para mover um termo manualmente, selecione-o e clique no botédo apropriado entre os graficos:
B Clique na seta para cima ou para baixo para mover o termo selecionado em uma posig¢ao.

B Clique na seta com barra para cima ou para baixo para mover o termo selecionado para a
parte superior ou inferior da lista.

Clique em OK para salvar as alteracdes e voltar a guia Gene Expression (Expresséo génica).
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Ajuste de dados de expressao génica

Apbs selecionar o modo de analise, expressédo normalizada (AACq) ou quantidade relativa (ACq),
ajuste os dados exibidos na guia Gene Expression (Expressao génica) alterando as op¢des de
configuragao a direita do grafico.

Dica: As opgoes de dados padrdo de Gene Expression (Expressao génica) séo definidas na caixa de
dialogo User Preferences (Preferéncias do usuario) (consulte Configuragao de parametros padrao de
arquivo de dados de expressdo génica na pagina 72).

Dados do grafico

Define o valor do eixo Y para a escala Linear para permitir as op¢des de dados do grafico. As opgbes
de dados do gréfico permitem que apresentar os dados no grafico com uma destas opgdes:

B Relative to control (Relativos ao controle) — faz um grafico dos dados com o eixo em escala de 0
a 1. Se vocé atribuir um controle em sua execugao, selecione esta opgdo para visualizar
rapidamente a regulagao positiva e a regulacéo negativa do alvo.

B Relative to zero (Relativos a zero) — faz um grafico dos dados com origem em zero.
Amostra de controle

Use 0 menu suspenso Amostra de controle para selecionar uma amostra que sera usado para
normalizar a Relative Quantity (Quantidade relativa):

Configuragoes de grafico

As seguintes opgdes (descritas abaixo) sao reveladas quando se marca a caixa Show Chart Settings
(Mostrar configuragdes de grafico): X-Axis (Eixo X), Y-Axis (Eixo Y), Scaling (Escala), Error Type
(Tipo de erro) e Chart Error Multiplier (Multiplicador de erros do gréfico).

Opcoes do eixo X

As opgdes do eixo X permitem mostrar os dados do eixo X do grafico Gene Expression (Expressao
génica):

B Target (Alvo) — faz um grafico com os nomes dos alvos no eixo X.

B Sample (Amostra) — faz um grafico com os nomes das amostras no eixo X.

Opcoes do eixo Y

As opgdes do eixo Y permitem mostrar o grafico Gene Expression (Expressao génica) em uma destas
trés escalas:

B Linear — selecione esta opgao para mostrar uma escala linear
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Dica: Definir o eixo Y como Linear ativa a lista suspensa Graph Data (Dados do grafico), a
partir da qual vocé pode optar por representar graficamente os dados relativos ao controle
ou relativos a zero.

Log 2 — selecione esta opgao para avaliar amostras em um grande intervalo dinamico.

Log 10 — selecione esta opcao para avaliar amostras em um intervalo dindmico muito grande.

Opcoes de escala

Selecione Normalized Gene Expression (Expresséo génica normalizada) (AAC,) e defina Control
Sample (Amostra de controle) como None (Nenhum) para ativar as opgdes de escala no grafico Gene
Expression (Expresséo génica). Selecione uma destas op¢des de escala para calcular e apresentar
seus dados de um modo que melhor se ajuste ao seu projeto de execugao:

Unscaled (Sem escala) — apresenta a expressao génica normalizada sem escala.

Highest (Mais alta) — escala a expresséo génica normalizada para cada alvo dividindo o nivel da
expressao de cada amostra pelo nivel de expressao mais alto em todas as amostras.

Esta opgao de escala usa a formula de escala para mais alta.

Lowest (Mais baixa) — escala a express&o génica normalizada para cada alvo dividindo o nivel
da expressao de cada amostra pelo nivel de express&o mais baixo em todas as amostras.

Esta opcao de escala usa a formula de escala para a mais baixa.

Average (Média) — escala a expressao génica normalizada para cada alvo dividindo o nivel da
expressao de cada amostra pela média geométrica dos niveis de expresséao de todas as
amostras.

Esta opcao de escala usa a férmula de escala para a média.

Tipo de erro

Selecione uma opgao para calculos de tipo de erro (barras de erro) no grafico Gene Expression
(Expresséo génica):

Standard error of the mean (Erro padréo da média) (padrao)

Standard deviation (Desvio padrao)
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Multiplicador de barras de erros de grafico

Selecione um multiplicador para as barras de erros no grafico Gene Expression (Expressao génica).
Selecione um destes inteiros:
+/- 1 (padrdo), 2 ou 3. O tipo de multiplicador é alterado ao selecionar o(a) tipo de erro:

B SEMs para erro padréo da média

B Std Devs (Desv. padrédo) para desvios padrao

Experiment Settings (Configuragées de experimento)

Dica: Esta caixa de didlogo também estéa disponivel no Plate Editor (Editor de placa). Para obter
mais informagdes, consulte a segédo Alteragao de configuragdes do experimento na pagina 131.

Na caixa de dialogo Experiment Settings (Configuragbes de experimento), é possivel exibir ou alterar
a lista de alvos ou amostras, selecionar os genes de referéncia, selecionar controles ou configurar o
grupo Gene Expression Analysis (Analise de expressao génica) a ser analisado se conjuntos
biolégicos foram adicionados aos pogos.

Para abrir a caixa de didlogo Experiment Settings (Configuragdes de experimento)

» Naguia Bar Chart (Gréfico de barras), clique em Experiment Settings (Configuragbes de
experimento) na parte inferior do painel direito.

A caixa de dialogo Experiment Settings (Configuragdes de experimento) aparece exibindo a guia
Targets (Alvos).

Experiment Settings

Targets  Samples

MName & Full Name Reference Color | [+ Show Chatt | Auto Efficiency | Efficiency(%:)
1 Actin Actin v - [v [v 94,2
z GAFDH GAFDH v - rd v 95.9
a3 ILib IL1b r e ra v 96.3
4 Tubulin Tubulin - [v [v 90,5

Show Analysis Settings
Biological Set Analysis Options: Target vs. Sample ~

Exclude the following sample types from Gene Expression analysis:

NTC [ NRT [ Megative Control [ ] Positive Control [ Standard

0K Cancel
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Para ajustar as configuragées de Targets (Alvos)

» Naguia Targets (Alvos), execute uma das opgbes a seguir:

Para selecionar um alvo como referéncia para analise de dados de expressao génica,
selecione seu nome na coluna Reference (Referéncia).

Para alterar a cor do alvo, clique em sua célula na coluna Color (Cor) e altere a cor na caixa
de dialogo Color (Cor) exibida.

A alteracéo de cor aparece nos graficos Gene Expression (Expressao génica).

Para usar um valor de eficiéncia determinado anteriormente, limpe a caixa de sele¢édo do
alvo na coluna Auto Efficiency (Eficiéncia automatica) e insira um nimero para a
porcentagem de eficiéncia de um alvo.

O software calcula a eficiéncia relativa de um alvo usando Auto Efficiency (Eficiéncia
automatica) se os dados de um alvo incluirem uma curva padréo.

Para ajustar as configuragées de Sample (Amostra ou Grupo biolégico)

» Naguia Samples (Amostra e grupos biologicos), execute uma das opgdes a seguir:

Para selecionar uma amostra como um controle para andlise de dados de expressao génica,
selecione seu nome na coluna Controle (Controle).

Para alterar a cor da amostra bioldgico, clique em sua célula na coluna Color (Cor) e altere a
cor na caixa de dialogo Color (Cor) exibida.

A alteragéo de cor aparece nos graficos Gene Expression (Expressao génica).

Para exibir a amostra nos graficos Gene Expression (Expresséo génica), selecione-o na
coluna Show Chart (Mostrar grafico).

Para remover a amostra dos graficos Gene Expression (Expressao génica), desmarque a
selecado na coluna Show Chart (Mostrar grafico).

Dica: Os dados da amostra bioldgica permanecem na tabela Results (Resultados).

Para alterar a selegao de Biological Set Analysis Options (Opgoes de analise de

conjunto biolégico)

>

Se vocé atribuiu um ou mais conjuntos bioldgicos a pogos na placa (consulte Atribuicao de
conjuntos biologicos a pogos na pagina 124), a lista Biological Set Analysis Options (Opgdes de
analise de conjunto bioldgico) é exibida na caixa de dialogo Experiment Settings (Configuragdes
de experimento), permitindo alterar a selecdo conforme o necessario.
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Biological Set Analysis Options: Target ws. Sample w

Target vs. Sample
- ‘ — Target ve. Biological Set
Target vs. Sample_Biological Set
wo | Target vs. Biological Set _Sample

B Target vs. Sample (Alvo vs. Amostra) — Apenas o nome da amostra de pogo € usado nos
calculos de expressao génica.

B Target vs. Biological Set (Alvo vs. Conjunto bioldégico) — Apenas o nome do conjunto
biolégico é usado nos calculos.

B Target vs. Sample_Biological Set (Alvo vs. Conjunto biolégico de amostra) — O nome
da amostra e 0 nome do conjunto biolégico sdo combinados para criar um Unico nome usado
nos calculos.

B Target vs. Sample_Biological Set (Alvo vs. Amostra de conjunto biolégico) — O nome
do conjunto biolégico e o da amostra sdo combinados para criar um Unico nome usado nos
calculos.

Para excluir um tipo de amostra dos calculos de analise

» Marque a caixa de selegao na parte inferior da caixa de didlogo Experiment Settings
(Configuragdes de experimento).

Nota: Isso exclui controles e/ou padrées da analise de expresséo génica.

Valor de estabilidade do alvo

Os valores de estabilidade de alvos sao calculados sempre que mais de um gene de referéncia for
usado. O software CFX Manager Dx calcula dois parametros de qualidade para os genes de
referéncia:

B Coefficient Variance (Variancia de coeficiente) (CV) de quantidades relativas de genes
de referéncia normalizados. Um valor CV denota estabilidade mais alta.

B M Value (Valor M) (M), uma medida da estabilidade da expresséo génica de referéncia.

Os valores CV e M recomendados sao exibidos na parte inferior da caixa de dialogo Stability Value
(Valor de estabilidade).

Para exibir o valor de estabilidade do alvo

» Naguia Gene Expression Bar Chart (Grafico de barra de expressao génica), clique em Target
Stability Value (Valor de estabilidade do alvo) na parte inferior do painel direito.

A caixa de didlogo Stability Value (Valor de estabilidade) aparece.
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Opcoes de menu de clique com botao direito

Clique com o botao direito no grafico de expressao génica para selecionar os itens mostrados na

Tabela 34.

Tabela 34. Itens de menu de clique com botao direito de expressao génica

Item

Copy (Copiar)

Fungao

Copia o grafico para a area de transferéncia

Save Image As (Salvarimagem
como)

Salva o grafico como um arquivo de imagem. Configure a resolugédo
e as dimensdes da imagem e, em seguida, selecione o tipo de
arquivo (PNG, GIF, JPG, TIF ou BMP).

Page Setup (Configuragao de
pagina)

Seleciona uma configuragao de pagina para impressao.

Print (Imprimir)

Imprime o grafico.

Set Scale to Default (Definir
escala como padrao)

Show All (Mostrar tudo) exibe todos os dados no grafico de barras.
Scroll Bar (Barra de rolagem) exibe uma barra de rolagem se
houver muitas amostras a serem exibidas no quadro do grafico,
mantendo a largura minima da barra.

Chart Options (Opgdes do Abre a janela Chart Options (Opgdes do grafico) para ajustar o
grafico) grafico.
Sort (Classificar) Classifica a ordem de amostras ou alvos que aparecem no eixo X

do gréfico.

Use Corrected Std Devs (Usar
desvios padrao corrigidos)

Calcula as barras de erros usando a formula de desvio padrao
corrigida.

Use Solid Bar Colors (Usar
cores solidas de barra)

Exibe as barras sélidas no grafico.

X—Axis Labels (Roétulos do eixo
X)

Exibe rétulos do eixo X na horizontal ou angulados.
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A Tabela 35 define os resultados exibidos na tabela de dados Gene Expression (Expressao génica).

Nota: Os valores na tabela séo calculados com base no tipo de grafico e preferéncias

selecionados no painel direito.

Tabela 35. Descrigdo das informag¢des na planilha da guia Bar Chart (Grafico de barras)

Informagodes

Target (Alvo)

Descrigao

Nome do alvo (gene amplificado) selecionado na janela
Experiment Settings (Configuragdes de experimento).

Sample (Amostra)

Nome da amostra selecionado na janela Experiment Settings
(Configuragdes de experimento).

Ctrl Nome do controle selecionado na janela Experiment Settings
(Configuragdes de experimento).
Relative Quantity Relative Quantity (Quantidade relativa (ACg) ou Normalized Gene

(Quantidade relativa) ou
Expression (Expresséo)

Expression (Express&o génica normalizada (AAC), dependendo
do modo selecionado.

Relative Quantity (Quantidade
relativa) ou Expression SEM or
SD (SEM ou SD da expressao)

Erro padréo da média (SEM) ou desvio padréo (SD) da quantidade
relativa ou expressao normalizada, dependendo da opgao
selecionada.

Relative Quantity (Quantidade
relativa) ou Expression SEM
(SEM da expresséo) corrigida
(ou SD)

Calculo do valor corrigida para SEM ou SD da quantidade relativa
ou expressao normalizada, dependendo da opgéo selecionada.

Mean (Média) C

Média do ciclo de quantificagéo.

SEM (ou SD) de Cy

SEM ou SD do ciclo de quantificagéo, dependendo da opgao
selecionada.
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Opcao Show Details (Mostrar detalhes)

A Tabela 36 define os dados exibidos quando Show Details (Mostrar detalhes) é selecionado no
menu de clique com botéo direito da planilha do grafico de barras.

Tabela 36. Informagdes na planilha do grafico de barras com Show Details (Mostrar detalhes)

selecionado

Informagoes

Data Set (Conjunto de dados)

Descrigao

Dados de fluorescéncia de um fluoréforo no arquivo de dados

Relative Quantity (Quantidade
relativa)

Quantidade relativa calculada de amostras

Relative Quantity SD (SD da
quantidade relativa)

Desvio padrao do célculo de quantidade relativa

Corrected Relative Quantity SD
(SD da quantidade relativa
corrigida)

Desvio padrao calculado da quantidade relativa corrigida

Relative Quantity SEM (SEM da
quantidade relativa)

Erro padréo da média do célculo da quantidade relativa

Corrected Relative Quantity
SEM (SEM da quantidade
relativa corrigida)

Erro padréo calculado da média da quantidade relativa corrigida

Relative Quantity (Quantidade
relativa) (Ig)

Log, da quantidade relativa que é usado para a andlise estatistica

SD RQ(lg)

Desvio padréo da quantidade relativa (log,)

SEM Expression (Expressao
SEM) (Ig)

Erro padréo da média da expresséo (logy)

Unscaled Expression
(Expressao sem escala)

Expressao sem escala calculada

Unscaled Expression SD (SD
da expressao sem escala)

Desvio padrao calculado da expressédo sem escala

Corrected Unscaled Expression
SD (SD da expressao sem
escala corrigida)

Desvio padrao calculado da expresséo sem escala corrigida
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Tabela 36. Informagées na planilha do grafico de barras com Show Details (Mostrar detalhes)

selecionado, continuagao

Informagodes

Unscaled Expression SEM
(SEM da expresséo sem
escala)

Descrigao

Erro padrao calculado da média da expressdo sem escala

Corrected Unscaled Expression
SEM (SEM da expresséo sem
escala corrigida)

Erro padréo calculado da média da expressao sem escala corrigida

Unscaled Expression
(Expressao sem escala) (Ig)

Log, da expressdo sem escala

SD Unscaled Expression (SD
da expressdo sem escala)

Desvio padréo da expresséo sem escala (logs)

SEM Unscaled Expression
(SEM da expressao sem
escala)

Erro padrdo da média da expresséo sem escala (log,)

Expression (Expressao)

Expresséao génica normalizada

Corrected Expression SD (SD
da expressao corrigida)

Desvio padréo calculado

Expression SEM (SEM da
expressao)

Erro padréo da média

Corrected Expression SEM
(SEM da expressao corrigida)

Erro padréo calculado da média

Expression (Expressao) (Ig)

Log, da expressao (expressdo normalizada) que é usado para a
andlise estatistica

SD Expression (Expresséo SD)
(l9)

Desvio padrdo da expressao (log,)

SEM Expression (Expressao
SEM) (Ig)

Erro padréo da média da expresséo (logy)

Mean (Média) C Média do ciclo de quantificagao
CySD Desvio padrao do ciclo de quantificagdo
Cq SEM Erro padréo da média do ciclo de quantificagdo
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Clustergrama

O clustergrama exibe os dados em uma hierarquia com base no grau de similaridade da expresséo de
diferentes alvos e amostras.

Nota: Vocé deve escolher um alvo de referéncia para exibir qualquer um dos graficos de dados
que nao sejam a expressao relativa de graficos de barras.

A imagem do clustergrama representa a expresséo relativa de uma amostra ou alvo da seguinte
forma:

B Upregulation (Regulagao positiva) (vermelho) — expressao mais alta

B Downregulation (Regulagao negativa) (verde ou azul) — expressao mais baixa
B No regulation (Sem regulagéo) (preto)

B No value calculated (Sem valor calculado) (preto com um X branco)

Quanto mais claro o tom da cor, maior a diferenca de expresséo relativa. Se nenhum valor Cq
normalizado puder ser calculado, o quadrado ficara preto com um X branco.

Nas bordas externas do grafico de dados ha um dendrograma, que indica a hierarquia de
agrupamento. Alvos ou amostras que possuem padrdes de expressdo semelhantes terdo
ramificacdes adjacentes, enquanto aqueles com padrdes diferentes estardo mais distantes.

Configuragoes
E possivel configurar as seguintes opgdes:

m  Cluster By (Agrupar por) — selecione entre Targets (Alvos), Samples (Amostras), Both (Ambos)
ou None (Nenhum).

B Size (Tamanho) — ajusta o tamanho da imagem e altera o grau de ampliagéo do grafico.
B Split Out Replicates (Dividir réplicas) — exibe os valores das réplicas individuais.

Dica: E possivel alterar o esquema de cores de clustergrama e grafico de dispersao do padrao
Red/Green (Vermelho/verde) para Red/Blue (Vermelho/azul) selecionando esta opgédo no menu de
cligue com botao direito em um desses graficos.

Opcoes de menu de clique com botao direito

As opgdes de menu de clique com botao direito do clustergrama sdo as mesmas do grafico de barras.
Consulte na Tabela 34 na pagina 238 as opgdes disponiveis. Além disso, selecione Color Scheme
(Esquema de cores) para alterar a expressao de regulacdo para baixo do padrao Red/Green
(Vermelho/verde) para Red/Blue (Vermelho/azul) no grafico.
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Clustergrama

Planilha de dados

A planilha exibe valores do alvo, amostra e expressao normalizada. Clique na caixa de selegéo
adjacente a um alvo para inclui-lo ou exclui-lo da plotagem.
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Grafico de dispersao

O grafico de dispersao exibe a expressao normalizada de alvos para uma amostra de controle versus uma
amostra. As linhas no grafico indicam o limiar de regulac&o. Os pontos de dados entre as linhas indicam que
a diferenga na expresséo para esse alvo (gene) ¢ insignificante entre as amostras. Os pontos de dados fora
das linhas excedem o limiar de regulacdo e podem ser de interesse.

A imagem do grafico mostra as seguintes alteragdes na expresséo do alvo com base no limiar de
regulacao:

B Upregulation (Regulagao positiva) (circulo vermelho) — expressao relativamente maior
B Downregulation (Regulagéo negativa) (circulo verde ou azul) — expresséo relativamente menor
B No change (Sem alteragéo) (circulo preto)

Clique e arraste a linha de limiar para ajustar o valor do limiar de regulagéo.

Configuragoes

E possivel configurar as seguintes opgoes:

B Control Sample (Amostra de controle)

B Experimental Sample (Amostra experimental)

B Regulation Threshold (Limiar de regulagédo). Ao aumentar ou diminuir o valor de regulagao, as
linhas de limiar no grafico se movem adequadamente.

Opcoes de menu de clique com botao direito

As opgdes de menu de clique com botao direito do grafico de dispersédo sdo as mesmas do grafico de
barras. Consulte na Tabela 34 na pagina 238 as opgbes disponiveis. Além disso, selecione Symbol
(Simbolo) para alterar o simbolo usado no grafico do circulo padrdo para um dos seguintes:

B Tridngulo
®m Cruz
B Quadrado

B Losango

Planilha de dados

A planilha exibe valores para o alvo, amostra e expressao normalizada de amostras de controle e
experimentais. E também indica se os alvos estao regulados para cima ou para baixo em comparacéo

244 | Sistemas CFX96 Dx e CFX96 Deep Well Dx



Grafico de dispersao

com o limiar de regulacéo. Clique na caixa de selecéo adjacente a um alvo para inclui-lo ou exclui-lo
da plotagem.
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Planilha Results

A guia Results (Resultados) fornece uma planilha que resume os dados de todos os graficos. Tabela
37 define os resultados exibidos na planilha Results (Resultados).

Tabela 37. Informagées na guia Results (Resultados)

Informagoes Descrigao

Target (Alvo) Nomes do alvo (gene amplificado)

Sample (Amostra) Nome da amostra

Mean C (Cq médio) Média do ciclo de quantificagéo

Mean Efficiency Corrected C, A média do ciclo de quantificagdo apos o ajuste para a eficiéncia da
(Cq da eficiéncia média reagao

corrigida)

Normalized Expression Expressé&o do alvo normalizada para um alvo de referéncia (AAC,)

(Expressao normalizada)

Relative Normalized Expressao normalizada relativa a uma amostra de controle;
Expression (Expressao também chamada de Fold Change (Alteragao de dobra)
normalizada relativa)

Regulation (Regulagéo) Alteragdo na expresséo normalizada relativa em uma amostra de
controle

Compared to Regulation Regulagao positiva ou negativa de uma amostra experimental com

Threshold (Comparado ao base na configuragao de limiar

limiar de regulagao)

Nota: Os dados de réplicas sdo encontrados apenas nas planilhas das guias de analise de
dados nas quais Split Out Replicates (Réplicas de divisdo) foram selecionadas (ou seja,
Clustergram (Clustergrama)). Pode haver uma discrepéncia entre os dados de expressao nas
planilhas de analise de expresséo génica se vocé selecionar “none” (nenhum) como a amostra
de controle no grafico de barras.
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Estudo de genes

Crie um estudo de genes para comparar dados de expressao génica de um ou mais experimentos de
PCR em tempo real usando um calibrador entre execugbes para normalizar entre os experimentos.
Crie um estudo de genes adicionando dados de um ou mais arquivos de dados (extensao .pcrd) ao
estudo de genes. O software agrupa-os em um unico arquivo (extensdo .mgxd).

Nota: O nimero maximo de amostras que vocé pode analisar em um estudo de genes € limitado
pelo tamanho das memoarias RAM e virtual do computador.

Calibracao entre execugoes

A calibragao entre execugdes é tentada automaticamente em todos os estudos de genes para cada
alvo a fim de normalizar as variagdes entre execugdes entre os alvos analisados em execugdes
separadas de PCR em tempo real (isto €, arquivos .pcrd diferentes gerados a partir de placas
diferentes).

Para que o software reconhega uma amostra como um calibrador entre execugdes, ela deve
compartilhar o mesmo nome de alvo, nome de amostra e, se usado, nome do conjunto biolégico em
todas as placas sendo comparadas.

Nota: Pelo menos uma amostra de calibrador entre execugdes deve estar presente no estudo de
genes para que a calibragéo entre execugdes ocorra. Alvos sem amostras de calibradores entre
execugdes apropriadas serdo processados sem corre¢do no estudo de genes (ndo
recomendado).

Os calibradores entre execugdes podem ser aplicados de duas maneiras:

B Pertarget (Por alvo) — diferentes primers de PCR podem ter diferentes eficiéncias. Por padrao, o
calibrador entre execugdes € aplicado a todos os pogos na mesma placa que possuem o0 mesmo
nome de alvo, por exemplo, o Cq gerado com 0 mesmo ensaio.

B Entire study (Estudo inteiro) — um calibrador entre execuc¢des é selecionado pelo usuario e
aplicado a todo o estudo de genes.
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Caixa de dialogo Gene Study (Estudo de genes)

A caixa de diadlogo Gene Study (Estudo de genes) inclui duas guias:

B Guia Study Setup (Configuracdo do estudo) — gerencia as execugdes no estudo de genes.

Importante: Adicionar ou remover arquivos de dados em um estudo de genes nao altera os

dados no arquivo original.

B Guia Study Analysis (Analise do estudo) — exibe os dados da expresséo génica das execugdes

combinadas.

Guia Study Setup (Configuragao do estudo)

Tabela 38 define os dados que aparecem na guia Study Setup (Configuragéo do estudo).

Tabela 38. Guia Study Setup (Configuragao do estudo) na caixa de dialogo Gene Study

(Estudo de genes)

Titulo da coluna

File Name (Nome do
arquivo)

Descrigao

Nome do arquivo de dados de execucgao (extensao .pcrd)

File Folder (Pasta do
arquivo)

Diretério que armazena o arquivo de dados de cada execugéo no
estudo de genes

Date Created (Data de
criagéo)

Data em que os dados da execugéo foram coletados

Well Group Name (Nome do

Nome do grupo de pogos que foi selecionado quando o arquivo foi

grupo de pogos) adicionado ao estudo de genes
Dica: Para analisar um grupo de pogos no estudo de genes, vocé
deve selecionar esse grupo de pogos na janela Data Analysis
(Analise de dados) antes de importar o arquivo de dados para o
estudo de genes.

Step (Etapa) Etapa do protocolo que inclui a leitura de placa para coletar dados de
PCR em tempo real

Run Type (Tipo de Execucéao definida pelo usuario ou do PrimePCR™

execugao)

Protocol Edited (Protocolo
editado)

Se selecionado, indica que o protocolo usado para uma execugéo de
PrimePCR foi editado
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Tabela 38. Guia Study Setup (Configuragcédo do estudo) na caixa de didlogo Gene Study
(Estudo de genes), continuagao

Titulo da coluna Descrigao

View Plate (Exibir placa) Abre um mapa de placa da placa com os dados em cada uma das
execugoes incluidas no estudo de genes

Preparacao de um estudo de genes
Para preparar um estudo de genes

1. Antes de importar dados para um estudo de genes, faga o seguinte na janela Data Analysis
(Analise de dados):

B Verifique se as amostras que contém o mesmo contetdo tém o mesmo nome. Em um
estudo de genes, o software supde que pogos com o mesmo nome de Alvo ou Amostra
contenham as mesmas amostras.

B Ajuste alinha de base e o limiar (C,) na guia Quantification (Quantificagao) para otimizar os
dados em cada execugéo.

B Selecione o grupo de pogos que deseja incluir no estudo de genes.

Para exibir dados de um grupo de pogos no estudo de genes, esse grupo deve ser
selecionado antes de importar o arquivo de dados.

A guia Study Setup (Configuragéo do estudo) exibe uma lista de todas as execucdes no estudo
de genes.

2. Na caixa de didlogo Gene Study (Estudo de genes), selecione a guia Study Setup (Configuracéo
do estudo).

3. Cliqgue em Add Data Files (Adicionar arquivos de dados) para selecionar um arquivo em uma
janela do navegador.

Dica: Para adicionar execugdes rapidamente a um estudo de genes, arraste os arquivos de
dados (extenséao .pcrd) na caixa de dialogo Study Setup (Configuragao do estudo).

4. OSoftware CFX Manager Dx executa automaticamente a analise do estudo de genes conforme
arquivos de dados sado adicionados. Selecione a guia Study Analysis (Analise de estudo) para
exibir os resultados.

Para remover execugdes do estudo de genes

» Selecione um ou mais arquivos na lista e clique em Remove (Remover).
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Para adicionar notas sobre o estudo de genes

» Insira notas sobre os arquivos e a analise na caixa de texto Notes (Notas).

Guia Study Analysis (Analise de estudo)

A guia Study Analysis (Analise de estudo) exibe os dados de todas as execugdes do estudo de genes.
As opgdes de analise de dados da expresséo génica sdo as mesmas que para um unico arquivo de
dados com a seguinte excegde:

B Para graficos de barras, os valores de calibragdo entre execugdes (se calculados) aparecem
quando vocé clica Inter-run Calibration (Calibragcao entre execucgoes).

Nota: Somente os seguintes tipos de amostra podem ser usados como um calibrador entre
execugoes:

O Unknown (Desconhecido)
O Standard (Padrao)
O Positive Control (Controle positivo)

Os tipos de amostra de controle negativo, sem controle de modelo (NTC) e sem controle de
transcriptase reversa (NRT) ndo podem ser usados como um calibrador entre execugdes.
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Criagdo de um relatério de estudo de genes

Para criar um relatério de estudo de genes

1. Ajuste os dados e graficos do relatério de estudo de genes, conforme o necessario, antes de criar
um relatério.

2. Selecione Tools (Ferramentas) > Reports (Relatérios) no menu Gene Study (Estudo de genes)
para abrir a caixa de dialogo Report (Relatério).

3. Escolha as opgdes que deseja incluir no relatério. O relatério € aberto com as opgdes padrao
selecionadas. Marque ou desmarque as caixas de selecdo para alterar categorias inteiras ou
opgdes individuais em uma categoria.

Categorias de relatérios de estudo de genes na pagina 251 lista as opg¢des disponiveis para
exibi¢ao.

4. Altere a ordem das categorias e itens em um relatério. Arraste as op¢des para a posicao
necessaria. Os itens podem ser reordenados apenas dentro das categorias as quais pertencem.

5. Clique em Update Report (Atualizar relatério) para atualizar a Report Preview (Visualizagao do
relatério) com quaisquer alteragoes.

6. Imprima ou salve o relatério. Clique no botédo Print Report (Imprimir relatério) na barra de
ferramentas para imprimir o relatério atual. Selecione File (Arquivo) > Save (Salvar) para salvar o
relatério em formato de arquivo PDF (arquivo Adobe Acrobat Reader) e selecione um local para
salvar o arquivo. Selecione File (Arquivo) > Save As (Salvar como) para salvar o relatério com um
novo nome ou em um novo local.

7. (Opcional) Crie um modelo de relatério com as informacdes desejadas. Para salvar as
configuragdes do relatério atual em um modelo, selecione Template (Modelo) > Save (Salvar) ou
Save As (Salvar como). Em seguida, carregue o modelo de relatério na préxima vez em que
desejar criar um novo relatorio.

Categorias de relatérios de estudo de genes
Use a caixa de dialogo Gene Study Report (Relatério do estudo de genes) para organizar os dados do

estudo de genes em um relatério. Tabela 39 lista todas as op¢des disponiveis para um relatério de
estudo de genes.
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Tabela 39. Categorias para um relatério de estudo de genes

Categoria Opcao Descrigao

Header (Cabecalho)

Titulo, subtitulo e logotipo do relatério

Report Information Data, nome do usuario, nome do arquivo de
(Informacgdes do relatério) dados, caminho do arquivo de dados e o grupo
de pogos selecionado

Gene Study File List (Lista Lista de todos os arquivos de dados no estudo
de arquivos de estudo de de genes

genes)

Notes (Notas) Notas sobre o relatério de dados

Study Analysis: Bar Chart (Analise do estudo: Grafico de barras)

Analysis Settings Lista dos parametros de analise selecionados
(Configuragdes de analise)

Chart (Gréfico) Gréafico de barras da expresséo génica
mostrando os dados

Target Names (Nomes de Lista de alvos no estudo de genes
alvos)

Sample Names (Nomes de Lista de amostras no estudo de genes

amostras)
Data (Dados) Planilha que exibe os dados
Target Stability Dados de estabilidade do alvo

(Estabilidade do alvo)

Inter-run Calibration Dados de calibragao entre execugodes
(Calibragao entre
execugoes)

Study Analysis (Analise do estudo): Clustergram (Clustergrama) e Scatter Plot (Grafico de
dispersao)

Analysis Settings Configuragdes de cada tipo de grafico
(Configuragdes de analise)
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Tabela 39. Categorias para um relatério de estudo de genes, continuagao

Categoria Opgcao Descrigao
Chart (Grafico) Grafico de express&o génica mostrando os
dados
Data (Dados) Planilha listando os dados em cada alvo
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Apéndice A Calculos da analise de dados

O software CFX Manager™ Dx calcula formulas automaticamente e exibe os resultados nas guias
Data Analysis (Analise de dados). Este apéndice explica em detalhes como o software CFX Manager
Dx calcula férmulas.

Eficiéncia da reacao

Evidéncias sugerem que o uso de uma medida precisa de eficiéncia para cada primer e conjunto de
sondas fornecera resultados mais precisos ao analisar dados de expressao génica. O valor padréo de
eficiéncia usado nos calculos de expressao génica é 100%. Para avaliar a eficiéncia da reacao, gere
uma curva padrao usando diluigdes seriais de uma amostra representativa em um intervalo dindmico
relevante e, em seguida, registre a eficiéncia da andlise de expressao génica subsequente. Se sua
execugado incluir uma curva padrao, entao o software calcula automaticamente a eficiéncia e exibe-a
na Standard Curve (Curva padréo) na guia Quantification (Quantificagdo) quando a opgao Auto
Efficiency (Eficiéncia automatica) estiver marcada na guia Targets (Alvos) na janela Experiment
Settings (Configuragdes de experimento).

A eficiéncia (E) nas férmulas de eficiéncia refere-se as “eficiéncias” descritas por Pfaffl (2001) e
Vandesompele et al. (2002). Nessas publicagbes, uma eficiéncia de 2 (duplicagao perfeita com cada
ciclo) é equivalente a 100% de eficiéncia neste software. Vocé tem a opgéo de converter seus
calculos de eficiéncia naqueles usados no software utilizando os seguintes relacionamentos
matematicos:

B E = (% deeficiéncia*0,01) + 1

B % de eficiéncia=(E-1)* 100
Quantidade relativa
A férmula de quantidade relativa (ACq) para qualquer amostra (GOI) é:

Relative Quantityg,,ye (o) = Ecor (Cy uin =€, (sample))

Nota: Esta férmula é usada para calcular a Quantidade relativa quando ndo ha amostra de
controle definido.
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Em que:

B E = Eficiéncia do primer e conjunto de sondas. Essa eficiéncia é calculada com a féormula
(% Eficiéncia * 0,01) + 1, em que 100% de eficiéncia = 2

B C g (min)= Cq médio da amostra com C, médio mais baixo para GOI
B C g (amostra) = Cq médio da amostra

B GOl =Gene de interesse (um alvo)

Quantidade relativa quando um controle é selecionado

Quando uma amostra controle é atribuido, entdo a quantidade relativa (RQ) de qualquer amostra com
um de interesse (GOI) é calculada com esta formula:

. . Gy (contrat) —C.
Relative Quantitygmple (cor) = EGOI( 9 (contzal) q(sample))

Em que:

B E =Eficiéncia do primer e conjunto de sondas. Essa eficiéncia é calculada com a férmula
(% Eficiéncia * 0,01) + 1, em que 100% de eficiéncia = 2

B Cq (controle) = Cq médio da amostra de controle
B Cq(amostra) = Cq médio de todas as amostras com um GO

B GOl =Gene de interesse (um alvo)

Desvio padrao da quantidade relativa

A férmula de desvio padrao da quantidade relativa é

SD Relative Quantity = SD Cqgor X Relative Quantity,umye (ory X Ln (Egor)

Em que:

B Quantidade relativa SD = desvio padrao da quantidade relativa
B Amostra SD Cygo, = Desvio padréo do C, da amostra (GOI)

B Quantidade relativa = Quantidade relativa da amostra

B E =Eficiéncia do primer e conjunto de sondas. Essa eficiéncia é calculada com a férmula
(% Eficiéncia * 0,01) + 1, em que 100% de eficiéncia = 2

B GOl = Gene de interesse (um alvo)
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Cq de eficiéncia corrigida (CqE)

C, de eficiéncia corrigida (C)
Aformula de C, de eficiéncia corrigida &
Cqg = Cq x (log(E)/log(2))
Em que:

B E =Eficiéncia

C, de eficiéncia média corrigida (MCqg)

Aformula de C, de eficiéncia media corrigida é

Cag (Rep 1)+CUE (Rep 2) T - -+CUE (Rep
MCC]_E= (Rep 1) ( n) (Rep n)

Em que:
B Cg = C, de eficiéncia média corrigida

B n=Numero de réplicas

Fator de normalizagao

O denominador da equacao de expressao normalizada é referido como o fator de normalizagéo. O
fator de normalizagéo é a média geométrica das quantidades relativas de todos os alvos de referéncia
(genes) de uma dada amostra, conforme descrito nesta formula:

1
Normalization Factorsampl (o) = (RQsmple (Ref1) % RQqample (Ret2) X « - - X RQgample (Refn))™

Em que:
B RQ = Quantidade relativa
B n=Nudmero de alvos de referéncia

B GOl =Gene de interesse (um alvo)
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Expressao normalizada

Expresséo normalizada (AAC,) € a quantidade relativa de seu alvo (gene) normalizada para as
quantidades dos alvos de referéncia (genes ou sequéncias) em seu sistema bioldgico. Para
selecionar alvos de referéncia, abra a janela Experiment Settings (Configuracdes de experimento) e
clique na coluna de referéncia de cada alvo que serve como um gene de referéncia.

A férmula da expressao normalizada, que usa o célculo da Quantidade relativa (RQ) calculada, é

RQuampie (cON)

Normalized Expressiong,,. (cor = n
(BQuampie (et 1) ¥R Quample (et 2)X- - XRQuumpe (et ) ™

Em que:
B RQ = Quantidade relativa de uma amostra

B Ref = Alvo de referéncia em uma execugao que inclua um ou mais alvos de referéncia em cada
amostra

B GOl =Gene de interesse (um alvo)

Desde que os alvos de referéncia ndo alterem o nivel de expressdo em seu sistema bioldgico, o
calculo da expressédo normalizada sera responsavel pelas diferencas de carregamento ou variagdes
no numero de células que séo representadas em cada uma de suas amostras.

Expressao normalizada quando um controle é selecionado

Ao selecionar uma amostra de controle na janela Experiment Settings (Configuracdes de
experimento), o software define o nivel de expresséo da amostra de controle como 1. Nessa situagéo,
o software normaliza as quantidades relativas de toda a expresséo do alvo (génica) para a quantidade
de controle (um valor igual a 1). Essa expressao normalizada é equivalente a analise da expresséo
normalizada fora de escala quando um controle é escolhido.

Nota: Isso também é conhecido como a expressao normalizada relativa (RNE) e alteragéo de
dobra.
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Desvio padrao da expressao normalizada

O redimensionamento do valor da expressao normalizada é realizado dividindo o desvio padrao da

expressao normalizada pelo valor da expressao normalizada dos niveis de expressao individual mais
alto ou mais baixo, dependendo da opgéo de escala escolhida. A formula de desvio padréo (SD) do
fator de normalizagao é

SDNF,,:NF,,X\/(

71X R Quute (et 1)
Em que:

B RQ =Quantidade relativa de uma amostra
B SD = Desvio padrédo

B NF = Fator de normalizagao

B Ref=Alvo de referéncia

B n=Numero de alvos de referéncia

SD RQuample (Ref 1) ) 2 (

SD RQgample (Mz))2 n I (SD RQuample (Mn))2

nXRQuaple (Ref 2) 1 XRQuample (Ref n)

Quando uma amostra de controle é atribuida, vocé néo precisa executar essa fungéo de
redimensionamento no desvio padrao, como mostrado na férmula a seguir:

Em que:

B NE = Expressao normalizada

B RQ =Quantidade relativa de uma amostra
B SD = Desvio padrao

B GOl =Gene de interesse (um alvo)

SD NEsample (Gor) = NEsample (cor X \/ (

SD NFgample ) 2 (SD RQuumple (co1) ) 2
NFsample RQuempie (coN)
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Expressao normalizada dimensionada para o nivel de
expressao mais alto

Quando a execugao nao inclui controles, dimensione a expressédo normalizada (NE) para cada alvo
(gene) dividindo o nivel de expressao de cada amostra pelo nivel mais alto de expressao de todas as
amostras. O software define o nivel mais alto de expressao para um valor de 1 e redimensiona todos
os niveis de expressao de amostra. A férmula da escala mais alta é

Normalized Expressiongmy. (cor

Scaled Normalized Expressiongumple (@0) = Formaied & T ——

Em que:

B GOl = Gene de interesse (alvo)

Expressao normalizada dimensionada para o nivel de
expressao mais baixo

Quando a execugao nao inclui controles, dimensione a expressédo normalizada (NE) para cada alvo
(gene) dividindo o nivel de expresséo de cada amostra pelo nivel mais baixo de expresséo de todas
as amostras. O software define o nivel mais baixo de expressao para um valor de 1 e redimensiona

todos os niveis de expressao de amostra. A férmula para escala mais baixa é

Normalized Expressiong,mgle (qon

Scaled Normalized Expressiong,ny. (o = Normalized Exprossiones po

Em que:

B GOl =Gene de interesse (alvo)
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Expressao normalizada dimensionada para o nivel médio de expressao

Expressao normalizada dimensionada para o nivel médio de
expressao

Quando a execugao néo inclui controles, dimensione a expressdo normalizada (NE) para cada alvo
(gene) dividindo o nivel de expressao de cada amostra pelo nivel médio geométrico de expressao de
todas as amostras. O software define o nivel médio de expressdo com um valor de 1 e redimensiona
todos os niveis de expressao da amostra. A formula da escala média é

Normalized Expressiongmy. (cor

Scaled Normalized Expressiong,mple (@01 = ormaimed Exprossioncas (on

Em que:
B GOl =Gene deinteresse (alvo)

B GM = Média geométrica da expressao normalizada para todas as amostras
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Desvio padrao da expressao normalizada com escala

O redimensionamento do valor da expressao normalizada (NE) com escala € realizado dividindo o
desvio padrao (SD) da expresséo normalizada pelo valor da expresséo normalizada dos niveis de
expressao mais alto (MAX) ou mais baixo (MIN), dependendo da op¢éo de escala escolhida.

Nota: Quando uma amostra de controle € atribuida, vocé n&o precisa executar essa funcéo de
redimensionamento no desvio padréao.

O célculo desta férmula é

SD NEgumps (con)
NEMAX or MIN (GOT)

SD Scaled NEsa.mple (Gor =
Em que:
B NE = Expressao normalizada
®  SD = Desvio padréo
B GOl = Gene de interesse (alvo)

B MAX=Nivel de expressao mais alto

B MIN = Nivel de expresséo mais baixo

Regulacao

Regulagéo é uma medida do aumento ou da redugéo na expresséo de um alvo para uma amostra
experimental em comparagdo com uma amostra de controle e é determinada como mostrado a
seguir:

Se Expressao (experimental) > Expresséo (controle):

. Expression (experimental
Regulation = — (exp )

Expression (control)

Se Expressao (experimental) < Expressao (controle):

Regulation = —1 / (Expression (experimental))

Expression (control)

Nota: Para o Grafico de barras, a Expressdo se baseia na quantidade relativa ou expressao
normalizada, dependendo do modo selecionado (consulte Grafico de barras na pagina 230).
Porém, para o Grafico de dispersao, e clustergrama, a regulagdo sempre é calculada a partir da
expressao normalizada.
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Férmulas de valores corrigidos

Uma diferenga entre valores corrigidos e nao corrigidos € vista somente se uma curva padréo for
criada como parte da execugado de PCR em tempo real. O software usa trés equagdes para
determinar a propagacgéao de erros:

B Erropadrao

B Erro padrao da expressao normalizada

B Erro padrdo do gene de interesse (alvo) normalizado
A férmula de erro padréao é

— Sb
Standard Error = n

Em que:
B n=Numero de alvos de referéncia (genes)
B SD = Desvio padréao

O erro padrao do fator de normalizagao na férmula de expressao normalizada é

SE RQuample (Ref 1) ) 2 ( SE RQuemple (ref 2) )2 " ( SE RQuumplc (Refn) )2

SE NF, = NF, x (
n n nxSE RQgumple (Ref 1) nXSE RQgample (Ref 2) nxSE RQgample (Ref n)

Em que:

B n=Numero de alvos de referéncia
®  SE =Erro padrao

B NF = Expressao normalizada

B RQ =Quantidade relativa

O erro padréo da férmula de gene de interesse (GOI) normalizado é

2 2
SE GOI, = GOL, x \/ (Br) + (SEG(‘;'I‘")

Em que:

B SE =Erropadrao

B GOl =Gene de interesse (um alvo)
B NF = Fator de normalizagao

B n=Numero de alvos de referéncia
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Apéndice B Gerenciamento de usuarios e
funcdes do CFX Manager Dx

No software CFX Manager™ Dx, € possivel criar usuarios e atribuir uma fungéo a esses usuarios. As
funcdes limitam o acesso a recursos do CFX Manager Dx. Um usuério pode ser atribuido a apenas
uma fungéo por vez. Porém, um administrador do sistema do CFX Manager Dx pode mudar a fungéo
do usuario a qualquer momento.

Dica: Nao é necessario criar usuarios para usar o CFX Manager Dx. Se vocé nao criar usuarios,
toda a atividade sera realizada pela conta de usuario padrédo admin.

Importante: O usuario admin é a conta de Administrador padréo, que pode ser usada para
realizar o login inicial no CFX Manager Dx. Recomenda-se criar um usuario especifico para
administrar o CFX Manager Dx. Atribua a esse usuario a fun¢éo de Administrador e realize todas
as tarefas de administragdo com ele.

Importante: O software CFX Manager Dx ndo tem um recurso de tempo limite de inatividade de
sessao do usuario. Portanto, recomenda-se implementar medidas de seguran¢a do Windows ou
de terceiros (por exemplo, implementar uma protegéo de tela com login requerido).

Gerenciamento de usuarios

Na edicdo padrédo do Software CFX Manager Dx, contas de usuarios podem ter qualquer nome ou
senha.

Para atribuir uma fungao a cada usuario, selecione na lista de fungdes na janela User Administration
(Administracédo de usuarios). Neste exemplo, o usuario Guest (Convidado) recebe o direito adicional
de salvar arquivos.

Adicao e remogao de usuarios

Nota: Somente o administrador do CFX Manager Dx pode adicionar e remover usuarios.

Para adicionar contas de usuario ao CFX Manager Dx

1. Najanela Home (Inicio), selecione User > User Administration (Usuario > Administragao de
usuarios).

A caixa de dialogo User Administration (Administragcdo de usuarios) aparece.
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User Administration

Manage Users

User Name Full Name Role Fassword Remove
1 |admin Admiristrator ~
2 |cpeterson carl peterson Administrator ~
3 |ebrizel elizabeth brizel Principal v
4 |msnyder matthew snyder Guest v
5 ~

Manage Rights (Managed by Administrator only)

Rights Principal Operator
Start, pause and sbort runs

Add repeats to a run

&

]
2
3 | Perform skip steps

4 | Perform instrument calibration

5 | Apply different calibrations to a data file
§ | Edit or replace plate during run

7  |Edt orreplace the plate aftera run

8 | Allow instrument file management

g | Rename instruments

10 | Save anyfile

11 |Change threshold and baselines

12 | Print reports

13 | Setup Email

[E|

Restore Default Rights

OFREERNEEOORRE

!Dnmnmmmmmmnmng ooood

(=]
=

Cancel

2. No painel Manage Users (Gerenciar usuarios), digite um User Name (Nome de usuario) para o
usuario.

3. Selecione uma Role (Fungéo) do usuario.
As fungdes restringem os direitos do usuario. O padréo € Principal.

Dica: E possivel alterar os direitos de cada fungéo. Alterar os direitos da fungéo afeta todos
0s usuarios que atribuidos a fungdo em questao. Para obter mais informacgdes, consulte
Gerenciamento dos direitos de fungdes na pagina 267.

4. (Opcional) Digite o Full Name (Nome completo) e Password (Senha) do usuario.

5. Clique em OK para abrir uma caixa de dialogo e confirmar que deseja fechar a janela.
6. Clique em Yes (Sim) para fechar a caixa de dialogo e a janela.

Para remover um usuario

1. No painel Manage Users (Gerenciar usuarios), selecione Remove (Remover) para cada usuario
que deseja remover.

2. Clique em OK para abrir uma caixa de dialogo e confirmar que deseja fechar a janela.
3. Clique em Yes (Sim) para fechar a caixa de didlogo € a janela.

Nota: A lista de usuarios do software sempre deve incluir um Administrador.
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Gerenciamento de usuarios

Gerenciamento dos direitos de fungoes

O CFX Manager Dx inclui estas quatro fungdes:

B Administrator (Administrador) (necessario) — administradores tém todos os direitos e ndo &
possivel alterar esses direitos. Os administradores também podem adicionar e remover usuarios
e alterar os direitos para cada fungao.

Nota: Somente um administrador pode alterar os direitos de qualquer fungéao.
B Principal — por padrao, o usuario principal tem todos os direitos

B Operator (Operador) — por padrao, o usuario operador tem todos os direitos, exceto ignorar
ciclos

B Guest (Convidado) — por padrao, o usuario convidado pode apenas ler arquivos

Importante: Alterar os direitos de uma fungao afeta todos os usuarios atribuidos a fungdo em
questao. Nao é possivel personalizar uma fungao para um usuario especifico. Tenha cuidado ao
modificar os direitos das fungdes.

Para especificar os direitos de cada funcgao.

1. Najanela Home (Inicio), selecione User (Usuario) > User Administration (Administragdo de
usuarios).

2. No painel Manage Rights (Gerenciar direitos), execute uma das op¢des a seguir:
B Pararemover um direito de uma fungao, desmarque a caixa de selegao.
B Para adicionar um direito a uma fungao, marque a caixa de selegao.
3. Clique em OK para abrir uma caixa de didlogo e confirmar que deseja fechar a janela.
4. Clique em Yes (Sim) para fechar a caixa de dialogo e a janela.
Para redefinir todos os direitos de todas as fungdes

» Na caixa de didlogo User Administration (Administragdo de usuarios), clique em Restore Default
Rights (Restaurar direitos padrao).
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Login no software CFX Manager Dx

O software CFX Manager Dx gerencia quem faz login no software pela caixa de dialogo Login. Ao
iniciar o software, o CFX Manager Dx exibe automaticamente a caixa de dialogo Login quando dois ou
mais usuarios estao listados na janela User Administration (Administragdo de usuarios).

O CFX Manager Dx exibe o nome do usuario conectado na parte superior da janela Home (Inicio).
Para fazer log in no CFX Manager Dx

1. Na caixa de dialogo Login, selecione seu nome na lista suspensa User Name (Nome de usuario).
2. Digite sua senha.

3. Clique em OK para fechar a caixa de dialogo Login e abrir o software.

Bio-Rad CFX Maestro - Login

=
E¥i
R

User Mame: | cpeterson e

Password: |H+

QK Cancel

Alteracao de usuarios

E possivel alterar usuarios durante a execucéo do software.
Para alterar usuarios

1. Najanela Home (Inicio), selecione User (Usuario) > Select User (Selecionar usuario) para abrir a
caixa de dialogo Login.

2. Selecione um nome na lista suspensa User Name (Nome do usuario).
3. Digite a senha do novo usuario.

4. Clique em OK para fechar a caixa de dialogo Login e abrir o software.
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Alteracao de senhas de usuarios

Login no software CFX Manager Dx

Os usuarios do CFX Manager Dx podem alterar suas proprias senhas a qualquer momento.

Para alterar senhas de usuarios.

1. Najanela Home (Inicio), selecione User (Usuario) > Change Password (Alterar senha) para abrir
a caixa de dialogo Change Password (Alterar senha).

Change Password

@ 1

(ld Password: |

MNew Password: |

Corfim New Password: |

oK

Cancel

2. Em Old Password (Senha antiga), digite a senha atual.

3. Em New Password (Nova senha), digite uma nova senha e digite-a novamente em Confirm New

Password (Confirmar nova senha).

4. Clique em OK para confirmar a alteragéo.

Exibicao de seus direitos e fungao

Dica: Os usuarios atribuidos as fungbes de usuario Principal, Operator (Operador) ou Guest
(Convidado) podem exibir apenas suas configuragdes, direitos e fungdes de usuario.

Para exibir seus direitos e fungao de usuario atuais

» Najanela Home (Inicio), selecione User (Usuario) > User Administration (Administragao de

usuarios).

Entre em contato com o administrador do CFX Manager Dx para modificar as configuragdes, direitos
e fungdes de usuario listados na janela User Administration (Administragéo de usuarios).
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Apéndice C Integragao com LIMS

E possivel configurar o software CFX Manager™ Dx para uso com um sistema de gerenciamento de
informagdes laboratoriais (LIMS). Para integragdo com LIMS, o CFX Manager Dx requer informagdes
de configuragao da placa geradas pela plataforma LIMS (um arquivo LIMS, *.plrn), um arquivo de
protocolo criado usando o Software CFX Manager Dx (*.prcl), um local de exportacdo de dados
definido e um formato de exportacéo definido.

Ap6s a concluséo da execugao, o CFX Manager Dx gera um arquivo de dados (.pcrd) e salva-o em
um local da pasta de exportacdo de dados definida. O CFX Manager Dx também pode criar um
arquivo de dados compativel com LIMS no formato .csv e salva-o no mesmo local.

Criacao de arquivo de dados compativeis com LIMS

Este apéndice explica como configurar o software do CFX Manager Dx para criar, salvar e exportar
arquivo de dados compativeis com LIMS.

Configuracao da pasta e opgoes de exportagao de dados do
LIMS

Por padréo, o CFX Manager Dx salva os protocolo, arquivos e arquivos de exportagao de dados do
LIMS nesta pasta:
C:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX_Dx\LIMS

E possivel configurar o CFX Manager Dx para salvar os arquivos em outra pasta e é possivel alterar
as opgodes de exportagéo para os dados do LIMS.

Para configurar uma pasta e as opgoes de exportagdao de dados do LIMS

1. Najanela Home (Inicio), selecione Tools (Ferramentas) > Options (Op¢bes).

2. Na caixa de dialogo Options (Op¢des), selecione Data Export Settings (Configuragées de
exportagdo de dados).
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Options

[~ Emai [i# Data Export Settings

LIMS Settings
[ Automatically export LIMS data at end of un

LIMS Data Export Settings..

Protocal: |C."-Users'-.Public'-.Ducuments'-.EiD-Rad"-CFX_DX'-.LIMS".L\MS Protocols | .

LIMS File: |C:'-Users'-.PubIlc'-.Ducurnents'-.ElDfRad'-CF}’\_D){'-.LIMS | "

Data Bxport: |C:\Users\Public\Documents'\Bio-Rad\CFX_DX\LIMS |

Other Data Settings
(®) Use data file location

(0 Use this folder: ‘

[] Automatically export all data sheets at the end of run

Data format: | Excel 2007 (*xlsx)

OK Cancel

3. (Opcional) Selecione Automatically export LIMS data at end of run (Exportar dados do LIMS
automaticamente ao final da execugéo).

O software exportara automaticamente os dados do LIMS apds cada execugéo e salvara no local
especificado.

4. Paraalterar as opgdes de exportagdo padrao para os dados do LIMS, clique em LIMS Data
Export Settings (Configuracdes de exportagéo de dados do LIMS).

Importante: Apenas dados do LIMS exportados como um arquivo .csv podem ser
importados de volta para o CFX Manager Dx.

5. Na caixa de didlogo LIMS Data Export Format Settings (Configuragdes de formato de exportacéo
de dados do LIMS), selecione as opgdes de exportagdo necessarias e clique em OK.

6. Na caixa de dialogo Options (Opg¢des), navegue e selecione uma pasta padrao na qual deseja
salvar os arquivos de dados do LIMS. E possivel selecionar um local diferente para cada tipo de
arquivo:

B Protocolo
B Arquivo do LIMS
B Exportagéo de dados

7. Clique em OK para salvar as alteragdes e fechar a caixa de dialogo Options (Opgdes).

Criacao de um protocolo LIMS

Para iniciar uma execugéo do LIMS, crie um arquivo de protocolo (* .prcl) do CFX Manager Dx e
salve-o no local da pasta do protocolo LIMS designado.
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Criagao de arquivo de dados compativeis com LIMS

Consulte o Capitulo 6, Criagéo de protocolos para obter mais informagdes.

Criagdo de um arquivo LIMS

Um arquivo LIMS (*.plrn) contém os detalhes da configuragéo da placa e o nome do arquivo do
protocolo. Este arquivo é gerado por seu LIMS interno. O CFX Manager Dx usa o arquivo LIMS para
criar um arquivo de placa para usar com o arquivo de protocolo.

O CFX Manager Dx fornece arquivos de modelo de importacao de placa que vocé pode editar para
criar arquivos de placa LIMS personalizados.

Dica: Esta tarefa deve ser executada por um especialista em LIMS.
Para criar um arquivo LIMS

1. Najanela Home (Inicio), selecione View (Exibir) > Show (Mostrar) > LIMS File Folder (Pasta de
arquivos LIMS).

2. Abraa pasta LIMS Templates (Modelos LIMS) e selecione um arquivo .csv para importar para
seu LIMS interno.

B UMS Templates

« v 1‘| Ci\Users\Public\Documents\Bio-Rad\ CFX_DX\LIMS\LIMS Templates | @ Search Ll.. 2

S

; Downloads o) Mame Date modified Type Size
J‘: Music

ZL) CFX 96 LIMS Plate Import Template.csy  3/2/2018 6:43 AM Microsoft Excel ... 5 KB
=/ Pictures

m Videos
o OSDisk (C)

= Groups (G:) w

==

1item =

3. Usando o LIMS, edite o arquivo de modelo preenchendo os campos obrigatérios listados na
Tabela 40.

4. Salve o modelo com a extens&do de nome de arquivo .plrn na pasta File LIMS (Arquivo LIMS).

Importante: O CFX Manager Dx pode abrir apenas o arquivo .plrn. Vocé deve salvar o
arquivo .csv como .plrn para iniciar a execugéo do LIMS.

Manual de operagéo | 273



Apéndice C Integragdo com LIMS

Tabela 40. Definigao de conteudo de arquivos .csv do LIMS

Coluna Linha Descricao Conteudo Finalidade
A 1 Cabegalho da placa Nao editar Predefinido
A B,C 2 Campo/Dados/Instrugéo N&o editar Predefinido

B 3 Verséo Na&o editar Predefinido
B 4 Tamanho da placa N&o editar Predefinido
B 5 Tipo de placa Insira “BR White” Obrigatério

(Branco BR), “BR

Clear”

(Transparente BR)

ou outro tipo de

placa calibrada
B 6 Modo de varredura Insira “SYBR/FAM Obrigatério
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Criagao de arquivo de dados compativeis com LIMS

Tabela 40. Definigao de contetido de arquivos .csv do LIMS, continuagao

Coluna

B

Linha
7

Descrigao

Unidades

Conteuido Finalidade

Insira um dos Obrigatério
seguintes: “copy
number” (nUmero
da copia), “fold
dilution” (diluigao de
dobra),
“micromoles,”
“nanomoles,”
“picomoles,”
“femtomoles,”
“attomoles,”
“milligrams”
(miligramas),
“micrograms”
(microgramas),
“nanograms”
(nanogramas),
“picograms”
(picogramas),
“femtograms”
(femtogramas),
“attograms”
(attogramas) ou
“percent” (por
cento)

8

ID da execugao

Insira uma breve Opcional
descrigao ou codigo

de barras

identificando esta

execugao (maximo

de 30 caracteres,

virgulas ndo

permitidas)

Nota da execucgéo

Insira a descrigao Opcional
da execugéao
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Tabela 40. Definigao de contetido de arquivos .csv do LIMS, continuagao

Coluna Linha Descricao Conteudo Finalidade
B 10 Protocolo de execugao Insira o nome do Obrigatério
arquivo do
protocolo
exatamente como
listado.
A 11 Arquivo de dados Insira o nome do Opcional
arquivo de dados
A 12-15 TBD/Vazio Nao editar Predefinido
A 16 Dados da placa N&o editar Predefinido
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Tabela 40. Definigao de contetido de arquivos .csv do LIMS, continuagao

Coluna Linha

A 17-113

B-G

J-0

Descrigao

Posigao do pogo

Conteuido

Nao editar

Finalidade

Predefinido

Corante Ch1, Corante Ch2,
Corante Ch3, Corante Ch4,
Corante Ch5, FRET

Insira o nome de
um corante
calibrado (por
exemplo, “FAM”)
para cada canal
sendo usado

Obrigatério

Tipo de amostra

Insira um dos tipos
de amostra a
seguir: “Unknown”
(Desconhecido),
“Standard”
(Padrao), “Positive
Control” (Controle
positivo), “Negative
Control” (Controle
negativo), “NTC” ou
“‘NRT”

Obrigatério

Nome da amostra

Insira o nome da
amostra

Opcional

Alvo CH1, Alvo CH2, Alvo
CH3, Alvo CH4, Alvo CH5,
Alvo FRET

Insira 0o nome do
alvo para cada
canal usado

Opcional

Nome do conjunto biolégico

Insira 0o nome do
conjunto biolégico

Opcional
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Tabela 40. Definigao de contetido de arquivos .csv do LIMS, continuagao

Coluna

Q

Y-AD

Linha

Descricao Conteudo Finalidade
Réplica Insira um numero Opcional
inteiro positivo para
cada conjunto de
réplicas. O valor
nao pode ser zero.
Quantidade CH1, Insira os valores de Obrigatério
Quantidade CH2, quantidade para para todos os
Quantidade CH3, todos os padroes. padroes
Quantidade CH4, Insira a
Quantidade CHS5, concentragao no
Quantidade FRET formato decimal.
Nota do pogo Insira a nota do Opcional
pogo (maximo de
20 caracteres)
Cor do pogo Ch1, Cor do Insira qualquer cor Opcional

pogo Ch2, Cor do pogo
Ch3, Cor do pogo Ch4, Cor
do pogo Ch5, Cor do pogo
FRET

de estilo de trago
definida pelo
usuario em um
formato decimal de
inteiro de 32 bits

(argb)

Inicio de uma execugao do LIMS

Para iniciar uma execugao do LIMS

1. Execute uma das opgdes a seguir para abrir um arquivo .plrn do LIMS:

B Najanela Home (Inicio), selecione View (Exibir) > Show (Mostrar) > LIMS File Folder (Pasta

de arquivos do LIMS) e abra o arquivo .plrn alvo.

B Najanela Home (Inicio), selecione View (Exibir) > Open (Abrir) > LIMS File (Arquivo do
LIMS) e abra o arquivo .plrn alvo.

O arquivo abre na guia Start Run (Iniciar execugéo) no Run Setup Wizard (Assistente de
configuragéo de execucao). A guia Start Run (Iniciar execugéo) exibe informacdes sobre o
experimento a ser executado. Ela também exibe o bloco ou blocos de instrumentos conectados
nos quais € possivel executar o experimento.
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Criagao de arquivo de dados compativeis com LIMS

Na guia Start Run (Iniciar execugao), selecione um instrumento e clique em Start Run (Iniciar

execugao).

Run Setup
Protocol (23) Plate " Start Run
Run Information

Protocol: RespProtocol prcl
Plate: LIMS001_96 wells pltd

ExH]

Motes:

Scan Mode: Al Channels
Start Run on Selected Block(s)

Block Name A Type
| CFx96 Deep Well
CFX36DW2 CFX596 Deep Well
[] CFRxs&0 CFX36
CFX36I02 CFX36

Run Status
Idle
Idle
Idle
Idle

Sample Volume ID/Bar Code
25
25
25

25

[] Select All Blocks

@ Bach Block indicator | | #J  Open Ld

,vﬁ Close Lid

B Start Run

<< Prey

Exportacao de dados para um LIMS

Para exportar o arquivo de dados para um LIMS.

Ap6s a conclusdo da execugdo, o CFX Manager Dx gera um arquivo de dados (.pcrd) e salva-o em
um local definido da pasta de exportagédo de dados.

Abra o arquivo .pcrd e selecione Export (Exportar) > Export to LIMS Folder (Exportar para pasta

LIMS).

Dica: Se vocé selecionar Automatically Export Data after Run (Exportar dados automaticamente
apos a execugao) em LIMS Options (Opg¢des de LIMS), o CFX Manager Dx cria um arquivo de
dados compativel com o LIMS no formato .csv e salva-o na mesma pasta.
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Apéndice D Solucao de problemas de conexao
do software CFX Manager Dx

Log do aplicativo

Antes de iniciar uma nova execugéo, os instrumentos do CFX96™ e CFX96 Deep Well iniciam um
teste de autodiagndstico para verificar se esta sendo executado dentro das especificagdes. O
software registra os resultados desse teste no arquivo do Run Log (Executar log) Application Log (Log
do aplicativo). Se perceber um problema em um ou mais experimentos, abra os logs de execugéo e
do aplicativo para descobrir quando o problema foi iniciado.

O CFX Manager™ Dx rastreia informagdes sobre o estado de um instrumento durante uma execugao
no Application Log (Log do aplicativo). Use esses registros para rastrear eventos que ocorrem nos
instrumentos e no software e para solugéo de problemas.

Para abrir o log do aplicativo

» Najanela Home (Inicio), selecione View (Exibir) > Application Log (Log do aplicativo).

Log for BioRadPCRClientHistoryLog.xml X

File:  BioRadPCRClientHistoryLog xmi Open Log
Find
Date v Message O Sevety ¢ Log
08/04/201709:34:53  Instrument connected- Base SN - 'SIM85406", Block SN -'RN003707, Shuttle SN - 'SG7642, ORM SN Info MachineCollection
- 788BR03588', Model - CFX96'
08/04/201709:34:59  Instrument connected- Base SN - 'SIM58851", Block SN - 'RN005883, Shuttle SN -'SG8719', ORM SN Info MachineCollection
- 788BRO200T", Mode! - Dual 48 Well
08/04/201709:34:59  Instrument connected- Base SN - 'SIM58851", Block SN -'RN00866T", Shuttle SN -'SG6751, ORM SN Info MachineCollection
- 788BRO3671", Mode! - Dual 48 Well
08/04/201709:34:59  Instrument connected- Base SN - 'SIM83878", Block SN - 'RN002499", Shuttle SN -'SG8098, ORM SN Info MachineCollection
- 788BRO0S31’, Mode! - CFX96
08/04/201709:34:59  Instrument connected- Base SN - 'SIM81435', Block SN -'RN004743, Shuttle SN -'SG0887, ORM SN Info MachineCollection
- 788BRO6617. Mode! - CFX Connect'
08/04/201709:34:59  Instrument connected- Base SN - 'SIM42465', Block SN -'RN006483', Shuttle SN -'SG9551', ORM SN Info MachineCollection
- 788BRO4970", Model - '96 Well.
08/04/201709:34:59  Command line arguments: C:\ProgramData\Bio-Rad\CFX\Instrument" Info C1000Server
C:\ProgramData'\Bio-Rad\CFX\Enumerator' ‘FlagshipConnectedinstruments xanl" True' False''1" "~
08/04/201709:34:59  Product Bio-Rad C1000 Server version 4.1.2350.803 has started. Info C1000Server
08/04/201709:34:59  C1000 Server has started Info C1000Server
08/04/201709:34:58  MC status thread started Info MC
08/04/201709:34:58  C1000 server started successfully. Info MachineCollection
[[i4 < » »i] EventLog
Event Time: 2017-08-04T02:34:59.706-07:00
Severty: Info
Tag: Unassigned
Message: Instrument connected- Base SN - ‘SIM85406', Block SN - RNO09707, Shuttle SN - 'SG7642', ORM SN - 788BR09588", Mode! - CFX96'
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Solucao de problemas

Normalmente, problemas de comunicagao de software e instrumentos podem ser resolvidos
reiniciando o computador e o sistema. Certifique-se de salvar todo o trabalho em andamento antes de
reiniciar.

Nota: Verifique se o0 computador possui RAM e espago livre em disco suficientes. O minimo é 4
GB de RAM e o espago minimo em disco rigido € de 128 GB.

Falta de energia

No caso de falta de energia, o instrumento e o computador serdo desligados. Se a falta de energia for
curta, o instrumento retomara a execugao de um protocolo, mas o log do aplicativo anotara a falta de
energia. Dependendo das configuragdes do computador e do tempo que a energia é desligada, o
instrumento e o software tentam continuar a execug¢ao, dependendo da etapa do protocolo:

B Se o protocolo estiver em uma etapa sem leitura de placa, ele continuara em execugao assim
que o instrumento recuperar a energia.

B Se o protocolo estiver em uma etapa com uma leitura de placa, o instrumento aguardaré a
reinicializagao do software e retomara a comunicagéao para coletar os dados. Nessa situagéo, o
protocolo continua apenas se o software nao for desligado pelo computador. Quando o
computador e o software sao inicializados novamente, o protocolo continua.

Remocgao de amostras do modulo de reagao durante uma falta de energia

E possivel abrir uma tampa motorizada travada em um maédulo de reagéo para remover amostras
durante uma falta de energia.

Para remover a placa de trava

1. Empurre para baixo a barra de bloqueio para remover o médulo de reagao do termociclador
C1000™ Dx.

2. Coloque cuidadosamente o médulo de reacdo sobre uma mesa ou na bancada do laboratério.

3. Posicione o médulo de forma que a parte frontal do médulo se estenda por 2 polegadas sobre a
borda.
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Solugao de problemas

Com uma chave Allen, remova os dois parafusos grandes da borda frontal do médulo de reagédo
(abaixo do boté&o para abrir a tampa).

Deve-se ouvir a liberagao da trava de dentro do modulo.

Importante: Ndo remova os dois pequenos parafusos localizados na borda frontal do
modulo.

L
Empurre a tampa do médulo de reagéo para abrir. Observe que a trava (plastico escuro) ndo esta

mais conectada. Remova as amostras do bloco.

Recoloque a trava e fixe-a com os parafusos grandes para remontar o moédulo de reagdo com a
tampa aberta.
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Recuperacao de arquivos para o computador do CFX Manager

Dx

E possivel recuperar dados e arquivos de registro localizados no instrumento e transferi-los para o
disco rigido de um computador acoplado.

Nota: Todos os arquivos na pasta de dados em tempo real da base do instrumento séo
recuperados para o computador.

Para recuperar arquivos do instrumento

1.

No painel Detected Instruments (Instrumentos detectados) na janela Home (Inicio), cligue com o
botao direito no instrumento do alvo e selecione um das seguintes opg¢des:

B Retrieve Log Files (Recuperar arquivos de log)
B Retrieve Data Files (Recuperar arquivos de dados)
Escolha um local de pasta para salvar os arquivos recuperados.

Clique em Ok.

Instalagdao manual do software CFX Manager Dx

Para instalar o Software CFX Manager Dx manualmente

1.

Se necessario, desconecte todos os instrumentos conectados do computador.

Localize e desconecte o cabo USB do instrumento no computador do CFX Manager Dx.
A extremidade inserida no instrumento pode permanecer no lugar.

Faca login no computador do CFX Manager Dx com privilégios administrativos.
Insira o CD do software.

No Windows Explorer, navegue até o CD, clique com o bot&o direito do mouse no icone do CD do
software e selecione Explore (Explorar) para abrir a janela do CD.

Clique duas vezes na pasta CFX_Manager para abrir a pasta e, em seguida, clique duas vezes
em setup.exe para iniciar o assistente de instalagao do software.

Siga as instrugdes no assistente para instalar o software e clique em Finish (Concluir).
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Solugéo de problemas

Reinstalagao dos drivers

Para reinstalar os drivers do instrumento

» Najanela Home (Inicio), selecione Tools (Ferramentas) > Reinstall Instrument Drivers
(Reinstalar drivers do instrumento).

Nota: Se tiver problemas de comunicacao entre o software e um sistema em tempo real depois
de reinstalar os drivers e verificar a conexao USB, entre em contato com o Suporte Técnico da
Bio-Rad.
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