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Asistencia técnica de Bio-Rad

El departamento de asistencia técnica de Bio-Rad en Espania, abre de lunes a viernes de 8:30 a 18h.
Teléfono: 91 490 65 80, opcidn 2

Correo electréonico: cts-iberia@bio-rad.com (solo EE.UU./Canada)

Para asistencia técnica fuera de los EE.UU. y Canada, contacte con su oficina de asistencia técnica
local o haga clic en el enlace Contact us (Contacto) en www.bio-rad.com.

Aviso

Ninguna parte de esta publicacion puede reproducirse ni trasmitirse de ninguna manera ni por ningin
medio, electrénico o mecanico, incluyendo fotocopias, grabaciones, o cualquier sistema de
almacenamiento o recuperacion de informacion, sin permiso por escrito de Bio-Rad.

Bio-Rad se reserva el derecho a modificar sus productos y servicios en cualquier momento. Esta guia
esta sujeta a cambios sin previo aviso. Aunque preparada para asegurar la precision, Bio-Rad no
asume ninguna responsabilidad por errores u omisiones, o por cualquier dafo que resulte de la
aplicacion o uso de esta informacion.

BIO-RAD es una marca registrada de Bio-Rad Laboratories, Inc.

BIO-RAD, HARD-SHELL y MICROSEAL son marcas comerciales de Bio-Rad Laboratories, Inc. en
determinadas jurisdicciones.

SYBR es una marca comercial de Thermo Fisher Scientific Inc. Bio-Rad Laboratories, Inc. tiene
licencia para vender reactivos que contienen SYBR Green | para su uso en PCR en tiempo real, solo
con fines de investigacion.

EvaGreen es una marca comercial de Biotium, Inc. Bio-Rad Laboratories, Inc. tiene licencia de
Biotium, Inc. para vender reactivos que contienen colorante EvaGreen para su uso en PCR en tiempo
real, solo con fines de investigacion.

Todas las marcas comerciales utilizadas en este documento son propiedad de sus respectivos
propietarios.

Copyright © 2022 de Bio-Rad Laboratories, Inc. Todos los derechos reservados.


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

Uso previsto

Uso previsto

Los sistemas CFX96 Dx y CFX96 Deep Well Dx con el software CFX Manager Dx estan previstos
para realizar PCR basado en fluorescencia para detectar y cuantificar secuencias de acido nucleico.
Los sistemas y el software estan previstos para usarse como herramientas de diagnodstico in vitro por
parte de técnicos de laboratorio cualificados. Los sistemas estan concebidos para su uso con pruebas
de diagndstico de acido nucleico de terceros, fabricadas y etiquetadas con fines de diagnéstico.

Definiciones de simbolos

Importante: Se han resaltado los cambios mas relevantes!

Fabricante

x

Usar antes de

Limite de temperatura

1]

Consultar instrucciones de uso

[use]

Para usar con

Rx Only

Solo para uso con receta

LOT

Numero de lote

Para uso diagnéstico in vitro

Numero de catalogo

<

Numero de pruebas

|

Numero de serie

3

Contiene latex
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Traducciones

Los documentos del producto se pueden proporcionar en otros idiomas en medios electrénicos.
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Seguridad y cumplimiento normativo

Para conseguir un funcionamiento seguro del sistema CFX96™ Dx o el sistema CFX96 Deep Well Dx
con el software CFX Manager™ Dx, denominado sistema CFX Dx en este documento, Bio-Rad
recomienda que siga las especificaciones de seguridad enumeradas en esta seccién y en este manual.

Importante: Los sistemas CFX96 Dx y CFX96 Deep Well Dx estan aprobados para su uso como
dispositivos médicos para diagndstico in vitro (IVD).

Etiquetas de advertencia de seguridad

Las etiquetas de advertencia colocadas en el instrumento que aparecen en este manual le advierten
sobre las causas que provocan lesiones o dafos. En la Tabla 1 se define cada etiqueta de
advertencia de seguridad.

Tabla 1. Significado de las etiquetas de advertencia de seguridad

Icono Significado

Advertencia sobre el riesgo de daiiar el cuerpo o el equipo

Si pone en funcionamiento el sistema CFX Dx antes de leer este manual, puede
correr el riesgo de sufrir lesiones personales. Para utilizar este instrumento de
manera segura, no lo utilice de ninguna manera que no esté especificada en este
manual. Este instrumento lo debe manipular exclusivamente personal de laboratorio
cualificado con formacion en el uso seguro de equipos eléctricos. Maneje todos los
componentes del sistema con cuidado y con las manos limpias y secas.

Advertencia sobre el manejo de materiales biopeligrosos
Cuando maneje muestras biopeligrosas, tenga en cuenta las precauciones y pautas

recomendadas y cumpla todas las pautas locales especificas de su laboratorio y de

su ubicacion.
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Seguridad y cumplimiento normativo

Tabla 1. Significado de las etiquetas de advertencia de seguridad (continuacién)

Icono Significado

Advertencia sobre el riesgo de sufrir quemaduras

Un termociclador genera suficiente calor para provocar quemaduras graves.
Pongase gafas de seguridad u otra proteccion ocular en todo momento durante el
funcionamiento. Permita siempre que el bloque de muestras vuelva a la
temperatura de inactividad antes de abrir la tapa y eliminar las muestras. También
permita que haya maxima distancia para evitar quemaduras accidentales en la piel.

Advertencia sobre el riesgo de explosion
Durante el funcionamiento normal, los bloques de muestras se pueden calentar lo
suficiente para provocar que los liquidos hiervan y exploten.

Especificaciones de uso seguro y cumplimiento

Enla Tabla 2 se enumeran las especificaciones de uso seguro para los sistemas de deteccion
mediante PCR en tiempo real de CFX Dx de Bio-Rad. Los cables blindados suministrados se deben
utilizar con estos instrumentos para garantizar el cumplimiento con los limites de la FCC clase A.

Tabla 2. Condiciones de uso seguro

Aspectos de uso Condiciones de uso seguro

Potencia nominal de entrada 100-240 V CA, 50-60 Hz, 850 W max.

Categoria de sobretension Il

Fusibles 10 A, 250V, 5 x 20 mm, accién rapida (cant. 2)
Entorno Uso exclusivo en interiores

Temperatura de uso 15-31°C

Temperatura de almacenamiento  —-20a60 °C

Humedad relativa Hasta el 80 % (sin condensacion)

Altitud Hasta 2000 metros sobre el nivel del mar
Grado de contaminacion 2
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Peligros

Conformidad con la normativa

Tras las pruebas realizadas en el sistema de deteccion mediante PCR CFX Dx en tiempo real, se ha
determinado que cumple todos los requisitos aplicables establecidos en las siguientes normativas
electromagnéticas y de seguridad:

m |EC61010-1:2010 (3.2 ed.), EN 61010-1:2010 (3.2 ed.). Equipo eléctrico para medicion, control y
uso en laboratorio. Parte 1: requisitos generales

m  |EC61010-2-010:2014, EN 61010-2-010:2014. Requisitos de seguridad para equipos eléctricos
para medicién, control y uso en laboratorio. Parte 2-010: requisitos particulares para equipos de
laboratorio para el calentamiento de materiales

m  |EC61010-2-081:2015, EN 61010-2-081:2015. Requisitos de seguridad para equipos eléctricos
para medicién, control y uso en laboratorio. Parte 2-081: requisitos particulares para equipos de
laboratorio automaticos y semiautomaticos para analisis y otros propésitos (incluye enmienda 1)

m  |[EC61010-2-101:2015 (2.2 ed.). Requisitos de seguridad para equipos eléctricos para medicion,
control y uso en laboratorio. Requisitos particulares para equipos médicos de diagndstico in vitro
(IVD)

B |EC61326-1:2012 (Clase A), EN 61326-1:2013 (Clase A). Equipo eléctrico para medicion, control
y uso en laboratorio. Requisitos de EMC, parte 1: requisitos generales

B |EC61326-2-6:2012, EN 61326-2-6:2013 (Clase A). Equipo eléctrico para medicion, control y uso
en laboratorio. Requisitos EMC. Requisitos particulares para equipos médicos de diagndstico in
vitro (IVD)

Importante: Este equipo genera, utiliza y puede irradiar energia de radiofrecuencia y, si no se
instala y se utiliza de acuerdo con la documentacion de instrucciones suministrada, puede causar
interferencias perjudiciales en las comunicaciones por radio. El uso de los sistemas en una zona
residencial puede causar interferencias perjudiciales, en cuyo caso se requerira que los usuarios
corrijan la interferencia por sus propios medios.

Peligros

El sistema de deteccion mediante PCR en tiempo real CFX Dx se ha disefiado para funcionar de
manera segura siempre que se utilice de la forma que indica el fabricante. Si el sistema de deteccion
mediante PCR en tiempo real CFX Dx o cualquiera de sus componentes asociados se utilizan de
forma diferente a la indicada por el fabricante, la proteccion que proporciona el instrumento puede
verse afectada. Bio-Rad Laboratories, Inc. no se hace responsable de las lesiones o dafios que pueda
provocar el uso de este equipo de manera distinta a la indicada o las modificaciones del instrumento
que no haya efectuado Bio-Rad o alguin agente autorizado. El servicio del sistema de deteccion
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Seguridad y cumplimiento normativo

mediante PCR en tiempo real CFX Dx debe llevarlo a cabo Gnicamente personal cualificado de Bio-
Rad.

Peligros biolégicos

El sistema de deteccion mediante PCR en tiempo real CFX Dx es un producto de laboratorio. No

obstante, en caso de presencia de muestras biopeligrosas, observe las pautas siguientes y cumpla

todas las pautas locales especificas de su laboratorio y de su ubicacion.

Nota: No se emite ninguna sustancia biopeligrosa durante el funcionamiento normal de este
instrumento.

Precauciones generales

Utilice siempre bata y guantes de laboratorio, y gafas de seguridad con protectores laterales o
gafas protectoras.

Mantenga las manos alejadas de la boca, la nariz y los ojos.

Proteja por completo cualquier corte o abrasion antes de trabajar con materiales potencialmente
infecciosos.

Lavese bien las manos con agua y jabdn después de trabajar con cualquier material
potencialmente infeccioso antes de abandonar el laboratorio.

Si lleva reloj de pulsera o joyas, quiteselos antes de trabajar en la poyata.

Conserve todo el material infeccioso o potencialmente infeccioso en recipientes irrompibles a
prueba de fugas.

Antes de salir del laboratorio, quitese la indumentaria protectora.

Cuando lleve puestos los guantes, no escriba, responda al teléfono, encienda un interruptor de
luz, ni toque nada que otras personas puedan tocar sin guantes.

Cambiese de guantes frecuentemente. Quitese los guantes inmediatamente cuando estén
visiblemente contaminados.

No exponga a materiales potencialmente infecciosos materiales que no puedan
descontaminarse adecuadamente.

Tras finalizar un proceso con un material biopeligroso, descontamine la zona de trabajo con un
desinfectante apropiado (por ejemplo, una dilucién 1:10 de lejia doméstica).
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Precauciones especificas de IVD

B Todas las muestras de pacientes representan un peligro biolégico potencial y se deben
manipular como tales, tomando precauciones universales.

B No se emite ninguna sustancia biopeligrosa durante el funcionamiento normal de este
instrumento.

Descontaminacion de la superficie

ADVERTENCIA: Para evitar descargas eléctricas, apague y desconecte siempre el
instrumento antes de realizar los procedimientos de descontaminacion.

Las siguientes areas se pueden limpiar con cualquier bactericida, virucida o fungicida desinfectante
de uso hospitalario:

B Tapa externay bastidor
B Superficie del bloque de reaccion interna y pocillos del bloque de reacciéon
B Panel de control y pantalla

Para preparar y aplicar el desinfectante, consulte las instrucciones proporcionadas por el fabricante
del producto. Enjuague siempre el bloque de reaccion y los pocillos del bloque de reaccién con agua
varias veces después de aplicar un desinfectante. Seque minuciosamente el bloque de reaccion y los
pocillos del bloque de reaccion después de enjuagarlos con agua.

Importante: No utilice detergentes abrasivos o corrosivos o soluciones alcalinas fuertes. Estos
agentes pueden rayar las superficies y dafiar el bloque de reaccién, por lo que se produciria una
pérdida de precision del control térmico.

Eliminaciéon de materiales biopeligrosos

Elimine los siguientes materiales potencialmente contaminados de acuerdo con las normativas
locales, regionales y nacionales para laboratorios:

B Muestras clinicas
B Reactivos

B Recipientes de reaccion u otros consumibles usados que puedan estar contaminados

Peligros quimicos

El sistema de deteccion mediante PCR en tiempo real CFX Dx no contiene productos quimicos
potencialmente peligrosos.

Peligros
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Seguridad y cumplimiento normativo

Peligros relacionados con productos explosivos o inflamables

El sistema de deteccion mediante PCR en tiempo real CFX Dx no representa un peligro especial en
relacion con la inflamabilidad o la posibilidad de causar explosiones si se utiliza de manera adecuada
tal como viene especificado por Bio-Rad Laboratories.

Peligros eléctricos

El sistema de detecciéon mediante PCR en tiempo real CFX Dx no supone un grado excepcional de
peligro eléctrico para los operarios si se instala y se utiliza adecuadamente sin modificaciones fisicas,
y conectado a una toma de corriente con las especificaciones adecuadas.

Transporte

Antes de mover o enviar el sistema de deteccidon mediante PCR en tiempo real CFX Dx o su médulo
de reaccion 6ptica o su base del termociclador, se deben realizar procedimientos de
descontaminacién. Mueva o envie siempre el sistema de deteccion mediante PCR en tiempo real
CFX Dxy los modulos de reaccion optica en contenedores distintos con los materiales de
empagquetado suministrados, que protegeran al instrumento de sufrir dafios. Si no dispone de los
contenedores adecuados, pongase en contacto con su oficina de Bio-Rad local.

Bateria

El termociclador del sistema CFX Dx utiliza una pila boton de litio de 3 V' y una pila hibrida de niquel
recargable de 4,8 VV para mantener los ajustes de hora y los datos de procesamiento en caso de corte
eléctrico. Sila hora o los datos de procesamiento se desajustan al apagar la unidad, puede indicar
que las pilas se estan descargando. Si esto ocurre, péongase en contacto con el servicio técnico de
Bio-Rad para obtener asistencia.

No intente cambiar las pilas. Pongase en contacto con el servicio técnico de Bio-Rad.
Eliminacién

El sistema de deteccion mediante PCR en tiempo real CFX Dx contiene materiales eléctricos que se
deben eliminar como residuos no clasificados y se deben recoger por separado, de acuerdo con la
Directiva de la Unién Europea 2012/19/CE sobre residuos de aparatos eléctricos y electrénicos

(Directiva RAEE). Antes de la eliminacion, pongase en contacto con su representante local de Bio-
Rad para obtener instrucciones especificas de su pais.
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Peligros

Garantia

El sistema de deteccién mediante PCR en tiempo real CFX Dx y sus accesorios asociados estan
cubiertos por una garantia de Bio-Rad estandar. Péngase en contacto con su oficina de Bio-Rad local
para obtener mas informacion sobre la garantia.
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Capitulo 1 Introduccion

Los sistemas de amplificaciéon mediante PCR en tiempo real CFX Dx de Bio-Rad para diagndstico in
vitro (IVD) ofrecen los Ultimos avances tecnoldgicos y permiten una cuantificaciéon de PCR con curva
estandar, analisis de expresion genética, discriminacion alélica y analisis de punto final.

Los sistemas CFX Dx estan compuestos por dos modulos de hardware y software:

B Moédulo de reaccién 6ptica (ORM) CFX96™ Dx o CFX96 Deep Well Dx

B Termociclador C1000™ Dx

B Software CFX Manager™ Dx

Al usarlos con el software CFX Manager Dx, puede:
B Generar resultados inmediatos con el asistente de inicio

B Introducir o editar informacion de los pocillos antes, durante o después de una serie

B Interpretar datos complejos y encontrar sentido al estudio de expresion genética con
herramientas como el analisis de controles PrimePCR™ y la herramienta de seleccién de genes
de referencia

B Preparar informes completos con sus datos de PCR en tiempo real

Sistemas de deteccion de PCR de CFX Dx

En la Tabla 3 se enumeran los productos de PCR IVD de Bio-Rad que se envian con las unidades del
sistema CFX Dx.

Nota: Un sistema CFX Dx se envia con el software CFX Manager Dx, el termociclador C1000 Dx
y el médulo de reaccién optica CFX96 Dx o CFX96 Deep Well Dx.

Tabla 3. Sistemas de deteccion de PCR IVD CFX

N.° de

catalogo Descripcion
1845097-1VD ORM * CFX96 Dx
1844095-1VD ORM CFX96 Deep Well Dx

Manual de funcionamiento | 21



Capitulo 1 Introduccion

Tabla 3. Sistemas de deteccion de PCR IVD CFX (continuacion)

N.° de

catalogo Descripcion

1841000-1VD Termociclador C1000 Dx
12007917 Software CFX Manager Dx v3.1

* Médulo de reaccion 6ptica

Mas informacion

En este documento se explica como configurar con seguridad y utilizar los sistemas de deteccion
mediante PCR en tiempo real CFX96 Dx y CFX96 Deep Well Dx, que llevan la marca CE-IVD. Estos
sistemas se conocen como sistema CFX Dx en este documento. Asimismo, este documento explica
coémo utilizar el software CFX Manager Dx con el sistema CFX Dx.

Consejo: Haga clic en el logotipo de Bio-Rad en la esquina superior derecha de cualquier
ventana del software CFX Manager Dx para iniciar el sitio web de Bio-Rad. Este portal incluye
enlaces a notas técnicas, manuales, informacién de producto y soporte técnico. Este portal
también incluye muchos recursos técnicos en una amplia variedad de métodos y aplicaciones
relacionados con PCR, PCR en tiempo real y expresion genética.
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Capitulo 2 Configuracion del termociclador
C1000 Dx

En este capitulo se explica cdmo configurar el termociclador C1000 Dx del sistema CFX Dx en sus
instalaciones.

Consejo: Antes de configurar el termociclador, familiaricese con él y con su médulo de reaccion
6ptica, puertos y accesorios.

Requisitos del centro

Las tablas de esta seccion enumeran la sala, el entorno y los requisitos de potencia necesarios para
instalar con éxito y utilizar el termociclador del sistema CFX Dx.

Nota: Instale el termociclador del sistema CFX Dx en una superficie plana y seca con suficiente
flujo de aire frio para que funcione adecuadamente.

Requisitos de espacio de la poyata

Tabla 4. Requisitos de espacio de la poyata del termociclador del sistema CFX Dx

Elemento Especificacion
Potencia de entrada Hasta 850 W, maximo
Frecuencia 50-60 Hz, fase unica
Puertos USB 5A,1B

Dimensiones An.:33cm (13in)

Prof.: 46 cm (18 in)
Al.:36 cm (14 in)

Peso 21kg (47 Ib)
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Capitulo 2 Configuracion del termociclador C1000 Dx

Requisitos de entorno

Tabla 5. Requisitos de entorno del termociclador del sistema CFX Dx

Parametro Rango Rango de humedad

Condiciones de funcionamiento 15-31°C 0-80 % HR, sin condensacion
59-87,8 °F

Condiciones de 15-31°C 0-80 % HR, sin condensacion

almacenamiento 59-87,8 °F

Requisitos de alimentacién

La alimentacion al termociclador del sistema CFX Dx debe ser estable y situarse dentro de las
especificaciones para garantizar un funcionamiento adecuado. El cable de alimentacién conectado al
puerto de entrada de alimentacién debe tener capacidad para 7 A o mas.

Tabla 6. Requisitos de alimentacion de sistema CFX Dx

Elemento Especificacion

Voltaje de entrada de la red eléctrica 100-240 V CA,; 50-60 Hz, fase unica

Uso de la potencia maxima <850 vatios

Numero de enchufes de alimentacion Como minimo 2 enchufes de alimentacion:
B 1 enchufe para el termociclador

B 1 enchufe para el ordenador que ejecute el software CFX
Manager Dx
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Descripcion general del sistema

Descripcidon general del sistema

En las ilustraciones de esta seccidn se muestran los componentes principales de la base del
termociclador C1000 Dx.

Vista frontal

LEYENDA

1. Modulo de reaccion optica: incluye un sistema éptico para recopilar datos de
fluorescencia y un bloque termociclador. Los sistemas de deteccion mediante PCR en
tiempo real CFX Dx son compatibles con el médulo CFX96™ Dx y CFX96 Deep Well Dx.

2. LED de estado: indica cuando el bloque esta en uso.

3. Boton de tapa: abre o cierra la tapa del médulo de reaccioén 6ptica, y sella la camara de
reaccion.

4. Base del termociclador C1000™ Dx: proporciona alimentacion y comunicacion al

sistema, y aloja los médulos de reaccion 6ptica CFX96 Dx y CFX96 Deep Well.
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Capitulo 2 Configuracion del termociclador C1000 Dx

Pantalla y botones del panel frontal: permiten controlar el sistema en modo auténomo.

Importante: Para garantizar la integridad de los datos de estudio génico de IVD, el
software CFX Manager Dx no es compatible con datos generados por el termociclador
en modo auténomo.

Tapa térmica interior: mantiene la temperatura de la tapa para evitar la condensacion y
evaporacion.

Bloque de muestral/reaccion: soporta los recipientes de reaccion, incluidos tubos y
microplacas.

Vista trasera

Q ®

o O ® @
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®

LEYENDA
1. Puerto Ethernet: conecta el termociclador C1000 Dx a su red.
2. Puertos USB tipo B: conectan el termociclador C1000 Dx a un ordenador que ejecute el
software CFX Manager Dx.
3. Puertos USB tipo A: transfieren datos desde y hacia una unidad USB.

Importante: Para garantizar la integridad de los datos de estudio génico de IVD, el
software CFX Manager Dx no es compatible con datos generados por el termociclador
en modo auténomo.
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Descripcion general del sistema

Puerto serie de prueba: solo para prueba de servicio.

Ranuras de refrigeracion: enfrian el termociclador.

Importante: No bloquee las ranuras de refrigeracion. Para un funcionamiento 6ptimo,
asegurese de que el aire pueda circular por detras de la base del termociclador.

Entrada de alimentacion: alimentacion de red de CA,; utilice el cable de alimentacion
suministrado.

Interruptor eléctrico: interruptor para encender y apagar el termociclador.

Fusibles: consulte Especificaciones de uso seguro y cumplimiento en la pagina 14 para
conocer las especificaciones de fusibles.
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Capitulo 2 Configuracion del termociclador C1000 Dx

Mdédulos de reaccidn optica

El termociclador C1000 Dx es compatible con los siguientes modulos de reaccion 6ptica de Bio-Rad
para PCR en tiempo real.
B Mddulo de reaccion optica CFX96 Dx

B Moddulo de reaccion 6ptica CFX96 Deep Well Dx

El médulo de reaccion éptica CFX Dx elegido y el termociclador se envian en cajas separadas.
El software CFX Manager Dx se envia con el mddulo de reaccion optica.

Importante: EIl médulo de reaccion éptica se calibra con la base del termociclador con la que se
envia. Por tanto, no utilice el médulo de reaccion dptica con ninguna otra base de termociclador
ni la base del termociclador con cualquier otro médulo de reaccion optica.

Ambos modulos de reaccion optica incluyen una tapa térmica completamente ajustable capaz de
funcionar de forma fiable con una gran variedad de recipientes de reacciéon. Cada modulo de reaccion
6ptica contiene ventiladores de refrigeracion para un calentamiento y una refrigeracion rapidos.

Cada mddulo de reaccién optica CFX Dx contiene los siguientes componentes:

B Tapa térmica interior: mantiene la temperatura de la tapa para evitar la condensaciéon y
evaporacion.

B Bloque de muestral/reaccion: soporta los recipientes de reaccion, incluidos tubos y
microplacas.

B Botoén de tapa: abre y cierra la tapa, y sella la reaccion.

B LED de estado: cuando esta encendido, indica que el bloque esta en uso.

Voliumenes de muestra recomendados

Si se utiliza el termociclador C1000 Dx, el volumen de muestra maximo se determina por el tipo de
modulo utilizado. En la Tabla 7 se enumeran los volumenes recomendados que se deben utilizar con
cada maodulo de reaccion.

Tabla 7. Limite de tamafo y volumen para los médulos de reaccién

Numero de Numero de Volumen de muestra recomendado, pl
pocillos bloques (limite superior)

96 pocillos 1 10-50

96 pocillos profundos 1 10-125
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Instalacion del termociclador C1000 Dx

Instalacidon del termociclador C1000 Dx

La base del termociclador C1000 Dx se envia en una caja separada del médulo de reaccion optica. El
paquete incluye:

B Base del termociclador C1000 Dx

B Cable de alimentacién

H 1 cable USB

Para instalar el termociclador C1000 Dx:

1. Desempaquete y configure la base del termociclador C1000 Dx.
2. Conecte el médulo de reaccion a la base.

3. Retire el tornillo de seguridad.

En esta seccidn se explican estas tareas en detalle.

Desempaquetado y configuracién del termociclador C1000 Dx

Importante: Antes de utilizar el termociclador, lea la informacién que aparece en Seguridad y
cumplimiento normativo en la pagina 13 y Etiquetas de advertencia de seguridad en la pagina 13.

Consejo: Durante la configuracion, asegurese de que dispone de suficiente espacio para un
ordenador cerca del termociclador para poder ejecutar el software CFX Manager Dx.

Para desempaquetar y configurar la base del termociclador
1. Localice el paquete que contiene la base del termociclador.
2. Extraiga la base del material de embalaje.

Consejo: Guarde el material de embalaje para utilizarlo en el futuro. Si falta algun elemento
o esta dafiado, pongase en contacto con su oficina de Bio-Rad local.

3. Coloque la base del termociclador en una superficie lisa y seca con suficiente flujo de aire frio
para obtener un funcionamiento adecuado.

4. Localice el cable de alimentacion en el paquete de envio e introduzca un extremo en el puerto de
entrada de alimentacion situado en la parte trasera del termociclador.

Importante: No encienda el instrumento de momento.

5. Conecte el médulo de reaccion de IVD a la base. Contintie en Conexién del médulo de reaccion
6ptica en la pagina 30.
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Capitulo 2 Configuracion del termociclador C1000 Dx

Conexién del médulo de reaccion optica

Bio-Rad envia el médulo de reaccion optica CFX96 Dx o CFX96 Deep Well con su base del
termociclador C1000 Dx (pero en una caja independiente). Desempaquete cuidadosamente el
modulo de reaccidn éptica y compruebe que los cables de alimentacion y USB estén incluidos en el

contenedor de envio.

Importante: Cada médulo de reaccion optica se calibra con la base del termociclador con la que
se envia. Por tanto, no utilice el moédulo de reaccién optica con ninguna otra base del

termociclador.

Asegurese de que la base del termociclador C1000 Dx descanse sobre una superficie plana y seca
con suficiente circulacion de aire frio para funcionar adecuadamente.

Para conectar el médulo de reaccion a la base del termociclador

1.
2.

Coloque el termociclador C1000 Dx en un lugar adecuado con la barra de bloqueo hacia abajo.

Al levantar el médulo de reaccion 6ptica utilizando los huecos a modo de asa por encima de las
ranuras de ventilacién, coloque el médulo en el compartimento del médulo de reaccién C1000 Dx
dejando aproximadamente 2 cm de espacio en la parte delantera. Cuando se encuentre en el
compartimento, el médulo 6ptico debe cubrir el logotipo Bio-Rad en la parte delantera del
compartimento.
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Instalacion del termociclador C1000 Dx

3. Tire de la barra de bloqueo hasta que quede al ras con los lados del compartimento del modulo.
Esta accion mueve el médulo hacia delante y lo bloquea en su lugar.

4. Compruebe que el mddulo se encuentre asentado completa y uniformemente en la base del
termociclador C1000 Dx. No debe haber espacio adicional entre el médulo y la base.

5. Conecte el cable de alimentacion a la parte trasera de la base del termociclador C1000 Dx y a
una toma de corriente eléctrica adecuada, y después pulse el interruptor de alimentacién del
panel trasero del termociclador C1000 Dx para iniciar el sistema.

Retirada del tornillo de transporte

Importante: Los médulos de reaccion éptica de Bio-Rad se envian con un tornillo de trasporte
insertado en la tapa interna para estabilizar el médulo de reaccion optica durante el envio. Debe
retirar el tornillo de transporte antes de poder utilizar el médulo de reaccion optica.

Para retirar el tornillo de transporte

1. Eltermociclador C1000 Dx detecta que el tornillo de transporte esta insertado en el médulo de
reaccion optica y muestra un mensaje que indica que debe retirar el tornillo.
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Capitulo 2 Configuracion del termociclador C1000 Dx

Shipping Screw is inserted.
1. Open Optical Module lid -- press manual button below the Bio-Rad logo.
2, Remowve RED Shipping Screw Frorn hole adjacent to left side of well B1

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

4, Press F1 [Screw Removed) to confirm Shipping Screw has been
removed,

To checkjremove the shipping screw status Follow the instructions
e above.,

. Remove ” . II '

2. Sigalasinstrucciones para retirar el tornillo de transporte. El siguiente diagrama muestra la
ubicacion del tornillo de transporte.

Nota: Debe volver a introducir el tornillo de transporte si necesita devolver el médulo de
reaccion por algun motivo. Guarde el tornillo en un lugar seguro y accesible.

Carga de placas de muestras

Para garantizar el calentamiento y el enfriamiento uniformes de las muestras, las placas deben estar
en contacto completo con el bloque de reaccién. Para garantizar un contacto adecuado, realice lo
siguiente:

m  Confirme que el bloque esté limpio antes de cargar las muestras.

B Presione firmemente los tubos individuales, tiras de tubos o microplacas en los pocillos de los
bloques.
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Instalacion del termociclador C1000 Dx

B Cuando se utilicen uno o varios tubos, use el bastidor de tubos (n.° catalogo 1849000 o 1849001)
o cargue como minimo un tubo vacio en cada esquina del bloque para garantizar que la tapa
aplique una presion uniforme sobre los tubos individuales.
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Capitulo 2 Configuracion del termociclador C1000 Dx

Carga de placas en el médulo de reaccion 6ptica

Importante: Al procesar el sistema sistema CFX Dx, equilibre siempre las tiras de tubo o afiada
tapas de tubos a los pocillos de esquina para garantizar que la tapa térmica aplique una presién
uniforme en todo el bloque.

Para cargar las placas en el médulo de reacciéon
1. Para abrir una tapa motorizada, realice una de las siguientes acciones:

B En el panel Detected Instruments (Instrumentos detectados) del software CFX Manager Dx,
haga clic en Open Lid (Abrir tapa).

B Enla pestafa Start Run (Iniciar serie) en el software, haga clic en Open Lid (Abrir tapa).
B Pulse el boton de la tapa de la parte delantera del instrumento.

2. Coloque la microplaca, los tubos individuales o tiras de tubos con tapas selladas en el bloque.
Importante: Compruebe que los tubos estén completamente sellados para prevenir fugas.

Consejo: Para obtener resultados 6ptimos, cargue volimenes de muestra de 10-25 pl para
el sistema CFX Dx.

3. Paraobtener un analisis de datos mas preciso, compruebe que la orientacion de reacciones en el
bloque sea exactamente la misma que la orientacién del contenido del pocillo en la pestaia Plate
(Placa) del software CFX Manager Dx.

Consejo: Puede editar el contenido del pocillo utilizando el software CFX Manager Dx
antes, durante o después de la serie.

4. Paracerrar una tapa motorizada, realice una de las siguientes acciones:
B Pulse el boton de la tapa en el instrumento.

B En el panel Detected Instruments (Instrumentos detectados) del software, haga clic en Close
Lid (Cerrar tapa).

B Enla pestaia Start Run (Iniciar serie) en el software, haga clic en Close Lid (Cerrar tapa).

Importante: Asegurese de que nada bloquee la tapa cuando se cierre. Aunque un
mecanismo de seguridad evita que se cierre la tapa si detecta una obstruccion, no coloque
nada en el trayecto de la tapa antes de cerrarla.
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Instalacion del termociclador C1000 Dx

Material fungible de plastico y reactivos para PCR

Para buscar y encargar material fungible de plastico recomendado para el sistema CFX Dx, vaya a la
pagina web de Bio-Rad. Puede acceder al sitio en Help (Ayuda) > PCR Plastic Consumables Web
Site (Pagina web de fungibles de plastico para PCR) en el software CFX Manager Dx. Ademas,
consulte Plastics Selector (Selector de plasticos) y Reagents Selector (Selector de reactivos) para
obtener ayuda para encontrar y encargar mas facilmente material fungible de plastico y reactivos para
sus necesidades especificas de equipo y PCR.

Deteccion de instrumentos conectados

Durante la instalacion, el instalador del software CFX Manager Dx instala automaticamente los
controladores del instrumento en el ordenador que ejecuta el software CFX Manager Dx. CFX
Manager Dx detecta los instrumentos conectados al iniciar el software.

Importante: Debe desconectar el termociclador C1000 Dx del ordenador de CFX Manager Dx
antes de instalar el software. No es necesario desactivar el termociclador durante la instalacion
del software.

Para detectar instrumentos conectados

1. Sitodavia no lo ha hecho, inserte el extremo cuadrado (macho) del cable USB tipo B
suministrado en el puerto USB tipo B ubicado en la parte trasera de la base.

2. Inserte el otro extremo (puerto) en un puerto USB del ordenador de CFX Manager Dx.

3. Sieltermociclador no esta ya en funcionamiento, pulse el botdn de encendido situado en la parte
trasera del instrumento para encenderlo.

4. Inicie el software CFX Manager Dx.

El software detecta automaticamente el instrumento conectado y muestra su nombre en el panel
Detected Instruments (Instrumentos detectados) de la ventana de inicio.

Nota: Si el instrumento no aparece en el panel Detected Instruments (Instrumentos detectados),
compruebe que el cable USB esté conectado correctamente. Para volver a instalar los
controladores, seleccione Tools (Herramientas) > Reinstall Instrument Drivers (Volver a instalar
controladores del instrumento) en la ventana de inicio del software CFX Manager Dx.
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Desconexion del modulo de reaccion

Importante: Apague el termociclador C1000 Dx antes de desconectar el médulo de reaccion
(consulte Apagado del termociclador C1000 Dx en la pagina 36). Las aletas de refrigeracion del
modulo de reaccidn pueden estar calientes inmediatamente después de procesar un protocolo o
incubacion. Asegurese de que las aletas estén frias antes de separar el modulo de reaccion.

Para separar el médulo de reaccion optica de la base del termociclador

1. Enla parte trasera de la base del termociclador, presione la barra de bloqueo y libere el médulo
de reaccién optica.

u‘mpn el L JalTTTT]. R
& {
- n [/

2. Levante con cuidado el médulo de reaccion 6ptica del compartimento usando los huecos a modo
de asa de cada lado.

3. Establezca el médulo de reaccion éptica en una superficie lisa y limpia donde no corra peligro de
golpearse, rayarse o caerse.

Apagado del termociclador C1000 Dx

Para apagar el termociclador

1. Después de una serie, pulse el botdn para abrir la tapa situado en la parte delantera del médulo
de reaccion optica de CFX para acceder a las muestras cargadas en el bloque.

2. Elimine las muestras del bloque y pulse el botdn para cerrar la tapa.

3. Pulse el interruptor de alimentacion del panel trasero del termociclador C1000 Dx para apagar el
sistema.
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Capitulo 3 Instalacion del software CFX Manager
Dx

En este capitulo se explica cémo instalar el software CFX Manager™ Dx.

El software CFX Manager Dx debe analizar datos de PCR en tiempo real de los sistemas CFX96™ Dx
y CFX96 Deep Well Dx. También puede usar este software para controlar estos sistemas en el modo
controlado por software.

Para obtener mas informacién sobre cdmo instalar el termociclador del sistema CFX Dx y el médulo
de reaccion 6ptica, consulte Configuracién del termociclador C1000 Dx en la pagina 23.
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Requisitos del sistema

En la Tabla 8 se enumeran los requisitos minimos y recomendados del sistema para el ordenador que
ejecute el software CFX Manager Dx (conocido como el ordenador de CFX Manager Dx).

Tabla 8. Requisitos del ordenador para el software CFX Manager Dx

Sistema Minimo Recomendado
Sistema Microsoft Windows 7 SP1 Cualquiera de los siguientes:
operativo Pro B Microsoft Windows 7 SP2 Pro (32 y 64 bits)

B Microsoft Windows 10 Pro (solo 64 bits)

B Microsoft Windows 10 Enterprise (solo 64 bits)

Importante: Secure Boot (Arranque seguro) debe estar deshabilitado en Microsoft Windows 10
Pro y Enterprise.

Puertos 2 puertos de alta velocidad 2 puertos de alta velocidad USB 2.0
USB 2.0

Espacio de disco 128 GB 128 GB

duro

Velocidad del 2,4 GHz, doble nucleo 2,4 GHz, cuatro nucleos

procesador

RAM 4 GB de RAM 8 GB de RAM

Resolucién de 1024 x 768 con modo de 1280 x 1024 con modo de color verdadero

pantalla color verdadero

PDF Reader Adobe PDF Reader o Windows PDF Reader de
una de las versiones compatibles con Microsoft
Office Suites:
m 2007
m 2010
m 2013
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Instalacién del software CFX Manager Dx

Importante: Debe desconectar todos los instrumentos del ordenador de CFX Manager Dx antes
de instalar o actualizar el software. No es necesario desactivar el termociclador durante la
instalacion del software. Asegurese de haber guardado todas las series y de que no haya ningun
experimento en marcha.

Nota: Si esta instalando el software CFX Manager Dx en Windows 10, compruebe que la opcién
Secure Boot (Arranque seguro) esté deshabilitada antes de iniciar el procedimiento de
instalacion.

Para instalar el software CFX Manager Dx
1. Encaso necesario, desconecte cualquier instrumento conectado del ordenador.

Localice y desconecte el cable USB del instrumento en el ordenador de CFX Manager Dx.
El extremo insertado en el instrumento puede quedarse como esta.

2. Inicie sesion en el ordenador de CFX Manager Dx con privilegios de administrador.
3. Coloque el CD del software CFX Manager Dx en el lector de CD del ordenador.

4. Lapagina de inicio del software debe aparecer automaticamente. Haga doble clic en Install
Software (Instalar software) en la pagina de inicio del software.

Nota: Sila pagina de inicio no aparece automaticamente, navegue hasta el lectorde CD y
abra la carpeta CFX_Manager; a continuacién, haga doble clic en setup.exe para iniciar el
asistente de instalacién del software.

Consejo: En el asistente de instalacion, haga clic en el botén Documentation
(Documentacion) para encontrar copias que permitan busqueda de las notas de la version,
manuales de instrumento y otra documentacion.

5. Siga las instrucciones indicadas en la pantalla para terminar la instalacion. Una vez terminada, el
icono del software de CFX Manager aparecera en el escritorio del ordenador.

6. Una vezfinalizada la instalacion, puede expulsar el CD con seguridad.

Deteccion de instrumentos conectados

Durante la instalacion, el instalador del software CFX Manager Dx instala automaticamente los
controladores del instrumento en el ordenador de CFX Manager Dx. CFX Manager Dx detecta los
instrumentos conectados al iniciar el software.
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Para detectar instrumentos conectados

1. Sitodavia no lo ha hecho, inserte el extremo cuadrado (macho) del cable USB tipo B
suministrado en el puerto USB tipo B ubicado en la parte trasera de la base del instrumento.

2. Inserte el otro extremo (puerto) en un puerto USB del ordenador de CFX Manager Dx.

3. Sielinstrumento no esta ya en funcionamiento, pulse el botén de encendido situado en la parte
trasera del instrumento para encenderlo.

4. Inicie CFX Manager Dx.

El software detecta automaticamente el instrumento conectado y muestra su nombre en el panel
Detected Instruments (Instrumentos detectados) de la ventana de inicio.

Nota: Si el instrumento no aparece en el panel Detected Instruments (Instrumentos detectados),
compruebe que el cable USB esté conectado correctamente. Para volver a instalar los
controladores, seleccione Tools (Herramientas) > Reinstall Instrument Drivers (Volver a instalar
controladores del instrumento) en la ventana de inicio de CFX Manager Dx.

Archivos de software

En la Tabla 9 se enumeran los tipos de archivos del software CFX Manager Dx.

Tabla 9. Tipos de archivos del software CFX Manager Dx

Tipo de archivo Extension Detalles

Protocolo .prcl Contiene los detalles de configuracién del protocolo
para realizar una serie de PCR.

Placa .pltd Contiene los detalles de configuracién de la placa para
realizar una serie de PCR.

Datos .pcrd Contiene los resultados de un experimento y analisis de
PCR.

Serie PrimePCR™ .csv Contiene la disposicion de la placa y el protocolo para
placas PrimePCR.

Estudio génico .mgxd Contiene resultados de multiples series de PCR y

analisis de expresion genética.

LIMS .plm Contiene informacion de protocolo y configuracion de
placa requerida para realizar una serie compatible con
LIMS.
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Medidas de ciberseguridad recomendadas

Medidas de ciberseguridad recomendadas

Bio-Rad recomienda que trabaje con su departamento informatico para implementar medidas de
ciberseguridad para el ordenador utilizado con el sistema CFX96 Dx. Por ejemplo:

Instale y configure las aplicaciones de firewall y proteccién antivirus adecuadas.

Importante: Configure el analisis de virus para que se realice fuera de las horas de trabajo o
cuando el instrumento no esté en funcionamiento. Si se inicia un analisis de virus mientras
CFX Manager Dx esta procesando un experimento, puede que se cancele la serie y se
pierdan los datos.

El software CFX Manager Dx no tiene una funcion de apagado por inactividad de la sesion de
usuario. Implemente medidas de seguridad de acceso a usuarios de Windows o de terceros (por
ejemplo, implemente un protector de pantalla que requiera iniciar sesion).

Proteccidn de soportes extraibles:
O Utilice contrasefas y encriptacion en el dispositivo USB para proteger los datos.

[0 Deshabilite las funciones de procesamiento y reproduccion automaticas para todos los
soportes extraibles.

O Obligue a realizar un analisis de dispositivo USB cada vez que se conecte una unidad de
memoria.

Utilice un servicio de copia de seguridad para facilitar la recuperacion de los datos.

Manual de funcionamiento | 41



Capitulo 3 Instalacion del software CFX Manager Dx

42 | Sistemas CFX96 Dx y CFX96 Deep Well Dx



Capitulo 4 Espacio de trabajo

El software CFX Manager™ Dx ofrece una interfaz para configurar placas, desarrollar protocolos de
PCR, procesarlos en instrumentos CFX Dx y analizar datos a partir de series de PCR.

El software CFX Manager Dx presenta cinco espacios de trabajo principales:

B Ventana de inicio

Startup Wizard (Asistente de inicio)

B Ventana Protocol Editor (Editor de protocolos)
B Ventana Plate Editor (Editor de placas)

B Ventana Data Analysis (Analisis de datos)

Cada espacio de trabajo se muestra y se describe brevemente en este capitulo.

Manual de funcionamiento | 43



Capitulo 4 Espacio de trabajo

Ventana de inicio

El software CFX Manager Dx y muestra el Startup Wizard (Asistente de inicio), desde donde puede
configurar un experimento, realizar o repetir una serie o analizar una serie existente. Desde la
ventana de inicio también puede ver registros de aplicaciones e instrumentos, crear y administrar
usuarios y acceder a varias herramientas. Para obtener mas informacion, consulte el Capitulo 5,
Ventana de inicio.

B8 CEX Manager Dx (admin)

File View User Run Tools Windows Help
i =
il @ BIO-RAD
(3] Detected Instrumert(s}
- %2 crxesowi
2 cPxosow2
: fix CFX96I01
e CPXoB02
Startup Wizard ==
ﬂ&} Run setup
Select instrument CFx6 -
@ 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

44 | Sistemas CFX96 Dx y CFX96 Deep Well Dx



Startup Wizard (Asistente de inicio)

Startup Wizard (Asistente de inicio)

Utilice el Startup Wizard (Asistente de inicio) para configurar y procesar rapidamente experimentos
definidos por el usuario o seleccionar y procesar un experimento PrimePCR™. También puede
utilizar este asistente para repetir una serie o analizar datos de la serie.

Startup Wizard

Hﬁ} Run setup

@ Repeat run
@h.ﬂ.nahﬂe

Select instrument

Select run type

User-defined

CFX36

PrimePCR

=
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Ventana Protocol Editor (Editor de protocolos)

En Protocol Editor (Editor de protocolos) puede crear, abrir, revisar y editar un protocolo. También
puede modificar la temperatura de la tapa para el protocolo abierto. La funcionalidad de Protocol
Editor (Editor de protocolos) se describe en el Capitulo 6, Creacion de protocolos.

Protocol Editor - New

File Settings Tools ?

H é Insert Step  After ~  Sample Volume pl | Est. Run Time 01:09:00

1 950 C for3:00
E_!Mi'w — 2 90 C for010
3 550 C for0:30
@mm + Plate Read
— 4 GOTO2 39 more times
[5] et GOTO END

oK Cancel

46 | Sistemas CFX96 Dx y CFX96 Deep Well Dx



Ventana Plate Editor (Editor de placas)

Ventana Plate Editor (Editor de placas)

En Plate Editor (Editor de placas) puede crear, abrir, revisar y editar una placa. La funcionalidad de
Plate Editor (Editor de placas) se describe en el Capitulo 7, Preparacion de placas.

Plate Editor - New

File Settings Editing Tools T
% v can Mode | All Channels v < Well Groups... race Styles... | = Spreadsheet View/Importer 5| Plate Loading Guide
100% Scan Mod S5 Well Group Trace Styl Spreadsheet View/Imp Plate Loading Guid
1 2 3 4 5 3 7 8 9 10 n 12 (7] st
LDOE+06
1Hr
A Test Sample Type Standard ~
Demo
Load Target Name
B FAM Actin v
O svon
c Load Sample Name
Hr -
Load Biological Set Name
D
Test v
Load Replicate #
E 2 s
Replicate 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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Ventana Data Analysis (Analisis de datos)

En la ventana Data Analysis (Analisis de datos) puede ver y comparar datos de series, realizar
analisis estadisticos, exportar datos y crear informes listos para su publicacién. La funcionalidad de
Data Analysis (Analisis de datos) se describe en el Capitulo 9, Descripcion general del analisis de

datos. Consulte también el Capitulo 10, Detalles del analisis de datos.

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 Ventana de inicio

CFX Manager™ Dx ofrece una interfaz para desarrollar protocolos de PCR, procesarlos en sistemas
Dx CFXy analizar los datos de series de PCR.

En este capitulo se presenta el software CFX Manager Dx y se describen las funciones a las que se
accede desde la ventana de inicio.
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Ventana de inicio

CFX Manager Dx abre la ventana de inicio y muestra el Startup Wizard (Asistente de inicio), desde
donde puede configurar una serie, realizar o repetir una serie o analizar una serie existente. Desde la
ventana de inicio también puede ver registros de aplicaciones e instrumentos, crear y administrar
usuarios y acceder a varias herramientas.

B CFY Manager Dx (admin)

File View User Run Tools Windows Help

ZhEmEaR Q@

& Detected Instrument(s)

. 5 crxesowt

[

£ Crxogow2

L BB Crxosm
2 Crxosnz ®
@ Startup Wizard ==

2z

Run setup
"w Select instrument CFX%6 -
@ Repeat run
@ Analyze Select run type

User-defined PrimePCR

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

LEYENDA
1. En la barra de titulo del software se muestra el nombre del software y el usuario conectado.
2. La barra de menus ofrece acceso rapido a los comandos de menu de File (Archivo), View
(Vista), Users (Usuarios), Run (Serie), Tools (Herramientas), Windows (Ventanas) y Help
(Ayuda).
3. Los comandos de la barra de herramientas ofrecen acceso rapido a las opciones del menu.
4. En el panel izquierdo se muestran los instrumentos conectados al ordenador de CFX

Manager Dx y proporciona botones desde los cuales puede manejar la tapa y ver el estado
de los instrumentos.
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Ventana de inicio

5. En el panel principal se muestra la ventana activa. La ventana activa predeterminada de la
pantalla de inicio es Startup Wizard (Asistente de inicio).

6. En la barra de estado se muestran los nombres de los instrumentos conectados y el usuario
conectado.

Comandos del menu File (Archivo)

New (Nuevo): abre un cuadro de dialogo en el que puede elegir si desea crear un protocolo, placa o
estudio génico nuevos.

Open (Abrir): abre un cuadro de dialogo en el que puede elegir navegar hasta un protocolo, placa,
archivo de datos, estudio génico o archivo LIMS, o archivo de serie de PrimePCR™, y abrirlo.

Recent Data Files (Archivos de datos recientes): muestra una lista de archivos de PCR abiertos
recientemente.

Repeat a Run (Repetir una serie): abre el Explorador de Windows en la ubicacidon de los archivos de
PCR guardados, donde puede localizar una serie para su repeticion.

Exit (Salir): cierra CFX Manager Dx.

Comandos del menu View (Vista)

Application Log (Registro de aplicacién): muestra un registro de uso de software desde la
instalacion inicial hasta el dia actual.

Run Reports (Informes de serie): muestra una lista de informes de la serie.

Startup Wizard (Asistente de inicio): muestra el Startup Wizard (Asistente de inicio) en el panel
principal.
Run Setup (Configuracién de la serie): muestra la ventana Run Setup (Configuracion de serie) en

el panel principal.

Instrument Summary (Resumen del instrumento): muestra la ventana Instrument Summary
(Resumen del instrumento) en el panel principal.

Detected Instruments (Instrumentos detectados): alterna entre mostrar y ocultar los instrumentos
conectados en el panel izquierdo. De forma predeterminada, el software muestra los instrumentos
conectados en el panel izquierdo.

Toolbar (Barra de herramientas): alterna entre mostrar y ocultar la barra de herramientas situada
en la parte superior de la pantalla. De forma predeterminada, el software muestra la barra de
herramientas.
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Status Bar (Barra de estado): alterna entre mostrar y ocultar la barra de estado situada en la parte
inferior de la pantalla. De forma predeterminada, el software muestra la barra de estado.

Show (Mostrar): abre un cuadro de didlogo desde el que puede:
B Vero bloguear el registro de Status (Estado).
B Abriry ver la carpeta de datos de CFX Manager Dx.
B Abriry verla carpeta de datos del usuario.
B Abriry ver la carpeta del archivo LIMS.
B Abriry verla carpeta PrimePCR.
B Ver el historial de series.

B Verlas propiedades de todos los instrumentos conectados.

Comandos del menu User (Usuario)

Select User (Seleccionar usuario): abre la pantalla Login (Iniciar sesion), en la que puede
seleccionar un usuario de la lista desplegable User Name (Nombre de usuario) e iniciar sesion en la
aplicacion.

Change Password (Cambiar contraseia): abre el cuadro de dialogo Change Password (Cambiar
contrasefia), en el que los usuarios pueden cambiar su contrasefa del software CFX Manager Dx.

User Preferences (Preferencias de usuario): abre el cuadro de didlogo User Preferences
(Preferencias de usuario), en el que los usuarios pueden cambiar los ajustes predeterminados para:

B Enviary recibir notificaciones por correo electrénico al finalizar la serie.
B Guardar archivos de datos.

B Crear protocolos mediante Protocol Editor (Editor de protocolos) y Protocol AutoWriter
(Escritor de protocolos automatico).

B Crearplacas.

B Analizar datos.

B Realizar analisis de expresion genética.

B Determinar la calidad de los datos.

B Exportar datos de instrumentos de CFX Dx.

User Administration (Administracion de usuarios): abre el cuadro de didlogo User Administration
(Administracion de usuarios), en el que los administradores pueden crear usuarios, modificar los
permisos de los roles y asignar roles a los usuarios.
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Ventana de inicio

Service LoginBio-Rad (Inicio de sesién del servicio de Bio-Rad): solo para uso del personal del
servicio técnico de Bio-Rad. No seleccione este comando.

Comandos del menu Run (Serie)

User-defined Run (Serie definida por el usuario): abre la ventana Run Setup (Configuracion de la
serie), en la que puede configurar un protocolo definido por el usuario y una placa, y posteriormente
procesar un experimento de PCR en los instrumentos seleccionados.

PrimePCR Run (Serie de PrimePCR): abre la pestafia Start Run (Iniciar serie) en la ventana Run
Setup (Configuracion de la serie) con el protocolo y disposicion de la placa de PrimePCR
predeterminados cargados en funcién del instrumento seleccionado.

End-Point Only Run (Solo serie de punto final): abre la pestafia Start Run (Iniciar serie) en la
ventana Run Setup (Configuracion de la serie) con el protocolo y la disposicion de la placa de punto
final predeterminados cargados en funcién del instrumento seleccionado.

Qualification Run (Serie de cualificacién): abre la pestafia Start Run (Iniciar serie) en la ventana
Run Setup (Configuracion de la serie) con el protocolo de cualificacion y la disposicion de la placa
predeterminados de Bio-Rad cargados en funcién del instrumento seleccionado.

Comandos del menu Tools (Herramientas)

Master Mix Calculator (Calculadora de mezcla maestra): abre la Master Mix Calculator
(Calculadora de mezcla maestra), en la que puede crear una mezcla de reaccion e imprimir los
calculos.

Protocol AutoWriter (Escritor de protocolos automatico): abre el cuadro de dialogo Protocol
AutoWriter (Escritor de protocolos automatico), en el que puede crear un nuevo protocolo facilmente.

T, Calculator (Calculadora T,): abre la calculadora T,, en la que puede calcular faciimente la
temperatura de hibridacion de los cebadores.

Dye Calibration Wizard (Asistente de calibracion de tinte): abre el Dye Calibration Wizard
(Asistente de calibracion de tinte), en el que puede calibrar un instrumento para un nuevo
fluorocromo.

Reinstall Instrument Drivers (Volver a instalar controladores del instrumento): vuelve a instalar
las unidades que controlan la comunicacion con los sistemas de PCR en tiempo real de Bio-Rad.

Zip Data and Log Files (Datos comprimidos y archivos de registro): abre un cuadro de dialogo
en el que puede seleccionar archivos para comprimirlos y guardarlos en un archivo comprimido con el
fin de almacenarlos o enviarlos por correo electrénico.
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Batch Analysis (Analisis de lotes): abre el cuadro de dialogo Batch Analysis (Analisis de lotes), en
el que puede establecer parametros para analizar mas de un archivo de datos a la vez.

Options (Opciones): abre un cuadro de dialogo en el que puede:
B Configurar los ajustes del servidor de correo electrénico.

B Configurar los ajustes de exportacion para LIMS y otros archivos de datos.

Comandos del menu Help (Ayuda)

Consejo: El menu Help (Ayuda) esta disponible en la barra de menus de todas las ventanas del
software CFX Manager Dx.

Open Operation Manual (Abrir manual de funcionamiento): abre el PDF correspondiente a este
manual.

Gene Expression Gateway Web Site (Sitio web de puerta de enlace de expresion genética):
abre la pagina de inicio de Bio-Rad para el sistema CFX Dx.

PCR Reagents Web Site (Sitio web de reactivos de PCR): abre la pagina web de reactivos para
PCR de Bio-Rad, donde podra pedir reactivos, supermezclas, tintes y kits.

PCR Plastic Consumables Web Site (Sitio web de consumibles plasticos de PCR): abre la
pagina web de plasticos y consumibles para PCR de Bio-Rad, donde podra pedir placas, sellos de
placa, tubos y tapas, y otros accesorios de plastico para PCR.

Software Web Site (Sitio web de software): abre el sitio web del software de andlisis de PCR de
Bio-Rad, donde podra pedir versiones actualizadas del software CFX Manager Dx de Bio-Rad.

About (Acerca de): muestra informacién sobre los derechos de autor y la version de CFX Manager
Dx.
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Comandos de la barra de herramientas

: abre el Explorador de Windows, desde donde puede navegar hasta un archivo de datos o un

&

archivo de estudio génico y abrirlo.

0
: abre la Master Mix Calculator (Calculadora de mezclas maestras).

W
<

&

: abre la ventana Run Setup (Configuracion de la serie).

: abre la ventana Run Setup (Configuracion de la serie) con el protocolo PrimePCR

E

predeterminado y la disposicion de placa cargados en funcién del instrumento seleccionado

3

: abre el Startup Wizard (Asistente de inicio).
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Startup Wizard (Asistente de inicio)

Cuando CFX Manager Dx se inicia, en el panel activo se muestra el Startup Wizard (Asistente de
inicio). Desde el Startup Wizard (Asistente de inicio) puede:

B Seleccionar un instrumento de los instrumentos detectados y configurar una serie PrimePCR o
definida por el usuario.

B Abriry repetir una serie.

B Abrir un archivo de datos para analizar los resultados de una unica serie o un archivo de estudio
geénico para los resultados de varias series de expresién genética.

Startup Wizard @
0 H—? Run setup

@ Repeat run

ﬁh Analyze Select run type

User-defined PrimePCR

Select instrument CFxo95 v

Estas tareas se explican detalladamente en los siguientes capitulos.

Barra de estado

En la parte izquierda de la barra de estado situada en la parte inferior de la ventana principal del
software se muestra el estado actual de los instrumentos detectados. En el lado derecho de la barra
de estado se muestra el nombre del usuario actual y la fecha y hora.
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Panel Detected Instruments (Instrumentos detectados)

El panel Detected Instruments (Instrumentos detectados) muestra todos los instrumentos conectados al
ordenador de CFX Manager Dx. De forma predeterminada, cada instrumento aparece como un icono y por

nombre aparece su niumero de serie.

Por ejemplo, la siguiente imagen muestra cuatro instrumentos detectados:

B Dos termocicladores C1000™ con mddulos de reaccion CFX96™ Deep Well (CFX96DW1y

CFX96DW2)

B Dos termocicladores C1000™ con moédulos de reaccion CFX96™ (CFX96101 y CFX96102)

Desde este panel puede realizar lo siguiente:

Para ver el estado de un instrumento conectado

@2  Detected Instrument(s)

CFX56DW1
CFX36DW2
CFX56101
CFX96102

Selected Instrument

View Status

Vi Open Lid
,ﬂ Close Lid
Al Instruments

% View Summary

Ver las propiedades y los tintes calibrados para un instrumento seleccionado.

Para obtener informacién sobre las propiedades de los instrumentos, consulte Visualizacion de

las propiedades de un instrumento en la pagina 61.

Ver el estado de un instrumento conectado.

Abrir la tapa motorizada del instrumento seleccionado.
Cerrar la tapa motorizada del instrumento seleccionado.

Ver el estado de todos los instrumentos conectados.

» En el panel Detected Instruments (Instrumentos detectados), seleccione el instrumento objetivo y

realice una de las siguientes acciones:
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Haga clic en View Status (Ver estado) en la seccion Selected Instrument (Instrumento
seleccionado).

Haga clic con el boton derecho y seleccione View Status (Ver estado) en el menu que
aparece.

Aparece el cuadro de dialogo Run Details (Detalles de la serie), donde se muestra la pestafia
Run Status (Estado de la serie). El estado del instrumento seleccionado aparece debajo del
panel de estado de la serie, por ejemplo:

£ 7 Open Lid £} Close Lid

Fun Status Fun Information

i Protocol
Plate

> Sample Volume:
Scan Mode
Data File Name

Idle Notes

Blash Block
Indicator

Para abrir o cerrar la tapa de un instrumento

» En el panel Detected Instruments (Instrumentos detectados), seleccione el instrumento objetivo y
realice una de las siguientes acciones:

Haga clic en Open Lid (Abrir tapa) o en Close Lid (Cerrar tapa) en la seccion Selected
Instrument (Instrumento seleccionado).

Haga clic con el boton derecho y seleccione la accion adecuada en el menu que aparece.

Abra el cuadro de dialogo Run Details (Detalles de la serie), seleccione la pestafia Run
Status (Estado de la serie) y haga clic en Open Lid (Abrir tapa) o Close Lid (Cerrar tapa).

Para ver el estado de todos los instrumentos detectados

» Realice una de las siguientes acciones:

En la seccién All Instruments (Todos los instrumentos) del panel Detected Instruments
(Instrumentos detectados), haga clic en View Summary (Ver resumen).

En la barra de menus, seleccione View (Vista) > Instrument Summary (Resumen de
instrumentos).
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Aparece el cuadro de didlogo Instrument Summary (Resumen de instrumentos):

b @ ] W @ L7 L R = show [anBiock vl
Block Mame & Type Status User Remaining
ICFX36DW T CFX36D Idle admin
CFX36DW2 CFR960 Idle admin
CFX3601 CFX36 Idle admin
CFX96I02 CFX56 Idle admin
4 Blocks

Consejo: Si el sistema detecta Unicamente un instrumento conectado, la seccién All
Instruments (Todos los instrumentos) no aparece en el panel Detected Instruments

Ventana de inicio

(Instrumentos detectados). Para ver el resumen de instrumentos para un solo instrumento,

seleccione View (Vista) > Instrument Summary (Resumen de instrumentos).
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Controles de la barra de herramientas Instrument Summary (Resumen de

instrumentos)

En la Tabla 10 se enumeran los controles y funciones de la barra de herramientas Instrument

Summary (Resumen de instrumentos).

Tabla 10. Controles de la barra de herramientas Instrument Summary (Resumen de ins-

trumentos)

Boton Nombre del botén

Crear una nueva serie

B

Funcion

Crea una serie en el bloque
seleccionado abriendo la ventana Run
Setup (Configuracién de la serie).

Parar

Detiene la serie actual en los bloques
seleccionados.

uu Pausar

Pausa la serie actual en los bloques
seleccionados.

Ui Continuar

Retoma la serie en los bloques
seleccionados.

Indicador flash de bloque

L)

llumina el indicador LED en la tapa de
los bloques seleccionados.

1>

/ y Abrir tapa Abre la tapa motorizada del bloque
— seleccionado.
Cerrar tapa Cierra la tapa motorizada del bloque

seleccionado.

Esconder bloques
seleccionados

X

Oculta los bloques seleccionados en la
lista Instrument Summary (Resumen
de instrumentos).

Mostrar todos los bloques

¢
00D
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Tabla 10. Controles de la barra de herramientas Instrument Summary (Resumen de ins-
trumentos) (continuacion)

Boton Nombre del botén Funcion

Show: | All Blocks o Show (Mostrar) Seleccione los bloques que se deben
mostrar en la lista. Seleccione una de
las opciones para mostrar todos los
bloques detectados, todos los bloques
inactivos, todos los bloques en
procesamiento con el usuario actual o
todos los bloques en procesamiento.

Visualizacion de las propiedades de un instrumento

Desde el panel Detected Instruments (Instrumentos detectados) puede ver los detalles acerca de un
instrumento seleccionado, incluidas sus propiedades, el estado de su tornillo de transporte y una lista
de sus tintes calibrados (fluorocromos).

[N !
& Properties [T_] Shipping Screw lL Calibrated Dyes

Rename your instrument. Use alphabetic _
characters and numbers (8 characters max). CFX36I01 Rename

Click Rename button to apply.

Property Curmrent
e e g
Nickname CFxg601
Madel CFx36
Serial Numbers
Base CFX96-5IMD2
Block CFX36-51MD24
Shuttle CFX56-5IMD25
Optical Head CFX96-5IMD20
Firmware Versions
HC12 1.0.165.0 Rev A
FX2 13500
PXAZ70 32128129
CFXDSP 112400
8051 Matorized Lid 54000
Mare Info
Available Storage 352 MB
Total RAM 34 MB
USB Serial Number 1816531045

Para ver las propiedades del instrumento

» En el panel Detected Instruments (Instrumentos detectados), haga clic con el botén derecho en el
instrumento objetivo y seleccione Properties (Propiedades) en el menu que aparece.
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Pestana Properties (Propiedades)

En la pestafia Properties (Propiedades) se enumeran los detalles técnicos acerca del instrumento
seleccionado incluidos el modelo, los numeros de serie de sus componentes y las versiones de
firmware. El nombre predeterminado del instrumento (su nimero de serie) aparece en distintas
ubicaciones, incluido el panel Detected Instruments (Instrumentos detectados) y la barra de
encabezado del cuadro de diadlogo Instrument Properties (Propiedades del instrumento). Puede
renombrar el instrumento para identificarlo con mas facilidad.

Para renombrar un instrumento

» Enlapestaia Instrument Properties (Propiedades del instrumento), escriba un nombre en el
cuadro Rename (Renombrar) situado en la parte superior de la pestafa Properties (Propiedades)
y haga clic en Rename (Renombrar).

El nuevo nombre aparece en la fila Nickname (Alias) de la pestafia Properties (Propiedades), asi
como en la barra de encabezado Instrument Properties (Propiedades del instrumento) y el panel
Detected Instruments (Instrumentos detectados).

Pestafia Shipping Screw (Tornillo de transporte)

En la pestafia Shipping Screw (Tornillo de transporte) se muestra el estado actual del tornillo de
transporte para el instrumento seleccionado (retirado o instalado). En la pestafia también se incluyen
instrucciones para instalar o retirar el tornillo de transporte rojo.

Consejo: Si el software detecta el tornillo de transporte, el cuadro de diadlogo Instrument
Properties (Propiedades del instrumento) mostrara automaticamente la pestafia Shipping Screw
(Tornillo de transporte). Siga las instrucciones para retirar el tornillo.

Nota: Debe retirar el tornillo de transporte antes de poder utilizar el instrumento. Para obtener
mas informacidn, consulte Retirada del tornillo de transporte en la pagina 31.
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Ventana de inicio

En la pestafia Calibrated Dyes (Tintes calibrados) se muestran los fluorocromos calibrados y las
placas para el instrumento seleccionado.

—

Cal Orange 560
Cal Orange 560
Cal Red 610
Cal Rled 610
Cys

Cy5

Cy55

10 G55

11 |FAM

12 FAM

13 HEX

14 HEX

15  Cuasar 670
16 | Quasar 670
17 |Quasar 705
18 | Quasar 705
19 ROX

Wom e e =

W O B B R = o B b B B W W R RN N

Fuorophore () Channel ) | Plate Type

BR Clear
BR White
BR Clear
BR White
BR Clear
BR White
BR Clear
BR White
BR Clear
BR White
BR Clear
BR White
BR Clear
BR White
BR Clear
BR White
BR Clear
BR White
BR Clear

Calibrated

By
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory
Factory

Q Date O Ems

01/08/2008 10
101/08/2008 10
07/05/2013 14
101/08/2008 10
01/08/2008 10
01/08/2008 10
01/08/2008 10
01/08/2008 10
07/05/2013 14
01/08/2008 10
01/08/2008 10
01/08/2008 10
01/08/2008 10
01/08/2008 10
01/08/2008 10
01/08/2008 10
01/08/2008 10
01/08/2008 10
01/08/2008 10

FFFFFFIFFIFFIFIFIFFTFIFIFIT

[l

Para ver mas informacion sobre una calibracién, haga clic en el boton Info (Informacién) de la
columna Detail (Detalle).
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Antes de comenzar

Ajuste de las preferencias de usuario

Consejo: No es necesario realizar estas tareas para utilizar el software CFX Manager Dx. Puede
omitir esta seccion o llevar a cabo estas tareas en cualquier otro momento.

En CFX Manager Dx, puede personalizar su entorno de trabajo. Si el administrador creé usuarios del
software, cada usuario podra personalizar su entorno de trabajo. Si el administrador no cre6 usuarios,
los cambios de las preferencias se aplicaran a todos los que inicien sesion en CFX Manager Dx. (Para
obtener informacion sobre la creacion de usuarios de CFX Manager Dx, consulte el Apéndice B,
Administracion de usuarios y roles de CFX Manager Dx).

Por ejemplo, en el menu Users (Usuarios) > User Preferences (Preferencias de usuario), puede
realizar lo siguiente:

B Establecer una notificacion por correo electronico al completar la serie.
B Cambiar los ajustes predeterminados para:

O Laubicacion en la que desea guardar archivos.

O Los archivos de configuracion de la serie.

[0 El prefijo de denominacién de archivos.

B Establecer los parametros predeterminados que se van a utilizar al crear un nuevo protocolo y
placa.

B Establecer los parametros predeterminados de analisis de datos y expresion genética.
B Personalizar los parametros predeterminados de control de calidad.

B Personalizar los parametros de exportacion de datos.

En el menu Tools (Herramientas), puede realizar lo siguiente:

®  Crear una mezcla maestra.

B Calibrar los tintes para un instrumento especifico.

Nota: La mezcla maestra y la calibracién de tintes estan disponibles para todos los que inicien
sesion en CFX Manager Dx.

En esta seccion se explica detalladamente como realizar estas tareas.

64 | Sistemas CFX96 Dxy CFX96 Deep Well Dx



Antes de comenzar

Configuracion de notificaciones por correo electrénico

Puede conectar CFX Manager Dx a su servidor de correo electrénico saliente para enviar
notificaciones por correo electrénico de finalizacién de la serie a una lista de usuarios. También puede
elegir adjuntar un archivo de datos y un informe de analisis a la lista de usuarios. Para configurar la
conexion entre CFX Manager Dx y su servidor SMTP, consulte Conexién de CFX Manager Dx a un
servidor SMTP en la pagina 66.

Nota: La posibilidad de un usuario de acceder a las funciones de configuracion de correo
electronico depende del grupo del usuario y los permisos asignados por el administrador. Para
obtener mas informacion sobre la administracion de usuarios y sus roles, consulte Administracion
de usuarios en la pagina 271.

Para configurar las notificaciones por correo electrénico

1. Seleccione Users (Usuarios) > User Preferences (Preferencias de usuario) para abrir el cuadro
de dialogo User Preferences (Preferencias de usuario).

Aparece el cuadro de dialogo User Preferences (Preferencias de usuario), donde se muestra la
pestaia Email (Correo electrénico).

User Preferences

I emal 3 Fles Protocol (18 Pite 7] DetaAnciyss gfif] Gene Bxpression oc 3 custom Bxpor
Email Notfication Upon Fun Completion

Te

[
Provide one email address per line
Attach Data File

[[] Attach Analysis Report { pdf) File

Configure Outgoing Emai Outgoing emai has not been configured

Restore Defaults oK Cancel

Nota: Se le informa en caso de que el sistema detecte que no ha configurado un servidor
SMTP valido para CFX Manager Dx. Haga clic en Configure Outgoing Email (Configurar
correo electronico saliente) para abrir el cuadro de dialogo Options (Opciones) y configurar
el servidor SMTP de correo electronico. Para obtener mas informacién, consulte Conexion
de CFX Manager Dx a un servidor SMTP en la pagina 66.

2. Enelcuadro de texto To (Para), escriba la direccion de correo electrénico de cada persona a la
que desee informar de la finalizacién de la serie. Todos los destinatarios recibiran un correo
electrénico una vez finalizada la serie.

Nota: Debe introducir cada direccion de correo electrénico en lineas distintas. Pulse Enter
(Entrar) o Return (Retorno) después de introducir cada direccion.
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3. (Opcional) En el cuadro de texto cc, escriba la direccién de correo electronico de cada
destinatario al que desee enviar una copia de cada notificacién por correo electrénico.

4. (Opcional) De forma predeterminada, todos los destinatarios recibiran una copia del archivo de
datos como un archivo adjunto. Desactive esta casilla de verificacion si no desea adjuntar una
copia del archivo de datos.

5. (Opcional) Seleccione Attach Analysis Report (Adjuntar informe de analisis) para adjuntar un
PDF del informe de analisis al correo electrénico.

6. Haga clic en OK (Aceptar) para guardar los cambios y cerrar el cuadro de dialogo User
Preferences (Preferencias de usuario).

Para editar una direccion de correo electronico de un destinatario

» Modifique la direccion de correo electronico segun sea necesario y haga clic en OK (Aceptar).
Para eliminar un destinatario de correo electrénico

1. Seleccione el destinatario de correo electrénico y pulse la tecla Delete (Eliminar).

2. Haga clic en OK (Aceptar) para guardar los cambios y cerrar el cuadro de dialogo.

Importante: Al hacer clic en Restore Defaults (Restaurar valores predeterminados) en el cuadro
de didlogo User Preferences (Preferencias de usuario), se restablecen todas las preferencias de
todas las pestafias a los ajustes originales de fabrica. Tenga cuidado al hacer clic en este botén.

Conexion de CFX Manager Dx a un servidor SMTP

Importante: Algunos proveedores de servicios de correo web comercial (como Yahoo! y Gmail)
han incrementado la seguridad del correo electrénico. Si utiliza estas cuentas, debe habilitar el
ajuste para permitir aplicaciones menos seguras en la configuracion de su cuenta para
permitir que CFX Manager Dx envie correos electrénicos. Consulte la informacién de seguridad
de su proveedor de servicios de correo web para obtener mas informacion.

Debe establecer una conexion entre CFX Manager Dx y su servidor de correo electrénico antes de
que el software pueda enviar una notificacion por email.

Para conectar CFX Manager Dx con un servidor de correo electréonico
1. Realice una de las siguientes acciones:

B Seleccione User (Usuario) > User Preferences (Preferencias de usuario) y haga clic en
Configure Outgoing Email (Configurar correo saliente) en la pestafia Email (Correo
electroénico).

B Seleccione Tools (Herramientas) > Options (Opciones).
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Aparece el cuadro de didlogo Options (Opciones), donde se muestra la pestafia Email (Correo
electrénico).

Emai (=) Data Bpont Settings

SMTP Server Name: |smtp gmail com
eg. smtp myCompany com. Contact your IT Administrator to get the SMTP server name
Port: 587 2

Use SSL:
Use Defautt “From” Address

Authentication Required
User Name: | <your account name >@gmai com

Password

Test Emai Address: |

Test Attachment: [] 5 & Test Email

Gl

Proporcione la siguiente informacion para su empresa:

B SMTP Server Name (Nombre de servidor SMTP): nombre del servidor de correo saliente
de su empresa.

B Port (Puerto): nimero de puerto de su servidor SMTP. Normalmente es el 25.

B Use SSL (Usar SSL): opcion de Capa de sockets seguros (SSL). Algunos servidores SMTP
requieren este ajuste. Si su empresa no lo requiere, desactive esta casilla de verificacion.

B Use Default “From” Address (Usar direcciéon «De» de forma predeterminada): nombre
del servidor de correo electronico de su empresa. Algunos servidores SMTP requieren que
todos los correos enviados tengan una direccion «De» de un dominio determinado. Por
ejemplo, nombre@suempresa.com. Si ese es el caso, desactive esta casilla de verificacion y
proporcione una direccién de correo electronico valida.

B Authentication Required (Se requiere autenticacion): si su sitio web requiere
autenticacién de cuenta, compruebe que esta casilla de verificacion esté marcada.

B User Name (Nombre de usuario): nombre de una cuenta autenticada. Es necesario solo si
esta activada la casilla Authentication Required (Se requiere autenticacion).

B Password (Contrasefa): contrasefia para la cuenta autenticada. Es necesario solo si esta
activada la casilla Authentication Required (Se requiere autenticacion).

Para comprobar que los ajustes del servidor SMTP sean correctos, introduzca una direccion de
correo electronico valida en el cuadro de texto Test Email Address (Probar direccion de correo) y
haga clic en Test Email (Probar correo).
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Nota: Algunos servidores SMTP no permiten archivos adjuntos y otros permiten archivos
adjuntos con un tamafio maximo especifico. Si tiene la intencidn de enviar archivos de datos
o informes a través de CFX Manager Dx, seleccione Test Attachment (Probar adjunto) y
seleccione un valor de 5 megabytes (MB) o mas en Attachment Size in MB (Tamafrio del
adjunto en MB).

4. Haga clic en OK (Aceptar) para guardar los cambios y cerrar el cuadro de dialogo.

Cambio de los ajustes de archivo predeterminados

En la pestafa Files (Archivos) del cuadro de dialogo User Preference (Preferencia de usuario), puede
cambiar lo siguiente:

B Laubicacion predeterminada para guardar los archivos de CFX Manager Dx
B Los archivos predeterminados para la configuracion de la serie

B Los parametros de denominacién de archivos predeterminados

Para cambiar los ajustes de archivo predeterminados

1. Seleccione Users (Usuarios) > User Preferences (Preferencias de usuario) para abrir el cuadro
de didlogo User Preferences (Preferencias de usuario).

2. Enelcuadro de didlogo User Preferences (Preferencias de usuario), seleccione la pestafa Files
(Archivos).

User Preferences - o X

D Email ﬁjﬁles Protocol  (233) Plate _m Data Analysis EI] Gene Expression Qc Ei Custom Export
Defautt Folder for File Creation
Protocol ‘C:‘-.Usefs‘.Pubhc-.Documems‘-,BwRad‘IlFX‘-Usefs‘-admln

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

\

l
Data Fie: |C:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX\Users\admin I

\

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

File Selection for Run Setup

Protocol: |C:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX\Users\admin'\ExpressLoad\CFX_2stepAmp prcl

Plate (96 Well): lC \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\admin'\ExpressLoad\Quick Plate_384 wells_SYBR Only.phd I

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

Data File
Prefix: Part 1 Part 2: Part 3: Suffic:

Data File Name: User v | |Date ~ | |Instrument Name v

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

Bestore Defaults 0K Cancel
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En la seccion Default Folder for File Creation (Carpeta predeterminada para creacion de
archivos), navegue hasta una carpeta predeterminada en la que desee que se guarden los
nuevos archivos, y seleccionela. Puede seleccionar una ubicacion distinta para cada tipo de
archivo:

B Protocolo

B  Placa

B Archivo de datos
B Estudio génico

En la seccidn File Selection for Run Setup (Seleccion de archivos para configuracion de serie),
navegue hasta los archivos de placa y de protocolo objetivo que deben aparecer cuando abra la
ventana Experiment Setup (Configuracion del experimento) y seleccionelos.

En la seccién Data File (Archivo de datos), defina el prefijo o sufijo para los archivos de datos.
Para cualquier parte, seleccione un nuevo valor de la lista desplegable. También puede introducir
valores personalizados para el prefijo y el sufijo en los cuadros de texto Prefix (Prefijo) y Suffix
(Sufijo).

CFX Manager Dx muestra una vista previa del nombre de archivo debajo de los cuadros de
seleccion.

Haga clic en OK (Aceptar) para guardar los cambios y cerrar el cuadro de dialogo.

Importante: Al hacer clic en Restore Defaults (Restaurar valores predeterminados) en el cuadro
de didlogo User Preferences (Preferencias de usuario), se restablecen todas las preferencias de
todas las pestafias a los ajustes originales de fabrica. Tenga cuidado al hacer clic en este boton.
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Ajuste de los parametros predeterminados del protocolo

Para establecer los parametros predeterminados del protocolo para Protocol Editor
(Editor de protocolos) y Protocol AutoWriter (Escritor de protocolos automatico)

1. Seleccione Users (Usuarios) > User Preferences (Preferencias de usuario) para abrir el cuadro
de dialogo User Preferences (Preferencias de usuario).

2. Enelcuadro de didlogo User Preferences (Preferencias de usuario), seleccione la pestafia
Protocol (Protocolo).

User Preferences

I:I Email ) Files Protocol [E2E] Plate .wj Data Analysis EEH Gene Expression % ac [—T‘_JL Custom Export
Protocol Edtor
Sample Volume: 25 =

Shut OFf Lid When Block
Temperature Goes Below

Protocol AutoWriter
Annealing Temperalure: 60.0
Amplicon Length: 100

A

Besiore Defaulis oK Cancel

3. Enlaseccién Protocol Editor (Editor de protocolos), especifique los valores para los siguientes
ajustes que aparecen en Protocol Editor (Editor de protocolos):

B Sample volume (Volumen de la muestra): volumen de cada muestra en los pocillos (en
).

B Lid Shutoff temperature (Temperatura de desconexion de la tapa): temperatura en °C a
la cual el calentador de la tapa se apaga durante una serie.

4. Enla seccion Protocol AutoWriter (Escritor de protocolos automatico), especifique los valores
para los siguientes ajustes que aparecen en el Protocol AutoWriter (Escritor de protocolos
automatico):

B Annealing temperature (Temperatura de hibridacién): temperatura en °C para
experimentos que utilizan ADN polimerasa de iProof™, ADN polimerasa de iTag™ u otras
polimerasas.

B Amplicon length (Longitud de amplicén): longitud del amplicon en bp.

5. Haga clic en OK (Aceptar) para guardar los cambios y cerrar el cuadro de dialogo.

70 | Sistemas CFX96 Dxy CFX96 Deep Well Dx



Antes de comenzar

Importante: Al hacer clic en Restore Defaults (Restaurar valores predeterminados) en el cuadro
de didlogo User Preferences (Preferencias de usuario), se restablecen todas las preferencias de
todas las pestafias a los ajustes originales de fabrica. Tenga cuidado al hacer clic en este boton.

Ajuste de parametros de placa predeterminados

Los cambios que realiza en la pestafia Plate (Placa) estan disponibles para todos los usuarios del
software. Los cambios que realiza durante la configuracién de la placa estan disponibles para los
usuarios después de guardar y cerrar el archivo de placa.

En el cuadro de dialogo User Preferences (Preferencias de usuario), puede realizar lo siguiente:
B Establecer los parametros de placa predeterminados.

B Adadir nuevos nombres de objetivos y muestras a las bibliotecas correspondientes.

B Eliminar nombres de objetivos y muestras de las bibliotecas correspondientes.

Para establecer los parametros de placa predeterminados

1. Seleccione Users (Usuarios) > User Preferences (Preferencias de usuario) para abrir el cuadro
de didlogo User Preferences (Preferencias de usuario).

2. Enelcuadro de didlogo User Preferences (Preferencias de usuario), seleccione la pestaia Plate
(Placa).

User Preferences

EI Email E] Files Protocal @ Flate m Data Analysis I]E Gene Expression Qc E—'-;E Custom Export
Settings
Plate Type: | BR Clear ~ | Fluorophores:
Flate Size: |56 Wells ~ | |C] FAM [] Texas Red Jwvic
[ 5vBR [ Cal Red 610
Units: | copy number ~| (O HEX O Cys
] TeT [] Tex 615
Scientific Notation ] Cal Orange 560 [] Guasar 670
] Cal Gold 540 [] Guasar 705
Scan Mode: | All Channels ~ | |] ROX [ Cy5-5
Libraries
Target Names Sample Names:
Actin OHr
GAPDH 1Hr
2Hr
Use text boxes to enter additional names, one name per line.
Restore Defaults oK Cancel
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3. Especifique los valores de los siguientes ajustes para un nuevo archivo de placa. Estos valores
aparecen en la ventana Plate Editor (Editor de placas):

Plate type (Tipo de placa)
Plate size (Tamano de la placa)

Units (Unidades): concentracién de la plantilla inicial para los pocillos que contienen
estandares.

CFX Manager Dx utiliza estas unidades para crear una curva estandar en la pestafia Data
Analysis Quantification (Cuantificacion del analisis de datos).

Scientific notation (Notacion cientifica): cuando se selecciona, CFX Manager Dx muestra
las unidades de concentracion en notacion cientifica.

Scan mode (Modo de exploracién): numero o tipo de canales que se van a explorar
durante una serie.

Fluorophores (Fluorocromos): fluorocromos predeterminados que aparecen en los
controles de carga de pocillos de Plate Editor (Editor de placas).

Libraries (Bibliotecas): nombres de objetivos y muestras que utiliza normalmente en los
experimentos:

O Target names (Nombres de objetivos): nombres de los genes y secuencias objetivo.

[0 Sample names (Nombres de las muestras): nombres de las muestras del
experimento o una caracteristica identificadora para las muestras (por ejemplo, raton1,
raton2, raton3).

4. Haga clic en OK (Aceptar) para guardar los cambios y cerrar el cuadro de dialogo.

Para anadir un nuevo nombre de objetivo o muestra

» En el cuadro adecuado de la biblioteca, escriba el nombre del objetivo o muestra y haga clic en
OK (Aceptar).

Para eliminar un nombre de objetivo o muestra

» En el cuadro adecuado de la biblioteca, seleccione el nombre y pulse la tecla Delete (Eliminar) y,
a continuacion, haga clic en OK (Aceptar).

Importante: Los nombres que elimine de la biblioteca se eliminaran del software y dejaran de
estar disponibles para los usuarios. Para restaurar los nombres de CFX Manager Dx
predeterminados, haga clic en Restore Defaults (Restaurar valores predeterminados). Al hacer
clic en Restore Defaults (Restaurar valores predeterminados) en el cuadro de dialogo User
Preferences (Preferencias de usuario), se restablecen todas las preferencias de todas las
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pestafias a los ajustes originales de fabrica. Tenga cuidado al eliminar los nombres de CFX
Manager Dx predeterminados y al hacer clic en este boton.
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Ajuste de parametros de analisis de datos predeterminados
Para establecer los parametros de analisis de datos predeterminados

1. Seleccione Users (Usuarios) > User Preferences (Preferencias de usuario) para abrir el cuadro
de dialogo User Preferences (Preferencias de usuario).

2. Enelcuadro de didlogo User Preferences (Preferencias de usuario), seleccione la pestafa Data
Analysis (Analisis de datos).

User Preferences
EI Email E\:_j Files Protocol lj Plate m Data Analysis I!E Gene Expression Qc Q‘w 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. Enlaseccion Analysis Mode (Modo de analisis), elija el modo en que desea analizar los datos
(fluorocromo u objetivo).

4. Enlaseccion PCR Quantitation (Cuantificacién de PCR), establezca los parametros
predeterminados para las siguientes opciones:

B Baseline Setting (Ajustes de referencia): método de referencia para el modo de analisis.

B Cq Determination Mode (Modo de determinacion de Cq): modo en el que los valores de
C, se calculan para cada trazo de fluorescencia (regresion o umbral tinico).

B Threshold Calc. Mode (Modo de calc. de umbral): cantidad objetivo del punto final.

La opcidn predeterminada es Auto. Es decir, el software calcula automaticamente el objetivo
del punto final. Para establecer un umbral especifico, desactive la casilla de verificacion Auto
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e introduzca la cantidad final, calculada en unidades de fluorescencia relativa (RFU). El valor
maximo es de 65 000,00 RFU. Los archivos de datos para series posteriores utilizaran estos
ajustes del umbral.

B Baseline Calc. Mode (Modo de calc. de referencia): valor de referencia para todos los
trazos.

La opcion predeterminada es Auto. Es decir, el software calcula automaticamente la
referencia para todos los trazos. Para establecer un valor de referencia especifico, desactive
la casilla de verificacion Auto e introduzca un valor minimo y maximo para el rango de ciclo
(1a9999). Los archivos de datos para series posteriores utilizaran este rango de ciclo.

B Log View (Vista de registro): determina como se muestran los datos de amplificacion en el
software:

[0 On (Activar): los datos de amplificacion se muestran en un grafico semilogaritmico.

O Off (Desactivar): (de forma predeterminada) los datos de amplificacion se muestran en
un grafico lineal.

5. Enlaseccién End Point (Punto final), elija el nUmero de ciclos finales por término medio al
realizar los calculos de punto final:

B PCR:numero de ciclos finales por término medio para los datos de cuantificacion (el valor
predeterminado es 5).

B End Point Only run (Procesar solo punto final): nimero de ciclos finales por término
medio para los datos de punto final (el valor predeterminado es 2).

6. Enlaseccion Melt Curve (Curva de fusién), elija el tipo de pico que se va a detectar (positivo o
negativo).

7. Enlaseccion Well Selector (Selector de pocillos), elija como mostrar las etiquetas de los pocillos
(por tipo de muestra, nombre de la muestra o nombre de objetivo).

8. Haga clic en OK (Aceptar) para guardar los cambios y cerrar el cuadro de dialogo.

Importante: Al hacer clic en Restore Defaults (Restaurar valores predeterminados) en el cuadro
de didlogo User Preferences (Preferencias de usuario), se restablecen todas las preferencias de
todas las pestafias a los ajustes originales de fabrica. Tenga cuidado al hacer clic en este boton.
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Ajuste de los parametros del archivo de datos de expresiéon genética

Para establecer los parametros predeterminados de un nuevo archivo de datos de
expresion genética

1. Seleccione Users (Usuarios) > User Preferences (Preferencias de usuario) para abrir el cuadro
de dialogo User Preferences (Preferencias de usuario).

2. Enelcuadro de didlogo User Preferences (Preferencias de usuario), seleccione la pestafia Gene
Expression (Expresion genética).

User Preferences — [m] X

I:I Email ﬂf:] Files Protocol [Z] Plate L(ﬂ Data Analysis ,3 Gene Expression Qc Er:‘i 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 los valores para los siguientes ajustes:

B Relative to (Relativos a): representa los datos de expresion genética en relaciéon con un
control (con origen en 1) o con cero:

[0 Zero (Cero): el software ignora el control. Es el valor predeterminado cuando no se
asigna ninguna muestra de control en la ventana Experiment Settings (Ajustes del
experimento).

O Control (Control): el software calcula los datos en relacion con la muestra de control
asignada en la ventana Experiment Setup (Configuracién del experimento).

m  X-axis (Eje X): representa la muestra o el objetivo en el eje x.

B Y-axis (Eje Y): representa la escala lineal, de log2 o de log10 en el gje y.
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B Scaling (Ajustar a escala): opcion de ajustar a escala del grafico (la opcion predeterminada
esta sin ajustar a escala):

O Highest (Superior): el software ajusta a escala el grafico al punto de datos mas alto.
O Lowest (Inferior): el software ajusta a escala el grafico al punto de datos mas bajo.

[0 Unscaled (Sin ajustar a escala): el software presenta los datos sin escala en el
grafico.

B Mode (Modo): modo de andlisis, o cantidad relativa (AC,), o bien expresion normalizada
(AAC).

B Error Bar (Barra de error): variabilidad de los datos presentada como la desviacion
estandar Std. Dev. (Desv. est.) o el error estandar de la media (Std. Error Mean).

B Error Bar Multiplier (Multiplicador de barras de error): multiplicador de desviacién
estandar utilizado para representar las barras de error (el valor predeterminado es 1).

Puede aumentar el multiplicadora 2 o 3.

B Sample Types to Exclude (Tipos de muestra para excluir): tipos de muestra que se van
a excluir del analisis.

Puede seleccionar una o0 mas muestras que desee excluir del andlisis. Para excluir todos los
tipos de muestra, desactive todas las casillas de verificacion de cualquier tipo de muestra
seleccionado.

4. Hagaclic en OK (Aceptar) para guardar los cambios y cerrar el cuadro de dialogo.

Importante: Al hacer clic en Restore Defaults (Restaurar valores predeterminados) en el cuadro
de didlogo User Preferences (Preferencias de usuario), se restablecen todas las preferencias de
todas las pestafias a los ajustes originales de fabrica. Tenga cuidado al hacer clic en este boton.

Personalizacion de las reglas de control de calidad

En CFX Manager Dx, puede establecer normas de control de calidad que se aplican a los datos de la
ventana de andlisis de datos. El software valida los datos conforme a las reglas que establezca.

Nota: De forma predeterminada, todas las reglas de control de calidad estan habilitadas.

Consejo: Puede excluir faciimente los pocillos que fallan en un parametro de CC del analisis en
el médulo QC (CC) de la ventana Data Analysis (Analisis de datos).

Para personalizar las reglas de control de calidad

1. Seleccione Users (Usuarios) > User Preferences (Preferencias de usuario) para abrir el cuadro
de didlogo User Preferences (Preferencias de usuario).
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2. Enelcuadro de didlogo User Preferences (Preferencias de usuario), seleccione la pestafia QC
(CC).

[ emal () Fies Protocol (3 Pte 7] Data Analysis aﬂ[] Gene Exprassion ac 53 custom Bxpont
Description & Value & Use &
Negative control with a Cq less than 3 M
NTC with & Caq less than 38 M
NRT with a Cq less than B M
Postive control with a Cq greater than 0 M
Unkngwn wihout a Cq M
Standand without a Cq %]
Efficiency greater than 1100 M
Efficiency less than %00 M
Std Curve R"2 less than 0.980 B4
FReplicate group Cq Std Dev greater than 020 M
Restore Defaults 0K Cancel

donde:

B NTC: sin control de plantilla

B NRT: sin control de transcriptasa inversa

B Efficiency (Eficiencia): eficiencia de la reaccion

B Std Curve R*2 (Curva estandar R*2): valor de R al cuadrado para la curva estandar

B Replicate group Cq Std Dev (Desv. est. Cq grupo repeticiones): desviacion estandar
calculada para cada grupo de repeticiones

3. Paracadareglade CC, realice una de las siguientes acciones:
B Parausar el valor predeterminado, no haga nada.

B Para cambiar el valor, haga clic en el cuadro de texto Value (Valor) correspondiente,
introduzca un nuevo valor y pulse la tecla Enter (Entrar).

B Paradeshabilitar la regla, desactive la casilla de verificacion Use (Usar).
4. Haga clic en OK (Aceptar) para guardar los cambios y cerrar el cuadro de dialogo.

Importante: Al hacer clic en Restore Defaults (Restaurar valores predeterminados) en el cuadro
de didlogo User Preferences (Preferencias de usuario), se restablecen todas las preferencias de
todas las pestafias a los ajustes originales de fabrica. Tenga cuidado al hacer clic en este boton.
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Puede exportar datos de CFX Manager Dx en los siguientes formatos:

Texto (.txt)

CSV (.csv)

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

HTML (.html)

Antes de comenzar

Puede especificar el tipo de datos que desea exportar y personalizar el resultado de los datos
exportados.

Para personalizar los parametros de exportacion de datos

1.

Seleccione Users (Usuarios) > User Preferences (Preferencias de usuario) para abrir el cuadro

de didlogo User Preferences (Preferencias de usuario).

En el cuadro de dialogo User Preferences (Preferencias de usuario), seleccione la pestafia

Custom Export (Exportacién personalizada).

User Preferences

Email Files Protocel (223 Plate Data Analysis (Gene Expression ac E':‘,?, Custom Expart
all

Export Format: | C5V (*.csv) ~

Diata to Export
Include Run Information Header

Sample Description Exported Columns
Well Well
Flusrophare Fluorophare
Target Name Target Name
Content Content

N Sample Name
Replicate Number Cqg
Sample Name Starting Quantity
Biological Set Name

Well Mote:

COORICRIRIERIE

[ L

o
=t
o

rtification

Cq

Starting Guantity

Cq Mean

Cq Standard Deviation
Quantity Standard Deviation

OOORIE

=
&

Curve

Melt Temperature

Melt Peak Height

Mekt Peak Begin Temperature
Melt Peak End Temperature

End Point

7 End Part Cal Customize Column Names
[] End RFU

Restors Defautts OK Cancel
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3. Enlalista desplegable Export Format (Formato de exportacion), seleccione el formato al que
desea exportar los datos.

4. Enlaseccion Data to Export (Datos para exportar), active o desactive las casillas de verificacion
para el tipo de datos que desea exportar. Los puntos seleccionados aparecen en el cuadro de
lista Exported Columns (Columnas exportadas).

Nota: De forma predeterminada, la informacion de la serie se incluye en el encabezado.
Desactive esta casilla de verificacion si no desea incluir la informacién de la serie.

5. Puede modificar el orden de visualizacion de los elementos seleccionados en los resultados.

En el cuadro de lista Exported Columns (Columnas exportadas), resalte el elemento y haga clic
en los botones de flecha a la izquierda de la lista para desplazarlo hacia arriba o hacia abajo.

6. También puede modificar los nombres de columnas de los elementos seleccionados en los
resultados:

a. Haga clic en Customize Column Names (Personalizar nombres de columnas).

Aparece el cuadro de dialogo Column Name Customizer (Personalizador de nombres de
columna).

b. Para cada nombre de columna predeterminado que desee cambiar, escriba el nuevo
nombre en su campo Custom Name (Nombre personalizado).

c. Realice una de las siguientes acciones:

B Hagaclic en OK (Aceptar) para guardar los cambios y volver a la pestafia Custom
Export (Exportacion personalizada). El nuevo nombre aparece entre paréntesis junto al
nombre predeterminado en el cuadro de lista Exported Columns (Columnas
exportadas).

B Hagaclic en Cancel (Cancelar) para borrar los cambios y volver a la pestafia Custom
Export (Exportacion personalizada).

7. Haga clic en OK (Aceptar) para guardar los cambios y cerrar el cuadro de dialogo.

Importante: Al hacer clic en Restore Defaults (Restaurar valores predeterminados) en el cuadro
de dialogo User Preferences (Preferencias de usuario), se restablecen todas las preferencias de
todas las pestafias a los ajustes originales de fabrica. Tenga cuidado al hacer clic en este botén.

Creacion de una mezcla maestra de reaccion

Mediante la calculadora de mezcla maestra de CFX Manager Dx, puede calcular facilmente el
volumen necesario de cada componente en la mezcla maestra. Puede imprimir la tabla de calculo de
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mezcla maestra en la impresora predeterminada y guardar los calculos de cada objetivo para su uso
posterior.

Para crear una mezcla maestra de reaccion con la calculadora de mezcla maestra
1. Paraabrir una calculadora de mezcla maestra, realice una de las siguientes acciones:
B Seleccione Tools (Herramientas) > Master Mix Calculator (Calculadora de mezcla maestra).

B Haga clic en Master Mix Calculator (Calculadora de mezcla maestra) en la barra de
herramientas.

Aparece Master Mix Calculator (Calculadora de mezcla maestra).

Nomber of Reactons % ] Choose SYBR Green Target to Calculate
Reaction Volume PerWell 20 [2] [ SYBR sarpet_1

Template Volume 10 & W

Supermix Concentration 20 ] x

Bxcess ReactionVolume 5 3] %

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

2. Enlaseccion Reaction (Reaccion), elija un método de deteccion:
B SYBR® Green/EvaGreen

B Probes (Sondas)
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10.

Para crear un nuevo objetivo, en la seccion Target (Objetivo) haga clic en Create New (Crear
nuevo). Aparece un nuevo nombre de objetivo en la lista desplegable de objetivos.

(Opcional) Para cambiar el nombre de objetivo predeterminado:

a. Resalte el nombre del objetivo en la lista desplegable de objetivos.

b. Escriba un nuevo nombre de objetivo en el cuadro de Target (Objetivo).
c. Pulselatecla Enter (Entrar).

Ajuste las concentraciones iniciales y finales de los cebadores de avance y retroceso y de
cualquier sonda.

En la seccidon Master Mix Setup (Configuracion de la mezcla maestra), ajuste los valores para:
B Elnumero de reacciones que se van a procesar

B Elvolumen de reacciones por pocillo

B Elvolumen de plantilla por pocillo

B Laconcentracion de supermezcla por pocillo

B Elvolumen excedente de reacciones por pocillo

(Opcional) Realice los pasos 2-6 en tantos objetivos como sea necesario.

En la seccién Choose Target to Calculate (Seleccionar objetivo para calcular), elija el objetivo
que desea calcular.

Consejo: Puede calcular solo uno, varios o todos los objetivos al mismo tiempo.

Los volumenes calculados de los componentes necesarios en cada objetivo seleccionado
aparecen en la tabla de mezcla maestra.

Haga clic en Set as Default (Establecer como predeterminado) para establecer la entrada de
cantidades en las secciones Target (Objetivo) y Master Mix Setup (Configuracion de mezcla
maestra) como nuevos valores predeterminados.

Haga clic en OK (Aceptar) para guardar el contenido del cuadro de dialogo Master Mix Calculator
(Calculadora de mezcla maestra).

Para imprimir la tabla de calculos de mezcla maestra

>

Para imprimir una tabla de calculos de mezcla maestra, haga clic en Print (Imprimir).

La tabla de célculos se imprime en la impresora predeterminada.
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Para guardar la tabla de calculos de mezcla maestra como un PDF

» Cambie laimpresora predeterminada a un controlador de PDF y haga clic en Print (Imprimir) en
Master Mix Calculator (Calculadora de mezcla maestra).

Para borrar los objetivos

» Seleccione el objetivo utilizando la lista desplegable de objetivos y haga clic en Remove
(Eliminar).

Importante: Al eliminar un objetivo de la lista de objetivos también lo elimina de cualquier
calculo de mezcla maestra en el que se utilice. Tenga cuidado al eliminar un objetivo.

Manual de funcionamiento | 83



Capitulo 5 Ventana de inicio

Calibracion de nuevos tintes

Los sistemas CFX96™ Dx vienen calibrados de fabrica para fluorocromos utilizados normalmente en
placas con pocillos blancos y pocillos transparentes. En la Tabla 11 se enumeran los fluorocromos y el
canal para los que esta calibrado cada instrumento.

Nota: Los sistemas CFX96 también incluyen un canal dedicado a quimica FRET. Este canal no
requiere calibracion para tintes especificos.

Tabla 11. Fluorocromos y canales calibrados de fabrica

Fluorocromos Canal Excitacion, nm Deteccion, nm
FAM, SYBR® Green | 1 450-490 515-530
VIC, HEX, CAL Fluor Gold 540, Cal 2 515-535 560-580
Fluor Orange 560

ROX, Texas Red, CAL Fluor Red 610, 3 560-590 610-650
TEX 615

CY5, Quasar 670 4 620-650 675-690
Quasar 705, Cy5.5 5 672-684 705-730

Para calibrar nuevos tintes para sistemas CFX

1. Enlaventana de inicio, seleccione un instrumento objetivo en el panel Detected Instruments
(Instrumentos detectados).

2. Seleccione Tools (Herramientas) > Calibration Wizard (Asistente de calibracion) para abrir el
asistente Dye Calibration (Calibracion de tinte).

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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Los fluorocromos ya calibrados para el instrumento objetivo aparecen en la tabla Calibrated
Fluorophores (Fluorocromos calibrados).

En la seccién Calibrate New or Existing Fluorophores (Calibrar fluorocromos nuevos o
existentes), seleccione el fluorocromo que desea calibrar en la lista desplegable.

Si el nombre del fluorocromo no aparece en la lista, introduzca el nombre en el cuadro de texto
para afiadirlo a la lista.

Seleccione el tipo de placa para el fluorocromo.

Si el tipo de placa no esta incluido en la lista, introduzca el nombre en el cuadro de texto para
afadirlo a la lista.

Seleccione un canal para el fluorocromo.

Seleccione una columna de la placa para el fluorocromo.

(Opcional) Escriba un color para asociarlo con el fluorocromo.

Haga clic en Add to Plate (Afadir a placa) para afadir el fluorocromo.

(Opcional) Repita los pasos 3-8 para afadir cada fluorocromo que desee calibrar para la placa.

Cuando termine de afadir los fluorocromos, haga clic en View Plate (Ver placa) para abrir la
ventana Pure Dye Plate Display (Visualizacion de placa de tinte puro).

Utilice esta ventana como guia para cargar los tintes en la placa.
Prepare una placa de 96 pocillos para calibrar los tintes:

a. Pipetee la disolucién del tinte en cada pocillo siguiendo el patrén que aparece en Pure Dye
Plate Display (Visualizacion de placa de tinte puro).

b. Para cada fluorocromo, llene cuatro pocillos con 50 ul (placa de 96 pocillos) de solucion de
tinte de 300 nM. Observe que al menos la mitad de la placa contiene pocillos vacios.

c. Selle la placa con el método de sellado que utilizara en el experimento.
Coloque la placa de calibracion en el bloque y cierre la tapa.

En el asistente de calibracion de tinte, haga clic en Calibrate (Calibrar) y después en OK
(Aceptar) para confirmar que la placa se encuentra en el bloque.

Cuando el software CFX Manager Dx completa la serie de calibracion, aparece un cuadro de
dialogo. Haga clic en Yes (Si) para terminar la calibracion y abrir el visor de calibracion de tintes.

Haga clic en OK (Aceptar) para cerrar la ventana.
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Un protocolo es un conjunto de pasos que se procesan en una secuencia especifica. En el software
CFX Manager™ Dx, todos los pasos estan asociados con opciones del instrumento. Por ejemplo, los
pasos indican al instrumento que controle el bloque y la temperatura de la tapa, aplique una diferencia
de temperatura en el bloque, realice una lectura de placa o realice un analisis de curva de fusion.
Cada opcion se especifica para placas y tipos de serie distintos.

CFX Manager Dx incluye dos opciones para crear protocolos: Protocol Editor (Editor de protocolos) y
Protocol AutoWriter (Escritor de protocolos automatico).

El editor de protocolos incluye las siguientes funciones:
B Controles del protocolo estandar para crear protocolos rapidamente
B Capacidad de calcular rapidamente un gradiente para el numero de filas seleccionado

B Capacidad de calcular rapidamente el tiempo de serie para el nUmero de tipo de placa
seleccionado

B Capacidad de editar los pasos del protocolo
B Capacidad de guardar protocolos para su reutilizacion
B Capacidad de imprimir el protocolo en una impresora predeterminada

El escritor de protocolos automatico genera automaticamente un protocolo de PCR personalizado con
arranque en caliente, desnaturalizacion inicial, hibridacion y pasos de extension utilizando los
parametros que proporcione. A continuacion puede ver una representacion grafica del protocolo
sugerido y editar, procesar o guardar el protocolo.
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Ventana Protocol Editor (Editor de protocolos)

Utilice el editor de protocolos para crear, abrir, revisar y editar un protocolo. De forma predeterminada,
el editor de protocolos se abre mostrando un protocolo genérico en tiempo real de dos pasos para una
placa de 96 pocillos.

Protocol Editor - New

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 =
i 030 0 L
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

(] insest Gradiert [ = Flate Beas

[+=] inset GQTO END

EA] et Mek Curve

i Acd Piate Readto Step ® @

Siep Options

75 Detete 510

oK Cancel

LEYENDA

1. La barra de menus proporciona un acceso rapido a los comandos del menu File (Archivo),

Settings (Ajustes) y Tools (Herramientas).
2. La barra de herramientas proporciona un acceso rapido para guardar e imprimir el

protocolo, determinar dénde introducir un paso, establecer el volumen de la muestra y ver
el tiempo de serie del protocolo estimado.

3. El panel principal muestra una representacion grafica del protocolo.

4. El panel inferior muestra el esquema del protocolo.

5. El panel izquierdo muestra los controles del protocolo que puede afiadir para personalizar
el protocolo.
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Comandos del menu File (Archivo)
Save (Guardar): guarda el protocolo actual.

Save As (Guardar como): guarda el protocolo actual con un nombre nuevo o en una nueva
ubicacion.

Close (Cerrar): cierra el editor del protocolos.

Comandos del menu Settings (Ajustes)

Lid Settings (Ajustes de tapa): abre el cuadro de didlogo Lid Settings (Ajustes de tapa), desde el
que puede cambiar o establecer la temperatura de la tapa.

Comandos del menu Tools (Herramientas)

Gradient Calculator (Calculadora de gradiente): abre un cuadro de dialogo desde el que puede
seleccionar el tipo de bloque para un paso de gradiente. El valor predeterminado es de 96 pocillos.

Run time Calculator (Calculadora de tiempo de serie): abre un cuadro de dialogo desde el que
puede seleccionar el tipo de placa y el modo de exploracion para calcular el tiempo de la serie
estimado en la ventana Run Setup (Configuracion de la serie). El valor predeterminado es de 96
pocillos, todos los canales.

Comandos de la barra de herramientas

B

: guarda el archivo de protocolo actual.

&

: imprime la ventana seleccionada.

Insert Step | After v
: utilice este comando para seleccionar donde desea insertar los pasos

relacionados con el paso seleccionado actualmente.

Sample Volume pl
: utilice este comando para introducir un volumen de muestra en pl. Los

volumenes de las muestras varian dependiendo del tipo de bloque:
B Para un blogue de 96 pocillos profundos, el rango es 0-125 pl.

B Para un bloque de 96 pocillos, el rango es 0-50 pl.
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Est. Run Time 01:09:00
: muestra el tiempo de la serie estimado en funcién de los pasos del

protocolo, tasa de aumento y el tipo de bloque seleccionado.
?

: muestra informacién de ayuda sobre los protocolos.

Controles de edicion de protocolos

El panel izquierdo de la ventana Protocol Editor (Editor de protocolos) incluye controles que puede
utilizar para crear protocolos.

Cada control consiste en un conjunto de parametros que representan un paso en el protocolo. Puede
modificar cada parametro, o afiadir o eliminar parametros para personalizar el protocolo. En esta
seccion se describen las opciones en cada control.

E—é insert Step B Insert Step (Insertar paso): inserta un paso antes o después del

paso seleccionado. Puede editar los valores de temperatura y tiempo
e de espera en la visualizacion grafica o en el esquema del protocolo.
LB B Insert Gradient (Insertar gradiente): inserta un paso de gradiente
@ insert Melt Curve en funcioén del tipo de bloque de pocillos seleccionado en la

calculadora de gradientes. Puede editar el rango de gradiente en el
i Add Piate Readto Step panel Gradient (Gradiente) cuando se inserta un paso de gradiente.
Step Options B Insert GOTO (Insertar GOTO): inserta un paso de ciclaje (bucle)
—iA Delete Step que informa al software para que repita pasos especificos en

secuencia para un numero especifico de ciclos. Las repeticiones

comienzan después de que se complete el primer ciclo. Por ejemplo,
puede informar al software para que realice 39 repeticiones de los pasos 2-4. Después de la
ultima repeticion, el software habra realizado los pasos 2-4 un total de 40 veces. Puede editar el
paso de volver a (GOTO)y el numero de ciclos en la visualizacion grafica o en el esquema del
protocolo.

B Insert Melt Curve (Insertar curva de fusion): inserta un paso de lectura de la curva de fusion.

B Insert Plate Read to Step (Insertar lectura de placa en el paso): afiade un comando de
lectura de placa al paso seleccionado. Una lectura de placa mide la cantidad de fluorescencia al
final de un ciclo. Por lo general, el paso de lectura de placa es el tltimo paso de un bucle GOTO.

Consejo: Después de afiadir un comando de lectura de placa a un paso, el botdon cambia a
Remove Plate Read (Eliminar lectura de placa) cuando selecciona dicho paso.
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B Remove Plate Read (Eliminar lectura de placa): elimina un comando de lectura de placa del
paso seleccionado.

Consejo: Después de eliminar un comando de lectura de placa de un paso, el botén cambia
a Add Plate Read to Step (Afiadir lectura de placa al paso) al seleccionar dicho paso.

B Step Options (Opciones del paso): abre el cuadro de dialogo Step Options (Opciones del
paso) y muestra las opciones disponibles para el paso seleccionado. Consulte Step Options
(Opciones del paso) en la pagina 91 para obtener informacion mas detallada sobre las opciones
del paso.

Consejo: También puede acceder a Step Options (Opciones del paso) haciendo clic con el
botdn derecho en el paso en la visualizacion grafica.

B Delete Step (Eliminar paso): elimina el paso seleccionado del protocolo.
Step Options (Opciones del paso)

Abra el cuadro de dialogo Step Options (Opciones del paso) para ver las opciones que puede afhadir,
cambiar o eliminar de un paso.

Step Options X

Step 1
[] Plate Read
Temperature |g5 g <
Gradient | ] =
Increment | oCfcyde
Ramp Rate | °Cfsec
Time :3:00 : secfcyde
Extend : ] secfcyde
[] Beep
0K Cancel

B Plate Read (Lectura de placa): cuando se selecciona, afiade una lectura de placa al paso.
B Temperature (Temperatura): establece la temperatura objetivo para el paso seleccionado.
B Gradient (Gradiente): establece el rango de gradiente para el paso; el rango es 1-24 °C.

Nota: Un gradiente se procesa con la temperatura mas baja en la parte delantera del bloque
(en estaimagen, la fila H) y la temperatura mas alta en la parte trasera del bloque (en esta
imagen, la fila A).
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B Increment (Incremento): cantidad que debe aumentar (o disminuir) la temperatura del paso
seleccionado; la cantidad de este valor se afiade a la temperatura objetivo con cada ciclo. El
rango es de +0,1a 10 °C.

Nota: Para disminuir la temperatura, escriba un signo menos (-) delante del valor numérico
(por ejemplo, -5 °C).

B Ramp Rate (Tasa de aumento): tasa de aumento para el paso seleccionado; el rango depende
del tamafio del bloque.

B Time (Tiempo): tiempo de espera para el paso seleccionado.

m Extend (Extender): cantidad de tiempo (en segundos) para ampliar o disminuir el paso
seleccionado; esta opcion se afiade al tiempo de espera de cada ciclo; elrangoesde 1 a
60 segundos.

B Beep (Seial sonora): una vez seleccionado, se emite una sefal sonora al final del paso.

Consejo: Siintroduce un numero que esta fuera del rango de opcidn, el software cambia el
numero a la entrada mas cercana dentro del rango.
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Creacidén de un protocolo en el editor de protocolos

Mediante el editor de protocolos, puede crear archivos de protocolo personalizados. También puede
editar y guardar archivos de protocolo previamente guardados o archivos de protocolo de muestra
enviados con el software CFX Manager Dx.

Para crear un nuevo archivo de protocolo, realice una de las siguientes acciones:
B Abra un archivo de protocolo en el editor de protocolos.
Consejo: Puede abrir un protocolo nuevo o existente en el editor de protocolos.
B Configure un nuevo protocolo.
B Afada pasos al protocolo en el panel de control de protocolos.
m  Edite las propiedades de los pasos.
B Guarde el protocolo.

Consejo: Para crear un nuevo protocolo a partir de un archivo de protocolo guardado
previamente o de muestra, consulte Apertura de un protocolo existente en el editor de protocolos
en la pagina 94.

Apertura de un nuevo archivo de protocolo en el editor de
protocolos

CFX Manager Dx ofrece varias opciones para abrir un nuevo archivo de protocolo:

B Desde la ventana de inicio

B Desde el cuadro de dialogo Startup Wizard (Asistente de inicio)

B Desde el cuadro de didlogo Run Setup (Configuracion de la serie)

Para abrir un nuevo archivo de protocolo desde la ventana de inicio

» Seleccione File (Archivo) > New (Nuevo) > Protocol (Protocolo).

Se abre la ventana Protocol Editor (Editor de protocolos), que muestra el archivo de protocolo
predeterminado.

Consejo: Para obtener informacion sobre cémo configurar su protocolo predeterminado,
consulte Cambio de los ajustes de archivo predeterminados en la pagina 68.
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Para abrir un nuevo archivo de protocolo desde el asistente de inicio

1.

En la ventana de inicio, realice una de las siguientes acciones para abrir el asistente de inicio si
no esta a la vista:

B Seleccione View (Vista) > Startup Wizard (Asistente de inicio).
B Hagaclic en Startup Wizard (Asistente de inicio) en la barra de herramientas.

De forma predeterminada, el asistente de inicio muestra la pestafia Run Setup (Configuracion de
la serie) con el tipo de instrumento CFX96™ seleccionado.

Si es necesario, seleccione el tipo de instrumento en la lista desplegable.
Haga clic en User-defined (Definida por el usuario) como el tipo de serie.

El cuadro de dialogo Run Setup (Configuracion de la serie) se abre en la pestafia Protocol
(Protocolo) y muestra el archivo de protocolo predeterminado.

Haga clic en Create New (Crear nuevo).

Se abre la ventana Protocol Editor (Editor de protocolos), que muestra el protocolo en tiempo real
predeterminado.

Para abrir un nuevo protocolo desde el cuadro de dialogo Run Setup (Configuracion de

la serie)

1.

En la ventana de inicio, realice una de las siguientes acciones para abrir el cuadro de dialogo Run
Setup (Configuracion de la serie):

B Seleccione Run (Serie) > User-defined Run (Serie definida por el usuario).

B Hagaclic en User-defined Run Setup (Configuracion de la serie definida por el usuario) en la
barra de herramientas.

El cuadro de didlogo Run Setup (Configuracion de la serie) se abre en la pestafia Protocol
(Protocolo) y muestra el archivo de protocolo predeterminado.

Haga clic en Create New (Crear nuevo).

Se abre la ventana Protocol Editor (Editor de protocolos), que muestra el protocolo en tiempo real
predeterminado.

Apertura de un protocolo existente en el editor de protocolos

CFX Manager Dx proporciona archivos del protocolo de muestra que puede editar y guardar como
protocolos nuevos personalizados. También puede crear un nuevo protocolo a partir de un protocolo
personalizado existente.
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Para abrir un archivo de protocolo de muestra
1. Enlaventana de inicio, seleccione File (Archivo) > Open (Abrir) > Protocol (Protocolo).

De forma predeterminada, el Explorador de Windows abre la ubicacién de la carpeta Sample files
(Archivos de muestra) de CFX Manager Dx.

2. Abrala carpeta Sample files (Archivos de muestra). Aparecen las siguientes carpetas:

B ConventionalProtocols (Protocolos convencionales): contiene archivos de protocolo de
ejemplo para el analisis de PCR tradicional.

B DataFiles (Archivos de datos): contiene archivos de datos de ejemplo que puede utilizar
para explorar las funciones de CFX Manager Dx.

B MeltCalibration (Calibracién de fusién): contiene archivos de protocolo de ejemplo para
su uso con el software de analisis de fusion de precision de Bio-Rad.

B Plates (Placas): contiene archivos de placa de ejemplo.

B RealTimeProtocols (Protocolos en tiempo real): contiene archivos de protocolo de
ejemplo para el analisis de PCR en tiempo real.

3. Abra la carpeta del protocolo del tipo de serie que desea realizar, ya sea ConventionalProtocols
(Protocolos convencionales) o RealTimeProtocols (Protocolos en tiempo real).

4. Seleccione el protocolo de su eleccion y haga clic en Open (Abrir).
El protocolo de muestra se abre en la ventana Protocol Editor (Editor de protocolos).

5. Seleccione File (Archivo) > Save As (Guardar como) y guarde el protocolo con un nombre nuevo
0 en una nueva carpeta.

Para abrir un protocolo existente
1. Enlaventana de inicio, realice una de las siguientes acciones:

B Seleccione File (Archivo) > Open (Abrir) > Protocol (Protocolo), navegue hasta el protocolo
objetivo, seleccionelo y haga clic en Open (Abrir).

B Abra Startup Wizard (Asistente de inicio) y realice una de las siguientes acciones:
[0 Para editar el protocolo mostrado, haga clic en Edit Selected (Editar seleccionado).

[0 Para editar un protocolo existente, haga clic en Select Existing (Seleccionar existente) y
navegue hasta el archivo objetivo.

El protocolo se abre en la ventana Protocol Editor (Editor de protocolos).
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2. Seleccione File (Archivo) > Save As (Guardar como) y guarde el protocolo con un nombre nuevo
0 en una nueva carpeta.

Configuracién de un nuevo protocolo

Consejo: Sien el archivo de protocolo se incluyen los parametros necesarios (por ejemplo, si
esta editando un archivo de placa existente), puede omitir esta seccion. Continte en Adicion de
pasos a un protocolo en la pagina 98.

Los nuevos archivos de protocolo requieren los siguientes parametros:
B Tipo de bloque

B Modo de exploracion para el tipo de bloque seleccionado

B Temperatura de la tapa

B Volumen de la muestra

Ajuste del tipo de bloque

CFX Manager Dx calcula automaticamente los aumentos de temperatura para los pasos de gradiente
en funcién del tipo de bloque.

Nota: El tipo de placa establecido en Protocol Editor (Editor de protocolos) debe ser el mismo
que el de la placa en el médulo de reaccion.

Para establecer el tipo de bloque

» Enlaventana Protocol Editor (Editor de protocolos), seleccione Tools (Herramientas) > Gradient
Calculator (Calculadora de gradiente) y elija el tipo de placa adecuado de la lista desplegable que
aparece.

Selecciéon del modo de exploracion para el tipo de bloque elegido

Para determinar el tiempo de serie del protocolo, seleccione el tipo de bloque objetivo y el modo de
exploracion.

Para seleccionar el tipo de bloque y el modo de exploracion

» Enlaventana Protocol Editor (Editor de protocolos), seleccione Tools (Herramientas) > Run time
Calculator (Calculadora de tiempo de serie) y elija el tipo de placa adecuado y el modo de
exploracion de la lista desplegable que aparece.

Ajuste de la temperatura de la tapa

CFX Manager Dx establece la temperatura de la tapa predeterminada en 105,0 °C.
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Puede cambiar los ajustes predeterminados o apagar el calentador de tapa segun resulte necesario
para el protocolo.

Consejo: Puede cambiar la temperatura de tapa predeterminada en el cuadro de didlogo User
Preferences (Preferencias de usuario). Consulte Ajuste de los parametros predeterminados del
protocolo en la pagina 70.

Para ajustar la temperatura de la tapa

1. Enlaventana Plate Editor (Editor de placas), seleccione Settings (Ajustes) > Lid Settings
(Ajustes de tapa).

Aparece el cuadro de dialogo Lid Settings (Ajustes de tapa).
2. Realice una de las siguientes acciones:

B Seleccione User Defined (Definido por el usuario) e introduzca un valor de temperatura en el
cuadro de texto.

B Seleccione Turn Off Lid Heater (Apagar calentador de tapa).

3. Haga clic en OK (Aceptar) para aceptar los cambios y cerrar el cuadro de dialogo.

Ajuste del volumen de la muestra

De forma predeterminada, CFX Manager Dx establece el volumen de la muestra para cada pocillo en
25 pl. Sin embargo, el rango de sistema CFX Dx es de 0-125 pl.

El instrumento utiliza uno de los dos modos de control de temperatura para determinar cuando la
muestra alcanza la temperatura objetivo en un protocolo:

B Calculated mode (Modo calculado): cuando el volumen de la muestra se establece en un
volumen adecuado para el bloque, el instrumento calcula la temperatura de la muestra en funcion
de su volumen. Este es el modo estandar.

B Block mode (Modo bloque): cuando el volumen de la muestra se establece en cero (0) pl, el
instrumento registra la temperatura de la muestra como la misma que la temperatura del bloque
medida.

Para establecer el volumen de la muestra para un bloque especifico

» Enlaventana Plate Editor (Editor de placas), escriba el valor correcto en el cuadro de texto
Sample Volume (Volumen de la muestra) de la barra de herramientas.

Consejo: Puede cambiar el volumen de la muestra predeterminada en el cuadro de dialogo User
Preferences (Preferencias de usuario). Consulte Cambio de los ajustes de archivo
predeterminados en la pagina 68.
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Adicion de pasos a un protocolo

Para anadir un paso a un protocolo

1.
2.

Abra el protocolo en la ventana Protocol Editor (Editor de protocolos).

Determine dénde desea insertar el nuevo paso. En la barra de herramientas, seleccione Before
(Antes) o After (Después) en la lista desplegable Insert Step (Insertar paso).

En el grafico, seleccione el paso anterior o posterior a aquel en que desea insertar el nuevo paso.
En el panel izquierdo, haga clic en Insert Step (Insertar paso).

Para cambiar la temperatura o el tiempo de espera, haga clic en el valor predeterminado del
grafico o el esquema del protocolo y escriba un nuevo valor.

(Opcional) En el panel izquierdo, haga clic en Step Options (Opciones del paso) para mostrar el
cuadro de dialogo Step Options (Opciones del paso) y modifique las opciones disponibles para el
paso seleccionado.

Consejo: Puede acceder al cuadro de dialogo Step Options (Opciones del paso) del menu
contextual en el panel del grafico o en el panel del esquema del protocolo.

Haga clic en OK (Aceptar) y, a continuacion, en Yes (Si) para guardar los cambios realizados en
el protocolo.

Aparece el cuadro de dialogo Save As (Guardar como).

En el cuadro de didlogo Save As (Guardar como), escriba un nombre para el nuevo archivo de
protocolo y haga clic en Save (Guardar).

Insercion de un paso de gradiente

Para insertar un paso de gradiente

1.

Compruebe que el tamario de la placa para el gradiente sea el mismo que el tipo de bloque del
instrumento, 96 pocillos.

Si todavia no lo ha hecho, seleccione el tamafio de placa para el gradiente:

Seleccione Tools (Herramientas) > Gradient Calculator (Calculadora de gradiente) y elija el tipo
de pocillo adecuado de la lista desplegable.

En la barra de herramientas, seleccione Before (Antes) o After (Después) en la lista desplegable
Insert Step (Insertar paso).

En el grafico o en el panel del esquema, seleccione el paso anterior o posterior al que desea
insertar el nuevo paso de gradiente.
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5. En el panel izquierdo, haga clic en Insert Gradient (Insertar gradiente). El nuevo paso de
gradiente queda resaltado en el grafico y el panel del esquema, por ejemplo:

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 H 4 5
350 C 950 C |
300 010 Iy i 650 C 1
i 550 C | 550 C I =
| 0:30 ! 030 o B
i ; T N
| ' 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 Bl /650 C for0:30 8 645
D 5 GOTO2 39 more times C |63.3
END D (614
ﬂ.‘ 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

La temperatura de cada fila en el gradiente aparece en la tabla Gradient (Gradiente) del panel
derecho.

6. Para editar el rango de temperatura del gradiente, realice una de las siguientes acciones:

B Haga clic en la temperatura predeterminada en el grafico o panel del esquema, e introduzca
una nueva temperatura.

B Haga clic en Step Options (Opciones del paso) para introducir el rango de gradiente en la
ventana Step Options (Opciones del paso).

B Cambie el valor del Range (Rango) en la tabla Gradient (Gradiente).

7. Para editar el tiempo de espera, haga clic en el tiempo predeterminado en la vista grafica o de
texto e introduzca un tiempo nuevo.

8. Haga clic en OK (Aceptar) y, a continuacion, en Yes (Si) para guardar los cambios.
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Introduccién de un paso GOTO

Nota: No puede insertar un paso GOTO dentro de un conjunto GOTO; no puede crear bucles
GOTO anidados.

Para introducir un paso GOTO

1.

En la barra de herramientas, seleccione Before (Antes) o After (Después) de la lista desplegable
Insert Step (Insertar paso).

En el grafico, seleccione el paso anterior o posterior al que desea insertar el paso GOTO.
En el panel izquierdo, haga clic en Insert GOTO (Insertar GOTO).

Para editar el numero de paso GOTO o el numero de repeticiones de GOTO, seleccione el
numero predeterminado en el grafico o panel del esquema, e introduzca un nuevo valor.

Haga clic en OK (Aceptar) y, a continuacion, en Yes (Si) para guardar los cambios.

Insercion de un paso de curva de fusién

Consejo: No puede insertar un paso de curva de fusion dentro de un bucle GOTO.

Nota: El paso de curva de fusion incluye una suspension de 30 segundos al principio del paso
que no se muestra en el protocolo.

Para insertar un paso de curva de fusion

1.

En la barra de herramientas, seleccione Before (Antes) o After (Después) de la lista desplegable
Insert Step (Insertar paso).

En el grafico, seleccione el paso anterior o posterior al que desea insertar el paso de curva de
fusion.
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3.

4.

5.

Creacion de un protocolo en el editor de protocolos

En el panel izquierdo, haga clic en Insert Melt Curve (Insertar curva de fusion). El nuevo paso de
la curva de fusién queda resaltado en el grafico y el panel del esquema, por ejemplo:

File

Settings  Tools

H 5' Insert Step | After

~ | Sample Volume pl  Est. Run Time 01:33:00

%0 C 950 C I
i m c 05 C 0:10 600 C { .
i 0:30 i o
& |7
i {10
| |
| L4
| 39 x
1 500 C for 10:00
2 950 C for5:00
3 MeltCurve o 35.0 increment 0.5
for 0:05 + Plate Read
rr 4 950 C for0:10
| 5600 C for0:30
"6 GOTO4 .39 moretimes
END
oK Cancel

Para editar el rango de temperatura de fusién o aumentar el tiempo, seleccione el niumero
predeterminado en el grafico o panel del esquema e introduzca un nuevo valor.

Haga clic en OK (Aceptar) y, a continuacion, en Yes (Si) para guardar los cambios.
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Adicion o eliminacion de un paso de lectura de placa

Consejo: Después de afiadir un comando de lectura de placa a un paso, el botén cambia a
Remove Plate Read (Eliminar lectura de placa) cuando selecciona dicho paso.

Para anadir una lectura de placa a un paso

1.

4.

En la barra de herramientas, seleccione Before (Antes) o After (Después) de la lista desplegable
Insert Step (Insertar paso).

En el grafico, seleccione el paso antes o después del cual desea insertar el paso de lectura de
placa.

En el panel izquierdo, haga clic en Add Plate Read to Step (Afadir lectura de placa al paso) para
afadir una lectura de placa al paso seleccionado.

Haga clic en OK (Aceptar) y, a continuacion, en Yes (Si) para guardar los cambios.

Para eliminar una lectura de placa de un paso

» En el gréfico, seleccione el paso que contiene la lectura de placa y haga clic en Remove Plate

Read (Eliminar lectura de placa) en el panel izquierdo.

Cambio de las opciones del paso

Para cambiar las opciones para un paso seleccionado

1.
2.

Seleccione el paso objetivo en el gréfico o el panel de esquema.

En el panel izquierdo, haga clic en Step Options (Opciones del paso) para abrir el cuadro de
dialogo Step Options (Opciones del paso).

También puede hacer clic con el botén derecho en el paso objetivo en cualquier panel y
seleccionar Step Options (Opciones del paso) en el menu que aparece.

Para afiadir, modificar o eliminar opciones:

B Introduzca un valor en el cuadro de texto adecuado.
B Edite un valor en el cuadro de texto especifico.

B Active o desactive una casilla de verificacion.

Haga clic en OK (Aceptar) para guardar los cambios y cerrar el cuadro de dialogo Step Options
(Opciones del paso).

Haga clic en OK (Aceptar) y después en Yes (Si) para guardar el protocolo.

102 | Sistemas CFX96 Dxy CFX96 Deep Well Dx



Creacion de un protocolo en el editor de protocolos

Eliminacién de un paso
Para eliminar un paso en el protocolo

1. Seleccione el paso en el panel del grafico o esquema.

2. Enelpanelizquierdo, haga clic en Delete Step (Eliminar paso) para eliminar el paso
seleccionado.

3. Haga clicen OK (Aceptar) y después en Yes (Si) para guardar el protocolo.

Copia, exportacién o impresion de un protocolo
Para copiar un protocolo

» Haga clic con el boton derecho en el esquema del protocolo y seleccione Copy Protocol (Copiar
protocolo).

Puede pegar el esquema en un archivo .txt, .xls, .doc o .ppt.
Para exportar un protocolo

1. Hagaclic con el botén derecho en el esquema del protocolo y seleccione Export Protocol
(Exportar protocolo).

Aparece el cuadro de didlogo Save As (Guardar como).

2. (Opcional) En el Explorador de Windows, navegue hasta una carpeta en la que guardar el archivo
del protocolo.

3. En File name (Nombre de archivo), escriba un nombre para el archivo de protocolo exportado.

4. Hagaclic en Save (Guardar).
Para imprimir un protocolo
» Haga clic con el botén derecho en el esquema del protocolo y seleccione Print (Imprimir).

Puede imprimir el esquema del protocolo en la impresora predeterminada.
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Creacidén de un protocolo con el escritor de protocolos
automatico

Importante: Bio-Rad no garantiza que el procesamiento de un protocolo creado con el escritor
de protocolos automatico siempre tenga como resultado un producto PCR en tiempo real.

El escritor de protocolos automatico de CFX Manager Dx genera automaticamente protocolos de

ciclaje basados en los siguientes parametros de entrada:

Amplicon length (Longitud de amplicon): longitud estimada del producto de PCR

Annealing temperature (Temperatura de hibridacién): T, de reaccion para los cebadores
utilizados

Si se desconoce la T,, puede utilizar la calculadora de T, para calcularla automaticamente en
funcién de sus secuencias de cebadores.

Nota: La T, se ajusta a partir de la informacion de la temperatura (T,,,) de fusion del cebador
que se basa en la enzima seleccionada y la velocidad del protocolo.

Enzyme type (Tipo de enzima): la enzima ADN polimerasa (ADN polimerasa de iTag™,
iProof™ u otro)

Si utiliza una enzima diferente a ADN polimerasa de iTaq o iProof, puede introducir mas
informacidn, incluido el rango de gradiente, el tiempo de activacién en caliente (en segundos) y el
tiempo de extensién final (en segundos).

Run speed (Velocidad de procesamiento): velocidad de reaccion (estandar, rapida o
ultrarrapida)

El escritor de protocolos automatico optimiza el protocolo dependiendo de la configuracion de
velocidad seleccionada. El tiempo de procesamiento total se determina por el nimero de pasos y
ciclos, el tiempo de incubacion en cada paso y el tiempo que lleva alcanzar la uniformidad a la
temperatura objetivo.

Mediante los parametros que ha introducido y las pautas PCR estandar, el escritor de protocolos
automatico genera automaticamente un protocolo de PCR personalizado con pasos de arranque en
caliente, desnaturalizacion inicial, hibridacion y extension. A continuacién puede ver una
representacion grafica del protocolo sugerido y editar, procesar o guardar el protocolo.
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Creacion de un protocolo con el escritor de protocolos automatico

Para crear un nuevo protocolo utilizando el escritor de protocolos automatico de CFX

Manager Dx:

1. Enlaventana de inicio, seleccione Tools (Herramientas) > Protocol AutoWriter (Escritor de
protocolos automatico).

Aparece el cuadro de dialogo Protocol AutoWriter (Escritor de protocolos automatico).

Protocol AutoWriter
Enter 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
i/ \ N N A tay Fal .
N AV AV WAV 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 €
| 300 010 720 €
i S0 C | 15
in 020 0
1
2
M x
=

2. Enlaseccion Enter Target Values/Enzyme (Introducir valores objetivo/enzima), realice lo

siguiente:

B Introduzca la temperatura de hibridacion (T,) para los cebadores, si se conoce.
Consejo: Consulte Uso de la calculadora de Ta en la pagina 106 para obtener mas
informacion.
Nota: Para obtener mas informacion acerca de los calculos utilizados en la calculadora
de T,, consulte Breslauer et al. 1986.

B Introduzca la longitud de amplicén en pares de bases (bp).

B Seleccione un tipo de enzima de la lista de opciones (ADN polimerasa de iTag™, iProof™ u
otro).

Consejo: Si selecciona Other (Otro) como el tipo de enzima, se activan los parametros
de la seccién Additional Parameters (Optional) (Parametros adicionales (opcional)).
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3. Sihaseleccionado Other (Otro) como el tipo de enzima, puede agregar al protocolo cualquiera
de los siguientes parametros, o todos:

B Rango de gradiente
B Temperatura de activacion en caliente
B Tiempo de extension final

4. Enlaseccion Type (Tipo), mueva la barra deslizante para seleccionar una velocidad de protocolo
(estandar, rapido o ultrarrapido). CFX Manager Dx ajusta el tiempo de procesamiento total.

5. Seleccione el tipo de PCR para realizar (el PCR en tiempo real es el predeterminado).

Con el PCR en tiempo real, CFX Manager Dx agrega un paso de lectura de placa para recopilar
datos de fluorescencia.

6. Enlaseccién Preview (Vista previa), revise el protocolo. Puede realizar cambios segun sea
necesario.

7. Realice una de las siguientes acciones:

B Hagaclic en OK (Aceptar) para guardar el protocolo nuevo. Después de guardarlo, el
protocolo se abre en el asistente de inicio. Haga clic en Edit Selected (Editar seleccionado)
para realizar cambios en el protocolo. Por ejemplo, es posible que necesite cambiar la
temperatura de la tapa y el volumen de la muestra.

B Hagaclic en Cancel (Cancelar) para cerrar la ventana sin guardar el protocolo.

Uso de la calculadora de T,

Cuando se desconoce la temperatura de hibridacién del cebador, puede utilizar la calculadora de T,
para calcular el valor. Puede utilizar el valor en Protocol AutoWriter (Escritor de protocolos
automatico) o en Protocol Editor (Editor de protocolos) para crear su protocolo.

Acerca de la calculadora de T,

La calculadora T, calcula el valor T, para cada cebador, asi como el valor T, para el protocolo a la
velocidad estandar.

La calculadora T, del protocolo se basa en los valores T, del cebador medio aplicando las siguientes
reglas:

B Siladiferencia entre los valores del cebador Ty, es >4 °C, T, = (el menor de los valores de los dos
cebadores T, +2) -4 °C
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Uso de la calculadora de Ta

B Siladiferencia entre los valores T,,, es de <4 °C, T, = (la media de los valores de los cebadores
Tm)—4°C
Método de recuento de pares de base

Para cada cebador, la calculadora T, utiliza el método de recuento de pares de base para secuencias
de 14 pares de bases (bp) o menos.

T = (WA+XT)*2) + ((y*G +z*C) * 4)
donde w, x, y y z son los numeros de las bases A, T, Gy C en la secuencia, respectivamente.
Método del vecino mas cercano

Para secuencias de mas de 14 bp de longitud se utiliza el método del vecino mas cercano. En el
método del vecino mas cercano, los calculos de la temperatura de fusion se basan en la relacion
termodinamica entre entropia (orden o medida de la aleatoriedad del oligonucleétido), entalpia (calor
liberado o absorbido por el oligonucleétido), energia libre y temperatura.

AH=AG+T*AS
donde:
B AH =valor de entalpia, cal/mol*K
B T =temperatura, Kelvin
B AS =valor de entropia, cal/mol*K
B AG = energialibre de Gibbs en cal/mol*K

El cambio en entropia y entalpia se calcula directamente sumando los valores para los pares de
nucleotidos que se muestran en la Tabla 12 (Breslauer et al. 1986).

La relacion entre la energia libre y la concentracion de reactivos y productos en equilibrio viene dada
por:

AG = R*T*In ((ADN * cebador)/(ADN + cebador))
donde R es la constante universal de los gases ideales (1,986 cal/mol*K).
Al sustituir G en las dos ecuaciones y resolver la T, se obtiene
T = AH/(AS + R*In((ADN * cebador)/(ADN + cebador)))
suponiendo que la concentracién de ADN y el complejo de ADN-cebador sea la misma.

Se ha demostrado empiricamente que hay un cambio de 5 kcal de energia libre (3,4 kcal) (Sugimoto
et al. 1996) durante la transicion de ADN monocatenario a ADN de forma B. Se trata, posiblemente,
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de energia de iniciacién de la hélice. Finalmente, al anadir un ajuste de sal se obtiene la ecuacion que
utiliza la calculadora de T:

T = (AH — 5(Kcal/K*mol))/(AS + (R * In(1/(cebador)))) + 16,6 log,, (molaridad de la sal)

No se requiere una constante de ajuste para la concentracion de la sal, dado que los diversos
parametros se determinaron a 1 M NaCl y el log4gde 1 es cero.

Los calculos termodinamicos suponen que la hibridacion tiene lugar a un pH 7,0. Los calculos de T,
suponen que las secuencias no son simétricas y contienen al menos una G o C.

La secuencia de oligonucleétido deberia tener al menos 14 bases de longitud para ofrecer valores de
T, razonables. Con menos de 14 bases se utiliza el método de recuento de pares de base (consulte
la Tabla 12 a continuacion).

Tabla 12. Constantes de interaccion de Breslauer

Interaccion AH AS AG
AA TT 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
cC 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 111 26,7 3.1
GG CcC 11 26,6 3,1
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Uso de la calculadora de T,

Para utilizar la calculadora de T,

1. Paraabrir la calculadora de T, realice una de las siguientes acciones:

Uso de la calculadora de Ta

B Sise encuentra en el Protocol AutoWriter (Escritor de protocolos automatico), haga clic en

T, Calculator (Calculadora de T).

B Enlaventana de inicio, seleccione Tools (Herramientas) > T, Calculator (Calculadora de

Ta).

Aparece el cuadro de didlogo T, Calculator (Calculadora de T,)

Ta Calculator X

Forward Primer

5‘|

Reverse Primer

3

Q)
Forward Tm Average of primer Tm's
©, | c
- Reverse Tm Ta at Standard Speed (iTaq)
Calcylate 0K Cancel

cebador de avance.

En el cuadro de texto Forward Primer (Cebador de avance), escriba o pegue la secuencia del

Consejo: Puede utilizar los botones A, T, G, y C situados a la izquierda del cuadro de

dialogo para introducir la secuencia.

(Cebador de retroceso).

4. Haga clic en Calculate (Calcular).

Escriba o pegue la secuencia del cebador de retroceso en el cuadro de texto Reverse Primer

La calculadora de T, calcula y muestra el T,,,de cada cebador y el promedio de los valores T,y

T, por ejemplo:
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Ta Calculator b4
Forward Primer

W\A) 5 _CTG GAG CCT TCAGTT GCAG |
Rewverse Primer

\D 5' |GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC |

Forward Tm Average of primer Tm's
G [m7 | c [583 |'c
Reverse Tm Ta at Standard Speed (Tag)

LQ) :56.9 ] C |54.3 c
oK Cancel

Si los valores del cebador T, distan por mas de 4 °C, el Protocol AutoWriter (Escritor de
protocolos automatico) utiliza el valor inferior de T,,, del cebador + 2 °C como base para calcular
el valor de T,, que puede modificar posteriormente cambiando la enzima y la velocidad de
reaccion.

La calculadora de T, genera una temperatura de hibridacion para la velocidad estandar con ADN
polimerasa de iTaqg. Cuando utilice una enzima diferente, los ajustes de velocidad ajustan
automaticamente la T .

5. Realice una de las siguientes acciones:

B Siha abierto la calculadora de T, desde el Protocol AutoWriter (Escritor de protocolos
automatico), haga clic en OK (Aceptar). Volverd al Protocol AutoWriter (Escritor de
protocolos automatico). La temperatura de hibridacion se modifica automaticamente.

B Siha abierto la calculadora de T, desde el menu Tools (Herramientas), registre los célculos
y haga clic en Cancel (Cancelar) para cerrar la calculadora.
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Un archivo de placa contiene informacién sobre parametros de la serie, como modo de exploracion,
fluorocromos y contenido de los pocillos. Después de la serie, el software CFX Manager™ Dx enlaza
el contenido de los pocillos a los datos de fluorescencia recopilados durante la serie y aplica el
analisis adecuado en la ventana Data Analysis (Analisis de datos). Por ejemplo, los pocillos cargados
con un tipo de muestra estandar se utilizan para generar una curva estandar.

El software CFX Manager Dx para crear placas: Plate Editor (Editor de placas) para series de PCR en
tiempo real y Setup Wizard (Asistente de configuracién) para analisis de expresion genética
normalizada.

El editor de placas incluye las siguientes funciones:
B Fluorocromos estandar y tipos de muestras que se deben asignar a los pocillos de la placa

B Capacidad de establecer objetivos de referencia y muestras de control para el analisis de la
expresion genética

B Capacidad de editar la configuracion de la placa antes, durante o después de una serie
B Capacidad de guardar archivos de placa para su reutilizacion
B Capacidad de imprimir el archivo de placa en una impresora predeterminada

El asistente de configuracion le guia para crear una disposicion de placa para el andlisis de expresion
genética normalizada. Puede utilizar el asistente de configuracion antes, durante o después de una
serie.
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Ventana Plate Editor (Editor de placas)

Puede utilizar el editor de placas para crear placas personalizadas o 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 Sample Type | Standad  ~
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
LEYENDA
1. La barra de menus proporciona un acceso rapido a los comandos del menu File (Archivo) y
Settings (Ajustes), asi como a las opciones de herramientas de edicion de placas.
2. La barra de herramientas proporciona un acceso rapido a funciones de carga de placas
importantes.
3. El panel principal muestra el esquema de la placa y las opciones de la placa conforme las
aplica.
4. El panel derecho muestra las opciones que utiliza para personalizar su placa.
5. El panel inferior muestra el tipo de placa y proporciona acceso rapido a la visualizaciéon de
las opciones.
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Ventana Plate Editor (Editor de placas)

Comandos del menu File (Archivo)

Save (Guardar): guarda el archivo de datos de la placa en la ubicacion especificada en la pestafia
File (Archivo) del cuadro de dialogo User Preferences (Preferencias de usuario). Consulte Cambio de
los ajustes de archivo predeterminados en la pagina 68 para obtener mas informacion. Este elemento
de menu solo esta disponible al crear un nuevo archivo de placa.

Save As (Guardar como): guarda el archivo de datos de la placa abierta con el nuevo nombre que
introduzca. Este elemento de menu solo esta disponible al crear un nuevo archivo de placa.

Extract Plate (Extraer placa): abre un cuadro de didlogo en el que puede extraer/guardar el archivo
de placa (.pltd). Este elemento de menu solo esta disponible al ver o editar un archivo de placa
existente.

Print (Imprimir): imprime el archivo de datos de la placa abierta.

Close (Cerrar): cierra el editor de placas.

Comandos del menu Settings (Ajustes)

Plate Size (Tamaio de la placa): proporciona opciones entre las que puede seleccionar un tamafio
de placa para la serie.

Nota: El sistema CFX Dx puede utilizar solo una placa de 96 pocillos.

Plate Type (Tipo de placa): permite elegir el tipo de pocillo en la placa que contiene las muestras:
BR blanco o BR claro. Para obtener un analisis de datos preciso, el tipo de placa seleccionado debe
ser el mismo que el tipo de placa utilizado en la serie.

Number Convention (Convencion de nimeros): permite seleccionar o deseleccionar la opcion de
mostrar unidades en notacién cientifica. El modo predeterminado debe mostrar unidades en notacion
cientifica.

Units (Unidades): permite elegir las unidades que se van a mostrar en las hojas de célculo cuando
realice la cuantificacion de desconocidos respecto a la curva estandar.

Comandos del menu Editing Tools (Herramientas de edicion)

Setup Wizard (Asistente de configuracién): abre el asistente de configuracion, en el que puede
definir los parametros de disposicion y andlisis para la placa actual. Puede utilizar el asistente de
configuracion antes, durante o después de la finalizaciéon de una serie.

Spreadsheet View/Importer (Vista/importador de hoja de calculo): abre el cuadro de dialogo
View (Vista), que muestra la disposicion de la placa como una plantilla en formato de hoja de calculo.
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Puede utilizar este cuadro de didlogo para exportar o importar datos de plantilla de placa en formato
.CSV.

Flip Plate (Girar placa): gira el contenido de la placa 180°.

Comandos de la barra de herramientas

H Guarda el archivo de placa actual.
Muestra una lista desplegable desde la que puede aumentar o disminuir la

ampliacioén de la vista de placa.

Muestra una lista desplegable desde la que puede seleccionar un modo de
&l 5can Mode | FRET  ~ exploracion, que da instrucciones al instrumento sobre los canales desde
los que recopilar datos de fluorescencia durante una serie.

Abre el administrador de grupos de pocillos, que puede utilizar para crear

":, Well Groups...
grupos de pocillos para la placa actual.

I@ Trace Styles Muestra un cuadro de dialogo en el que puede elegir los colores y simbolos
para los trazos de amplificacion.

Abre el cuadro de dialogo View (Vista), que muestra la disposicion de

== Spreadsheet View/Importer placa como una plantilla en formato de hoja de calculo. Puede utilizar
este cuadro de dialogo para exportar o importar datos de plantilla de
placa en formato .csv.

@ Plate Loading Guide Muestra los pasos necesarios para configurar una placa y cargar los
pocillos.
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Creacidén de un archivo de placa mediante el editor de
placas

Con el editor de placas, puede crear archivos de placa personalizados. También puede editar y
guardar archivos de placa guardados anteriormente o archivos de placa de muestra enviados con el
software CFX Manager Dx.

Para crear un nuevo archivo de placa, realice una de las siguientes acciones:
B Abra un archivo de placa en el editor de placas.
B Seleccione el tipo de placa.

Nota: El tipo de placa del archivo de placa debe ser el mismo que el tipo de la placa del
modulo de reaccion.

B Seleccione el modo de exploracion que se va a utilizar en el protocolo.
B Seleccione los fluorocromos que se van a utilizar en la placa.

B Seleccione el tipo de muestra, objetivos y muestras.

B Seleccione repeticiones, si procede.

B Guarde la disposicion de la placa.

Consejo: Para crear una nueva placa a partir de archivos de placa guardados anteriormente o
de archivos de placa de muestra, consulte Apertura de un archivo de placa existente en el editor
de placas en la pagina 117.

Apertura de un nuevo archivo de placa en el editor de placas
El software CFX Manager Dx ofrece varias opciones para abrir un nuevo archivo de placa:

B Desde la ventana de inicio

B Desde el cuadro de diadlogo Startup Wizard (Asistente de inicio)

B Desde el cuadro de dialogo Run Setup (Configuracion de la serie)

Para abrir un nuevo archivo de placa desde la ventana de inicio

» Seleccione File (Archivo) > New (Nuevo) > Plate (Placa).

Se abre la ventana Plate Editor (Editor de placas), que muestra el archivo de placa
predeterminado para el instrumento seleccionado.
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Consejo: Para obtener informacion sobre como configurar el archivo de placa
predeterminado, consulte Cambio de los ajustes de archivo predeterminados en la pagina
68.

Para abrir un nuevo archivo de placa desde el asistente de inicio

1.

En la ventana de inicio, realice una de las siguientes acciones para abrir el asistente de inicio si
no esta a la vista:

B Seleccione View (Vista) > Startup Wizard (Asistente de inicio).
B Hagaclic en Startup Wizard (Asistente de inicio) en la barra de herramientas.

De forma predeterminada, el asistente de inicio muestra la pestafia Run Setup (Configuracion de
la serie) con el instrumento CFX96™ seleccionado.

Si es necesario, seleccione el tipo de instrumento en la lista desplegable.

Para crear una nueva placa, haga clic en User-defined (Definida por el usuario) como el tipo de
serie.

Se abre el cuadro de didlogo Run Setup (Configuracién de la serie), que muestra la pestafia
Protocol (Protocolo).

Haga clic en la pestafia Plate (Placa) y en Create New (Crear nuevo).

Se abre la ventana Plate Editor (Editor de placas), que muestra la disposicion de la placa
predeterminada para el instrumento seleccionado.

Para abrir un nuevo archivo de placa desde el cuadro de dialogo Run Setup

(Configuracion de la serie)

1.

En la ventana de inicio, realice una de las siguientes acciones para abrir el cuadro de dialogo Run
Setup (Configuracion de la serie):

B Seleccione Run (Serie) > User-defined Run (Serie definida por el usuario).

B Haga clic en User-defined Run Setup (Configuracién de la serie definida por el usuario) en la
barra de herramientas.

Se abre el cuadro de didlogo Run Setup (Configuracion de la serie), que muestra la pestafia
Protocol (Protocolo).

Para crear una nueva placa, haga clic en la pestafia Plate (Placa) y en Create New (Crear
nuevo).

Se abre la ventana Plate Editor (Editor de placas), que muestra la disposicion de la placa
predeterminada para el instrumento seleccionado.
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Apertura de un archivo de placa existente en el editor de placas

El software CFX Manager Dx proporciona archivos de placa de muestra que puede editar y guardar
como una nueva placa. También puede crear un nuevo archivo de placa a partir de un archivo de
placa guardado anteriormente.

Para abrir un archivo de placa de muestra

1.

En la ventana de inicio, seleccione File (Archivo) > Open (Abrir) > Plate (Placa).

El Explorador de Windows abre la ubicacion de la carpeta Sample files (Archivos de muestra) de
CFX Manager Dx.

Abra la carpeta Sample files (Archivos de muestra) y, a continuacion, abra la carpeta Plates
(Placas).

Seleccione la placa de su eleccién y haga clic en Open (Abrir).
El archivo de placa de muestra se abre en la ventana Plate Editor (Editor de placas).

Seleccione File (Archivo) > Save As (Guardar como) y guarde el archivo de placa con un nombre
Nnuevo o en una nueva carpeta.

Para abrir un archivo de placa guardado anteriormente

1.

En la ventana de inicio, seleccione File (Archivo) > Open (Abrir) > Plate (Placa), navegue hasta la
placa objetivo, selecciénela y haga clic en Open (Abrir).

La placa objetivo se abre en la ventana Plate Editor (Editor de placas).

Seleccione File (Archivo) > Save As (Guardar como) y guarde el archivo de placa con un nombre
nuevo o en una nueva carpeta.
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Configuracién de un nuevo archivo de placa

Consejo: Sien el archivo de placa se incluyen los parametros necesarios (por ejemplo, si esta
editando una muestra o un archivo de placa existente), puede omitir esta seccion. Contintie en
Asignacion de parametros opcionales al archivo de placa en la pagina 125.

Los nuevos archivos de placa requieren los siguientes paradmetros:
B Tamafio de placa

B Tipode placa

B Modo de exploracion

B Un fluorocromo (tinte)

B Untipo de muestra

Seleccidén del tamaio y tipo de placa

Importante: Debe seleccionar el tamario de la placa durante la configuracion de la placa. No
puede cambiar el tamafio de la placa durante o después de una serie.

El software aplica el tamanio y el tipo de la placa a todos los pocillos durante la serie. Asegurese de
que el tamafo de la placa seleccionado es el mismo que el de la placa que va a utilizar en la serie.

Los instrumentos CFX96 y CFX96 Deep Well de Bio-Rad estan calibrados de fabrica para una gran
variedad de combinaciones de placa y tinte fluorescente. La calibracidn es especifica para el tipo de
instrumento, tinte y placa. Asegurese de que el fluorocromo que va a utilizar esta calibrado para el tipo
de placa que ha seleccionado.

Selecciéon del modo de exploracién

Los sistemas CFX96 y CFX96 Deep Well estimulan y detectan fluorocromos en cinco canales. Todos
los sistemas utilizan varios modos de exploracion de adquisicion de datos para recopilar datos de
fluorescencia durante una serie.

El software CFX Manager Dx proporciona tres modos de exploracion:
B All Channels (Todos los canales)

O Exploracanales de 1 a5 en los sistemas CFX96 y CFX96 Deep Well
= SYBR®/FAM

[0 Explorasolo el canal 1

[0 Permite una exploracién rapida
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® FRET
[0 Explorasolo el canal FRET

[0 Permite una exploracion rapida

Seleccion de fluorocromos

Importante: Antes de comenzar con la serie, el software CFX Manager Dx verifica que los
fluorocromos que ha especificado en la placa estan calibrados en dicho instrumento. No puede
procesar una placa si esta incluye los fluorocromos que no se han calibrado en ese instrumento.

Debe cargar al menos un fluorocromo en la disposicién de la placa antes de la serie. Puede anadir
todos los fluorocromos que sean necesarios en este momento, pero la placa debe contener al menos
uno. Los fluorocromos seleccionados aparecen como opciones para objetivos en Target Names
(Nombres de objetivos).

Utilice el cuadro de didlogo Select Fluorophores (Seleccionar fluorocromos) para cargar fluorocromos
(o tintes de placa) en los controles de la carga de pocillos de Plate Editor (Editor de placas). Los
fluorocromos que aparecen en el cuadro de didlogo Select Fluorophores (Seleccionar fluorocromos)
dependen del modo de exploracién que seleccione:

B All Channels (Todos los canales)
Aparecen todos los fluorocromos disponibles.

Consejo: Puede afiadir tantos fluorocromos como sea necesario, pero solo puede cargar un
fluorocromo por canal en cada pocillo.

= SYBR®FAM

Solo aparecen los fluorocromos del canal 1.
B FRET

Solo aparece el fluorocromo del canal 6.

Consejo: El fluorocromo FRET del canal 6 solo aparece cuando FRET es el modo de
exploracion seleccionado. No esta disponible para el modo de exploracion All Channels
(Todos los canales).

Nota: No puede afiadir o eliminar fluorocromos directamente desde el cuadro de didlogo Select
Fluorophore (Seleccionar fluorocromos). Debe calibrar nuevos fluorocromos en un instrumento
mediante el Calibration Wizard (Asistente de calibracion). Después de calibrar, el nuevo
fluorocromo se afiade automaticamente a la lista.
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Seleccion de tipos de muestras

Importante: Debe seleccionar al menos un tipo de muestra para asignar a los pocillos de la placa
antes de la serie.

El software CFX Manager Dx ofrece cinco tipos de muestras:

Desconocido

Estandar

NTC (sin control de plantilla)
Control positivo

Control negativo

NRT (sin control de transcriptasa inversa)

Asigna los tipos de muestras a los pocillos de la placa.

Configuracion de una nueva placa

Para configurar una nueva placa

1.
2.

Abra una nueva placa en la ventana Plate Editor (Editor de placas).

Para establecer el tamafio de la placa, seleccione Settings (Ajustes) > Plate Size (Tamafio de
placa) y, en el menu desplegable, seleccione el tamafo de placa adecuado.

Para establecer el tipo de la placa, seleccione Settings (Ajustes) > Plate Type (Tipo de placa) y,
en el menu desplegable, seleccione BR White (BR blanco) o BR Clear (BR claro).

También puede cambiar la convencién de niumeros y las unidades de visualizacion desde el
menu Settings (Ajustes):

B Para cambiar la convencion de nimeros, seleccione Settings (Ajustes) > Number
Convention (Convencién de numeros) y seleccione Scientific Notation (Notacion cientifica).

Consejo: Scientific Notation (Notacion cientifica) esta seleccionada de forma
predeterminada. En este caso, la seleccién de Scientific Notation (Notacion cientifica)
borra los valores predeterminados y establece la convencién de nimeros y el formulario
estandar.

B Para cambiar las unidades de visualizacion, seleccione Settings (Ajustes) > Units
(Unidades) y seleccione un nuevo valor unitario.
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Para establecer el modo de exploracion, seleccione el modo de exploracion adecuado en la lista
desplegable Scan Mode (Modo de exploracién) de la barra de herramientas de la ventana Plate
Editor (Editor de placas).

Seleccione los fluorocromos necesarios para la placa:

a. Enelpanel derecho, haga clic en Select Fluorophores (Seleccionar fluorocromos).

Aparece el cuadro de dialogo Select Fluorophores (Seleccionar fluorocromos). Puede ver los
fluorocromos disponibles para el tipo de modo de exploracién que ha seleccionado en el
Paso 5, por ejemplo:

|
§
!

Cal Orange 560
Cal Gold 540
VIC
3 RIOX
Texas Red
CalRed 610
Tex 615
4 Cy5
Quasar 670
5 Quasar 705
Cy3-3

0 (| (e (o R |

i

b. Para seleccionar un fluorocromo, haga clic en la casilla de verificacion Selected
(Seleccionado).

Consejo: Para eliminar un fluorocromo de la lista, desactive la casilla de verificacién
Selected (Seleccionado).

c. Paracambiar el color de visualizacién del fluorocromo, haga clic en el cuadro Color.

Nota: El color que ha seleccionado representa el fluorocromo en la ventana Plate Editor
(Editor de placas) y en los graficos Data Analysis (Analisis de datos).

d. Enelcuadro de dialogo Color, seleccione el color que desee o haga clic en Define Custom
Colors (Definir colores personalizados) y cree un nuevo color para representar el
fluorocromo.
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e. Haga clic en OK (Aceptar) para guardar los cambios y cerrar el cuadro de didlogo Select
Fluorophores (Seleccionar fluorocromos).

7. Debe seleccionar al menos un pocillo para cargar un tipo de muestra. De forma predeterminada,
se selecciona el pocillo A1.

En el panel de la placa, realice una de las siguientes acciones:
B Para cargar varios pocillos adyacentes, haga clic en un pocillo y arrastrelo al pocillo objetivo.

B Para cargar varios pocillos no adyacentes, mantenga pulsada la tecla Control y haga clic en
cada pocillo.

B Paracargar una columna entera con el mismo tipo de muestra, haga clic en el nUmero de la
columna.

B Para cargar una fila entera, haga clic en su numero de fila.
B Paracargar toda la placa, haga clic en la esquina superior izquierda de la placa.

Por ejemplo:

Plate Editor - New [m] x

File Settings Editing Tools ?

[=] i Scan Mode | All Channels v (5 Well Groups.. |[&] Trace Styles... = Spreadsheet View/Importer | () Plate Loading Guide

1 2 3 4 5 13 7 8 3 10 1 12

a

[#5 Select Fuorophares...

Sample Type -

none:

0 none.

none:

H ) Eperment Settings
L@] Clear Replicate #

¥ CearWels

View
Plate Type: BRCOlear 3 gomple  [] Wel Group  [2] Bidlogical Set ] Well Nate €3 e

8. Enelmenu desplegable Sample Type (Tipo de muestra), asigne un tipo de muestra al pocillo o
pocillos seleccionados.
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Sample Type w

Unknown

NTC

Positive Contral
Megative Control

NRT

Asigne al menos un fluorocromo a todos los pocillos que contienen un tipo de muestra. Puede
asignar mas de un fluorocromo a un pocillo 0 a un grupo de pocillos.

Nota: Puede asignar solo un fluorocromo por canal. No puede asignar mas de un
fluorocromo del mismo canal al mismo pocillo.

Consejo: Puede asociar un objetivo con el fluorocromo o puede asignar solo el fluorocromo
al pocillo en este momento y asociar un objetivo al fluorocromo después de procesar el
experimento.

B Para asignar solo un fluorocromo a los pocillos seleccionados, en la seccion Target Names
(Nombres de objetivos) del panel derecho, active la casilla de verificacién Load (Cargar)
para el fluorocromo especifico.

B Para asociar un objetivo con un fluorocromo, en la seccién Target Names (Nombres de
objetivos), elija un nombre objetivo de la lista desplegable para el fluorocromo especifico. El
software activa automaticamente su casilla de verificacion Load (Cargar).

Load Target Mame
] FAM

] SYBR

En el caso de los pocillos que contienen un tipo de muestra estandar, debe cargar una
concentracion. Cada pocillo puede contener un valor de concentracion diferente. De forma
predeterminada, el software CFX Manager Dx carga una concentracion de 1,00 E+ 06 a todos los
pocillos con un tipo de muestra estandar. Puede modificar el valor en caso necesario.

a. Enelpanelde la placa, seleccione el pocillo o grupo de pocillos estandar.

b. Enlaseccién Concentration (Concentracion), haga clic en Load (Cargar) para cargar el valor
al pocillo o pocillos seleccionados.

c. (Opcional) Para cargar otra concentracion, escriba el nuevo valor en el cuadro de texto
Concentration (Concentracion) y pulse Enter (Entrar).

d. Realice este paso en todos los pocillos con el tipo de muestra estandar.
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Consejo: Para cargar la misma concentracion a todos los pocillos estandar, asegurese
de que aparece <All> (Todos) en la lista desplegable debajo del valor de concentracion.
Para cargar el mismo valor de concentracién a todos los pocillos con un fluorocromo
especifico, haga clic en la lista desplegable y seleccione el fluorocromo.

11. Haga clic en OK (Aceptar) para guardar la placa nueva.
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Asignacion de parametros opcionales al archivo de placa

Un archivo de placa contiene informacion sobre el contenido de cada pocillo cargado con una muestra
para una serie. Después de la serie, el software CFX Manager Dx vincula el contenido de los pocillos
con los datos de fluorescencia recopilados durante el protocolo y aplica el analisis adecuado en la
ventana Data Analysis (Analisis de datos).

En CFX Manager Dx, puede asignar parametros a cada pocillo en su placa antes, durante o incluso
después de procesar experimentos. Puede asignar los parametros a un archivo de placa existente o a
uno nuevo. Estos parametros incluyen:

B Target names (Nombres de objetivos): nombre del objetivo o los objetivos de interés (genes o
secuencias) en cada pocillo cargado.

B Sample names (Nombres de muestras): identificador o condicion que se corresponde con la
muestra en cada pocillo cargado, como Oh, 1h o 2h.

Consejo: Los nombres de objetivos y nombres de muestras deben ser iguales entre pocillos
para comparar los datos en la pestafia Gene Expression (Expresion genética) de la ventana
Data Analysis (Analisis de datos). Cada nombre debe mostrar las mismas mayusculas y
minusculas, puntuacion y espaciado. Por ejemplo, «Actin» no es lo mismo que «actin», «2h»
no es lo mismo que «2 h.», y «Ratén 1» no es lo mismo que «ratén1». Para garantizar la
coherencia de los nombres, introduzca los nombres en la seccion Libraries (Bibliotecas), en
User (Usuario) > User Preferences (Preferencias de usuario) > Plate (Placa), disponible en
la pantalla de inicio.

B Biological sets (Conjuntos bioldgicos): identificador o condicién que se corresponde con un
conjunto de pocillos.

B Replicates (Repeticiones): cada pocillo que se utiliza para analizar la misma combinacion de
muestras y objetivos; es decir, para repetir reacciones de gPCR.

B Dilution series (Serie de dilucidn): cantidad para cambiar la concentracién del tipo de muestra
estandar en un grupo de repeticiones para crear datos de curva estandar para analizar.
Asignacién de un objetivo a pocillos

Consejo: Puede asignar el mismo nombre de objetivo a uno o varios pocillos. También puede
asignar varios objetivos al mismo pocillo.

Para asignar un objetivo a un pocillo o grupo de pocillos

1. En el editor de placas, asegurese de que el pocillo o grupo de pocillos tengan un tipo de muestra
asignado.

Manual de funcionamiento | 125



Capitulo 7 Preparacion de placas

Consulte Seleccion de tipos de muestras en la pagina 120 para obtener informacion sobre como
asignar tipos de muestras a pocillos.

2. Enelpanel de la placa, seleccione el pocillo o grupo de pocillos:
B Para seleccionar un solo pocillo, haga clic en el pocillo.

B Para seleccionar varios pocillos adyacentes, haga clic en un pocillo y arrastrelo al pocillo
objetivo.

B Para seleccionar varios pocillos no adyacentes, mantenga pulsada la tecla Control y haga
clic en cada pocillo.

B Para seleccionar una columna entera con el mismo tipo de muestra, haga clic en el niumero
de la columna.

B Para seleccionar una fila entera, haga clic en su niumero de fila.
3. Enel panel derecho, seleccione un nombre de la lista desplegable Target Name (Nombre de

objetivo) para cada fluorocromo seleccionado.

Load Target Mame
L] FAM
] SYEBR

4. Repita el Paso 3 para cada pocillo o grupo de pocillos a los que deba asignar un objetivo.

Consejo: Puede asignar el mismo nombre de objetivo o uno distinto para cada fluorocromo
seleccionado.

5. Haga clic en OK (Aceptar) para aceptar los cambios y guardar la placa.
Para eliminar un nombre de objetivo

» Para eliminar un nombre de objetivo del pocillo o grupo de pocillos seleccionado, desactive su
casilla de verificacion Load (Cargar).

Importante: Al eliminar un nombre de objetivo de un pocillo, también elimina su fluorocromo
asociado. Tenga cuidado al eliminar un nombre de objetivo de un pocillo.

Para anadir un nombre de objetivo a la lista
» Para aiiadir un nombre de objetivo a la lista desplegable, realice una de las siguientes acciones:

B Introduzca un nombre en la lista desplegable Target Name (Nombre de objetivo) y pulse
Enter (Entrar).
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Consejo: Los nombres de objetivos que afiade a una lista aparecen en las demas listas
de objetivos.

B Hagaclic en el simbolo + verde a la derecha de la lista desplegable, escriba un nombre para
el objetivo y pulse Enter (Entrar).

B Haga clic en User Preferences (Preferencias de usuario) en la barra de herramientas y
afada el nombre a la biblioteca de Target Names (Nombres de objetivos) de la pestafa Plate
(Placa).

Importante: Los nombres de objetivos que afiada en la lista desplegable solo estaran
disponibles para la placa actual, y solo si asigna el nombre a un pocillo y guarda la
disposicion de la placa. Si no asigna un nombre a un pocillo y guarda la disposicion de la
placa, el nombre no se guardara y no estara disponible para su uso en el futuro. Para afiadir
un nombre de objetivo de forma permanente, afiadalo también a la biblioteca de Target
Names (Nombres de objetivos) mediante el cuadro de didlogo User Preferences
(Preferencias de usuario). Los nombres que afiada a la biblioteca estaran disponibles
cuando vuelva a abrir el editor de placas. Consulte Ajuste de parametros de placa
predeterminados en la pagina 71 para obtener mas informacion.

Para borrar un nombre de objetivo de la lista
1. Hagaclic en User Preferences (Preferencias de usuario) en la barra de herramientas.

Aparece el cuadro de dialogo User Preferences (Preferencias de usuario), donde se muestra la
pestana Plate (Placa).

2. Enlabiblioteca de Target Names (Nombres de objetivos) en la pestafia Plate (Placa), seleccione
el nombre que desee borrar y pulse la tecla Delete (Eliminar).

3. Haga clic en OK (Aceptar) para guardar los cambios y salir del cuadro de dialogo User
Preferences (Preferencias de usuario).

Importante: No puede eliminar nombres de objetivos que haya guardado con un archivo de
placa. Los nombres personalizados que afada a la lista desplegable Target Names
(Nombres de objetivos) y no utilice y guarde con la placa se eliminaran automaticamente de
la lista. Los nombres que elimine de la biblioteca de Target Names (Nombres de objetivos)
se eliminaran permanentemente del software y ya no estaran disponibles para los usuarios.
Tenga cuidado al eliminar nombres de objetivos.

Asignacién de un nombre de muestra a los pocillos

Nota: Para asignar un nombre de muestra, debe asignar como minimo un fluorocromo a los
pocillos seleccionados. Si los pocillos seleccionados no tienen un fluorocromo asignado, la lista
desplegable Sample Names (Nombres de muestras) esta deshabilitada. Consulte Asignacion de
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un objetivo a pocillos en la pagina 125 para obtener informacion sobre cémo asignar
fluorocromos.

Consejo: Solo puede asignar un nombre de muestra a cada pocillo o grupo de pocillos.
Para asignar un nombre de muestra a un pocillo o grupo de pocillos

1. Enel editor de placas, asegurese de que el pocillo o el grupo de pocillos tenga un fluorocromo
asignado.

2. Enelpanel de la placa, seleccione el pocillo o grupo de pocillos.

3. En el panel derecho, seleccione un nombre en la lista desplegable Sample Names (Nombres de

muestras).
Sample Type w
Unknown
NTC

Positive Contral
Megative Control
NRT

4. Repita el Paso 3 para cada pocillo o grupo de pocillos a los que deba asignar un nombre de
muestra.

5. Haga clic en OK (Aceptar) para aceptar los cambios y guardar la placa.
Para eliminar un nombre de muestra

» Para eliminar un nombre de muestra de un pocillo o grupo de pocillos seleccionado, desactive su
casilla de verificacion Load (Cargar).

Para anadir un nombre de muestra a la lista
» Para afiadir un nombre de muestra a la lista desplegable, realice una de las siguientes acciones:

B Introduzca un nombre en la lista desplegable Sample Names (Nombres de muestras) y pulse
Enter (Entrar).

B Hagaclic en el simbolo + verde a la derecha de la lista desplegable y escriba un nombre
para la muestra.

B Hagaclic en User Preferences (Preferencias de usuario) en la barra de herramientas y
afada el nombre a la biblioteca de Sample Names (Nombres de muestras) de la pestafia
Plate (Placa).
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Importante: Los nombres de muestras que afiada en la lista desplegable solo estaran
disponibles para la placa actual, y solo si asigna el nombre a un pocillo y guarda la
disposicion de la placa. Si no asigna un nombre a un pocillo y guarda la disposicion de la
placa, el nombre no se guardara y no estara disponible para su uso en el futuro. Para afiadir
un nombre de muestra de forma permanente, afiadalo también a la biblioteca de Sample
Names (Nombres de muestras) mediante el cuadro de didlogo User Preferences
(Preferencias de usuario). Los nombres que afiada a la biblioteca estaran disponibles
cuando vuelva a abrir el editor de placas. Consulte Ajuste de parametros de placa
predeterminados en la pagina 71 para obtener mas informacion.

Para borrar un nombre de muestra de la lista

1.

Haga clic en User Preferences (Preferencias de usuario) en la barra de herramientas.

Aparece el cuadro de dialogo User Preferences (Preferencias de usuario), donde se muestra la
pestana Plate (Placa).

En la biblioteca de Sample Names (Nombres de muestras) en la pestafa Plate (Placa),
seleccione el nombre que desee borrar y pulse la tecla Delete (Eliminar).

Haga clic en OK (Aceptar) para guardar los cambios y salir del cuadro de dialogo User
Preferences (Preferencias de usuario).

Importante: No puede eliminar nombres de muestras que haya guardado con un archivo de
placa. Los nombres personalizados que afiada a la lista Sample Names (Nombres de
muestras) y no utilice y guarde con la placa se eliminan automaticamente de la lista
desplegable. Los nombres que elimine de la biblioteca de nombres de muestras se
eliminaran del software y ya no estaran disponibles para los usuarios. Tenga cuidado al
eliminar nombres de muestras.

Asignacioén de conjuntos biolégicos a pocillos

Nota: Para asignar un conjunto biolégico, debe asignar como minimo un fluorocromo a los
pocillos seleccionados. Al asignar un fluorocromo se habilita la lista desplegable Biological Set
Name (Nombre del conjunto bioldgico). Consulte Asignacién de un objetivo a pocillos en la
pagina 125 para obtener informacién sobre como asignar fluorocromos.

Consejo: Puede asignar un conjunto bioldgico a cada pocillo o grupo de pocillos.

Para asignar un conjunto biolégico a un pocillo o grupo de pocillos

1.

En las opciones de View (Vista) que aparecen en la parte inferior de la ventana Plate Editor (Editor de
placas), active la casilla de verificacion Biological Set (Conjunto biol4gico).

En el editor de placas, asegurese de que el pocillo o el grupo de pocillos tenga un fluorocromo
asignado.
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En el panel de la placa, seleccione el pocillo o grupo de pocillos.

En el panel derecho, seleccione un nombre en la lista desplegable Biological Set Name (Nombre
del conjunto bioldgico).

El software CFX Manager Dx selecciona automaticamente la casilla de verificacion Load
(Cargar).

Load Biological Set Name

O
1Hr

|

Repita el Paso 4 para cada pocillo o grupo de pocillos a los que deba asignar un conjunto
bioldgico.

Haga clic en OK (Aceptar) para aceptar los cambios y guardar la placa.

Consejo: Al asignar nombres de conjuntos biolégicos a pocillos se habilita Biological Set
Analysis Options (Opciones de analisis de conjuntos bioldgicos) en el cuadro de didlogo
Experiment Settings (Ajustes del experimento), donde puede realizar andlisis de muestras
en una de cuatro configuraciones. Consulte Cambio de ajustes del experimento en la pagina
136 para obtener mas informacion.

Para eliminar un conjunto biolégico

>

Para eliminar un conjunto biolégico del pocillo o grupo de pocillos seleccionado, desactive su
casilla de verificacion Load (Cargar).

Para anadir un nombre de conjunto biolégico a la lista

>

Para afiadir un nombre de conjunto biolégico a la lista desplegable, escriba un nombre en el
cuadro desplegable Biological Set Name (Nombre del conjunto bioldgico) y pulse Enter (Entrar):

Importante: Los nombres de conjuntos bioldgicos que afiada en la lista desplegable, solo
estaran disponibles para la placa actual y solo si asigna el nombre a un pocillo y guarda la
disposicién de la placa. Si no asigna un nombre a un pocillo y guarda la disposicion de la
placa, el nombre no se guardara y no estara disponible para su uso en el futuro.

Para visualizar todos los conjuntos biolégicos en la placa

>

Active la casilla de verificacion Biological Set (Conjunto bioldgico) en las opciones de View
(Vista) en la parte inferior de la ventana Editor.

WView
Sample [ Well Group Biological Set [ Well Note
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Todos los pocillos muestran el nombre de su respectivo conjunto biolégico, si lo tienen asignado.
El control Biological Set Name (Nombre del conjunto bioldgico) se muestra en el panel derecho.

Para ocultar los conjuntos bioldgicos, desactive la casilla de verificacion Biological Set (Conjunto
biolégico) en las opciones de View (Vista).

Asignaciéon de numeros de repeticiones a pocillos

Importante: Para asignar numeros de repeticiones, los pocillos seleccionados deben tener
contenidos idénticos de pocillos. Es decir, los pocillos seleccionados deben tener el mismo tipo 'y
fluorocromo. Si procede, también se les debe asignar los mismos nombres de objetivos y
muestras, y el mismo conjunto bioldgico. Si no coinciden, el software CFX Manager Dx no habilita

esta opcion.

Para asignar nimeros de repeticiones a un grupo de pocillos

1. En el editor de placas, asegurese de que los contenidos del grupo de pocillos sean idénticos.
2. Enelpanelde la placa, seleccione el grupo objetivo de pocillos.

3. Para asignar el mismo nuimero de repeticiones a todos los pocillos seleccionados, en la seccion
Replicate # (N.° de repeticiones) del panel derecho, escriba el nimero de repeticiones en el
cuadro y seleccione Load (Cargar).

Load Replicate #
3 %
Replicate Series
4. (Opcional) Para aplicar una serie de repeticiones a un conjunto de pocillos seleccionados:
a. Haga clic en Replicate Series (Series de repeticiones). La seccién Replicate # (N.° de

repeticiones) cambia para presentar las siguientes opciones:

Replicate Size: |1 =

Ak

Starting Replicate #: |1

i |

iz

(® Horizontal =%
() Vertical

i

Cancel Apply

B Replicate size (Tamaio de repeticién): numero que representa el nimero de pocillos
en cada grupo de repeticiones

B Starting replicate # (N.° inicial de repeticiones): el primer nimero en la serie de
repeticiones para el grupo de repeticiones seleccionado
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Nota: De forma predeterminada, el software CFX Manager Dx muestra el numero inicial
de repeticiones como un nimero mayor que el ultimo nimero de repeticiones asignado
en la placa. Por ejemplo, si el nimero de la tltima repeticion de la placa es cinco, el
siguiente numero inicial es el seis. Puede cambiar el nimero inicial a cualquier nimero
que no se haya asignado aun.

B Direccion de la carga (horizontal o vertical).

Haga clic en Apply (Aplicar) para aplicar los parametros a la serie y volver a la pantalla de
Replicate # (N.° de repeticiones).

5. Haga clic en OK (Aceptar) para aceptar los cambios y guardar la placa.

Para retirar un pocillo de una serie de repeticiones

» Seleccione un pocillo o un grupo de pocillos que desee eliminar y desactive la casilla de
verificacion Replicate # Load (Carga del n.° de repeticiones).

También puede hacer clic en Clear Replicate # (Borrar n.° de repeticiones) para borrar el nimero
de repeticiones de un pocillo o un grupo de pocillos seleccionado.

Asignacioén de una serie de dilucion a tipos de muestra estandar

Como se ha indicado anteriormente, se debe asignar un valor de concentracion a todos los pocillos
con el tipo de muestra estandar. Puede asignar una serie de dilucion a varios pocillos con el tipo de
muestra Standard (Estandar).

Nota: Para asignar una serie de dilucidn a un grupo de pocillos, los pocillos se deben incluir en
una serie de repeticiones. Consulte Asignacion de numeros de repeticiones a pocillos en la
pagina 131 para obtener mas informacion acerca de como afiadir pocillos a una serie de
repeticiones.

Para asignar una serie de dilucion a un grupo de pocillos de muestras estandar

1. Enel editor de placas, asegurese de que se cumplan los siguientes requisitos:

El tipo de muestra del grupo de pocillos es estandar.

Todos los pocillos del grupo tienen asignado al menos un fluorocromo y todos contienen los
mismos fluorocromos.

Todos los pocillos del grupo estan incluidos en la misma serie de repeticiones.

Nota: El software CFX Manager Dx habilita la opcion Dilution Series (Serie de dilucion)
solo cuando todos los pocillos seleccionados cumplan estos criterios.

2. Enelpanel de la placa, seleccione el grupo objetivo de pocillos.
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3. Enlaseccion Concentration (Concentracion) en el panel derecho, haga clic en Dilution Series
(Serie de dilucion). La secciéon Concentration (Concentracidon) cambia para mostrar las siguientes
opciones:

Starting Concentration: |1.00E+06

Replicates from: |9 =

to: |16 =

Dilution Factor: 10,000 =

() Increasing (@) Decreasing
<All>

Cancel Apply

B Starting concentration (Concentracion inicial): valor de concentracion desde el que se
inicia la serie

B Replicates from and to (Repeticiones de origen y destino): repeticiones en la serie a las
que se aplicara el factor de dilucién

®  Dilution factor (Factor de dilucion): cantidad para cambiar la concentracion dentro de
cada grupo de repeticiones

4. Configure los valores para las opciones o acepte los predeterminados.

5. De forma predeterminada, la serie de dilucion disminuye segun el factor de dilucion. Seleccione
Increasing (Ascendente) para aumentar la serie de dilucion.

6. (Opcional) De forma predeterminada, el factor de dilucion se aplica a todos los fluorocromos de la
serie de repeticiones. Si la serie contiene mas de un fluorocromo y desea aplicar la dilucién a un
solo fluorocromo, seleccionelo de la lista desplegable.

7. Haga clic en Apply (Aplicar) para aplicar la serie de dilucién al grupo de pocillos y vuelva a la vista
Concentration (Concentracion).

8. Haga clic en OK (Aceptar) para aceptar los cambios y guardar la placa.

Copia del contenido de un pocillo a otro pocillo

Puede copiar el contenido de un pocillo y pegarlo en otro o en varios pocillos. No obstante, puede
copiar el contenido de un solo pocillo. No puede seleccionar varios pocillos y copiar su contenido.

Para copiar el contenido de un pocillo a otro pocillo

1. Enel panel de la placa, seleccione el pocillo que desea copiar.

2. Haga clic con el botén derecho en el pocillo y seleccione Copy Well (Copiar pocillo).
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3. Seleccione el pocillo o los pocillos en los que desea pegar el contenido:
B Para seleccionar un solo pocillo, haga clic en el pocillo.

B Para seleccionar varios pocillos adyacentes, haga clic en un pocillo y arrastrelo al pocillo
objetivo.

B Para seleccionar varios pocillos no adyacentes, mantenga pulsada la tecla Control y haga
clic en cada pocillo.

4. Una vez seleccionados los pocillos objetivo, haga clic con el botdn derecho y seleccione Paste
Well (Pegar pocillo).

El software CFX Manager Dx pega el contenido del primer pocillo en los pocillos seleccionados.

Adicion de una nota a un pocillo

Puede afiadir una nota descriptiva a un pocillo. Puede ver las notas del pocillo en la pestana
Quantification (Cuantificacion) de la ventana Data Analysis (Analisis de datos).

Para anadir una nota a un pocillo

1. Enel panel de la placa, seleccione el pocillo o pocillos a los que desee afiadir una nota.

2. Enlaseccion View (Vista) en el panel inferior, seleccione Well Note (Nota del pocillo).
El area de la nota del pocillo aparece en el panel derecho.

Well Note

<none> v ‘

3. Escriba el contenido de la nota en el cuadro de texto y pulse Enter (Entrar).
El texto aparece en la parte inferior de los pocillos seleccionados.

Consejo: Si habia creado una nota de pocillo anterior, puede seleccionarla de la lista
desplegable y aplicarla a los pocillos seleccionados.

Borrado de todo el contenido de los pocillos

Puede borrar todo el contenido de un pocillo individual, de un grupo de pocillos o de toda la placa. Al
borrar los pocillos no se eliminan los datos de fluorescencia recogidos durante la lectura de placa.

Al borrar un pocillo se elimina permanentemente el contenido de todo el pocillo. Tenga cuidado al
borrar los pocillos.

Para borrar todos los ajustes de los pocillos

1. Enel editor de placas, seleccione el pocillo o el grupo de pocillos en el panel de la placa:
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Para seleccionar un solo pocillo, haga clic en el pocillo.

Para seleccionar varios pocillos adyacentes, haga clic en un pocillo y arrastrelo al pocillo
objetivo.

Para seleccionar varios pocillos no adyacentes, mantenga pulsada la tecla Control y haga
clic en cada pocillo.

Para seleccionar una columna entera con el mismo tipo de muestra, haga clic en el nimero
de la columna.

Para seleccionar una fila entera, haga clic en su niumero de fila.

En el panel derecho, haga clic en Clear Wells (Borrar pocillos).

El software CFX Manager Dx borra todos los ajustes de los pocillos seleccionados.

Haga clic en OK (Aceptar) para aceptar los cambios y guardar la placa.
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Cambio de ajustes del experimento

Utilice el cuadro de dialogo Experiment Settings (Ajustes del experimento) para ver o cambiar la lista
de objetivos o muestras, o para seleccionar el grupo de analisis de expresion genética y la opcion de
analisis si ha asignado conjuntos biolégicos a los pocillos de la placa.

En el cuadro de dialogo Experiment Settings (Ajustes del experimento), la pestafia Targets
(Objetivos) muestra una lista de nombres de objetivos para cada reaccion del PCR, como el gen
objetivo o las secuencias de genes de interés.

La pestafia Samples (Muestras) muestra una lista de nombres de muestras que indica la fuente del
objetivo, como por ejemplo una muestra tomada a 1 hora (1h) o de un individuo en concreto (ratén1).

Para cambiar los ajustes de placa mediante el cuadro de dialogo Experiment Settings
(Ajustes del experimento)

1. Para abrir el cuadro de dialogo Experiment Settings (Ajustes del experimento), realice una de las
siguientes acciones:

B En el panel derecho del editor de placas, haga clic en Experiment Settings (Ajustes del
experimento).

B Enlapestafia Gene Expression (Expresion genética) de la ventana Data Analysis (Analisis
de datos), haga clic en Experiment Settings (Ajustes del experimento).

Aparece el cuadro de didlogo Experiment Settings (Ajustes del experimento), donde se muestra
el contenido de la pestafia Targets (Objetivos).
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Experiment Settings

Targets  Samples

Mame a Full Name Reference S;::;;E
1 (R S
l GAPDH GAPDH B [
Mew: | Add
[] Show Analysis Settings
Biological Set Analysis Options: Target vs. Sample w

Exclude the following sample types from Gene Expression analysis:

MTC [] NRT [] Megative Control [ ] Posttive Cortrol [ ] Standard

Cancsl

Para anadir un nuevo nombre de objetivo o muestra, escriba un nombre en el cuadro de texto
New (Nuevo) de la pestafia adecuada y haga clic en Add (Afadir).

Para eliminar uno o mas nombres de objetivos o muestras de la lista, active la casilla de
verificacion del elemento en la columna Select to Remove (Seleccionar para eliminar) de la
pestaina correspondiente y haga clic en Remove checked item(s) (Eliminar elementos marcados).

El software CFX Manager Dx excluye NTC (sin control de plantilla) del tiempo de muestra del
analisis de expresién genética.

Para incluir tipos de muestra de NTC, desactive su casilla de verificacion en la seccidon Exclude
the following sample types (Excluir los siguientes tipos de muestras). Puede elegir excluir los
siguientes tipos de muestras activando la casilla de verificacion apropiada:

B NRT (sin control de transcriptasa inversa)
B Negative Control (Control negativo)
B Positive Control (Control positivo)

B Standard (Estandar)
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5.

En la pestafa Targets (Objetivos):

a.

Para seleccionar un objetivo como la referencia para un analisis de datos de expresion
genética, seleccidnelo en la columna Reference (Referencia).

Para ocultar los ajustes de analisis que se aplicaran en la pestafia Gene Expression
(Expresion genética) en la ventana Analysis Settings (Ajustes de analisis), desactive Show
Analysis Settings (Mostrar ajustes de andlisis).

El software oculta las siguientes columnas:
m  Color

B Show Chart (Mostrar grafico)

B Auto Efficiency (Eficiencia automatica)
m  Efficiency (%) (Eficiencia (%))

Para cambiar el color del objetivo cuando aparece en el grafico de expresion genética, haga
clic en su celda de la columna Color, seleccione un nuevo color en el cuadro de dialogo Color
que aparece y haga clic en OK (Aceptar).

Para mostrar el objetivo en el color seleccionado en el grafico de expresion genética,
seleccione su casilla de verificacion en la columna Show Chart (Mostrar grafico).

De forma predeterminada, CFX Manager Dx calcula automaticamente la eficiencia relativa
para un objetivo si sus datos incluyen una curva estandar.

Para usar un valor de eficiencia previamente determinado, introduzca el valor en su celda en
la columna Efficiency (%) (Eficiencia (%)) y pulse el botdn Enter (Entrar). CFX Manager Dx
desactiva la casilla de verificacion Auto Efficiency (Eficiencia automatica).

En la pestafia Samples (Muestras):

a.

Para seleccionar una muestra como la muestra de control para el analisis de datos de
expresion genética, active su casilla de verificacion en la columna Control.

Para asignar la condicion de control a una muestra para una serie, haga clic en su casilla de
verificacion en la columna Control.

Si aun no esté seleccionado, haga clic en Show Analysis Settings (Mostrar ajustes de
analisis) para ver o modificar los parametros de analisis que se aplicaran en la pestafia Gene
Expression (Expresion genética). El software oculta las columnas Color y Show Chart
(Mostrar gréfico).

138 | Sistemas CFX96 Dxy CFX96 Deep Well Dx



Creacion de grupos de pocillos

7. Sihaasignado uno o mas conjuntos bioldgicos a pocillos en la placa (consulte Asignacion de
conjuntos bioldgicos a pocillos en la pagina 129), seleccione una de las opciones siguientes en la
lista Biological Set Analysis Options (Opciones de andlisis de conjuntos biolégicos):

B Target vs. Sample (Objetivo frente a muestra): solo se utiliza el nombre de muestra del
pocillo en los calculos de expresién genética.

B Target vs. Biological Set (Objetivo frente a conjunto biolégico): solo se utiliza el
nombre de conjunto bioldgico en los célculos.

B Target vs. Sample_Biological Set (Objetivo frente a muestra_conjunto biolégico): el
nombre de la muestra y el nombre del conjunto biolégico se combinan para crear un solo
nombre utilizado en los célculos.

B Target vs. Biological Set_Sample (Objetivo frente a conjunto biolégico_muestra): el
nombre de la muestra y el nombre del conjunto biolégico se combinan para crear un solo
nombre utilizado en los célculos.

8. Haga clic en OK (Aceptar) para guardar los parametros en el cuadro de didlogo Experiment
Settings (Ajustes del experimento) y volver a la ventana Plate Editor (Editor de placas).

Creacion de grupos de pocillos

Los grupos de pocillos dividen una Unica placa en subconjuntos de pocillos que se pueden analizar de
forma independiente en la ventana Data Analysis (Analisis de datos). Una vez se han configurado los
grupos de pocillos, seleccione uno de ellos en la ventana Data Analysis (Analisis de datos) para
analizar los datos como un grupo independiente. Por ejemplo, configure grupos de pocillos para
analizar varios experimentos procesados en una placa o para analizar cada grupo de pocillos con una
curva estandar diferente.

Nota: El grupo de pocillos predeterminado es All Wells (Todos los pocillos).
Para crear grupos de pocillos
1. Paraabrir el administrador de grupos de pocillos, realice una de las siguientes acciones:

B Enlabarra de herramientas de Plate Editor (Editor de placas), haga clic en Well Groups
(Grupos de pocillos).

B Enlaventana Data Analysis (Analisis de datos), haga clic en Manage Well Groups
(Gestionar grupos de pocillos).

Aparece el cuadro de didlogo Well Groups Manager (Administrador de grupos de pocillos).
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Well Groups Manager

Add Group 1 w Delete
1 2 3 4 5 3 7 8 9 10 11 12
A | Stdl || Std2 || Std3
E | 5td3 || Std3 || 5td3
C MRET Jf NRT || NRT || NRT || NRT
n [ [
E MRET Jf NRT || NRT || NRT || NRT
F MRET Jf NRT || NRT || NRT || NRT
G
H

QK Cancel

2. Haga clic en Add (Ahadir) para crear un grupo nuevo. El menu desplegable muestra el nombre
del grupo como Group 1 (Grupo 1) para el primer grupo.

3. Seleccione los pocillos para el grupo de pocillos en la vista de placa haciendo clic y arrastrando a
través del grupo de pocillos. Los pocillos seleccionados aparecen en azul en el administrador.

4. (Opcional) Para cambiar el nombre del grupo, seleccione el nombre en el menu desplegable y
escriba uno nuevo.

5. (Opcional) Para borrar un grupo de pocillos, seleccione el nombre de la lista desplegable y haga
clic en Delete (Eliminar).

6. Haga clic en OK (Aceptar) para terminar y cerrar la ventana, o en Cancel (Cancelar) para cerrar la
ventana sin realizar cambios.

Importante: Para mostrar los grupos de pocillos, seleccione Well Groups (Grupos de pocillos) en
las opciones de View (Vista) en la parte inferior de la ventana Plate Editor (Editor de placas).
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Elementos de menu contextual para el cuadro de didlogo Well Groups Manager
(Administrador de grupos de pocillos)

En la Tabla 13 se enumeran los elementos del menu disponibles en el cuadro de didlogo Well Groups
Manager (Administrador de grupos de pocillos) cuando haga clic con el boton derecho en cualquier

pocillo.

Tabla 13. Elementos de menu contextual en el cuadro de didlogo Plate Editor Well
Selector (Selector de pocillos del editor de placas).

Elemento

Copy (Copiar)

Funcion

Copia el contenido de los pocillos que se pueden pegar en
otro pocillo o pocillos.

Copy as Image (Copiar como
imagen)

Copia la vista del selector de pocillos como una imagen.

Print (Imprimir)

Imprime la vista del selector de pocillos.

Print Selection (Imprimir
seleccion)

Imprime solo las celdas seleccionadas.

Export to Excel (Exportar a
Excel)

Exporta los datos a una hoja de calculo de Excel.

Export to CSV (Exportar a CSV)

Exporta los datos como un documento separado por
comas.

Export to Xml (Exportar a xml)

Exporta los datos como un documento .xml.

Export to Html (Exportar a html)

Exporta los datos como un documento .html.
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Cambio de los estilos de trazo

Durante la configuracion de la placa y mientras una serie se encuentra en curso, puede modificar el
colory el estilo de los trazos de amplificaciéon. Puede ver con facilidad los trazos en la ventana de
estado en tiempo real conforme se recogen los datos.

Para cambiar los estilos de trazo

1. Hagaclic en Trace Style (Estilo de trazo) en la barra de herramientas de Plate Editor (Editor de
placas).

Aparece el cuadro de didlogo Trace Styles (Estilos de trazo) para la placa abierta, por ejemplo:

Trace Styles

Fluerophore: Wells Color Symbol
SYBR ~| | Unknowns ~ None ~

Color Quick Set
Random by Well | | Random by Replicate | | Use Fluor Colors | | Use Target Colors | | Use Sample Colors

Well Labels: @) Sample Type (O Target Name () Sample Name () Symbol

1 &

4

6

oK Cancel

2. Parapresentar los estilos de trazo mediante un fluorocromo especifico, seleccionelo de la lista
desplegable de fluorocromos.

3. Paracambiar la presentacion de trazos:
a. Seleccione el tipo de trazo de la lista desplegable Wells (Pocillos).
b. Haga clic en su color en la columna Color.

c. Enelcuadro de didlogo Color que aparece, elija otro color para el trazo y haga clic en OK
(Aceptar).

El cambio del tipo de pocillo aparece en la cuadricula inferior.
d. (Opcional) Seleccione un simbolo para el trazo en la lista desplegable Symbols (Simbolos).

4. Paracambiar rapidamente el conjunto de colores, haga clic en la seleccion adecuada de la
seccion Color Quick Set (Ajuste rapido del color).
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Para ver las etiquetas de los pocillos en la cuadricula, seleccione el tipo de etiqueta en la seccion
Well Labels (Etiquetas de pocillos).

Haga clic en OK (Aceptar) para guardar los cambios o en Cancel (Cancelar) para cancelar los
cambios.
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Visualizacion de la placa en formato de hoja de calculo

La herramienta Spreadsheet View/Importer (Vista/importador de hoja de calculo) muestra el
contenido de una placa en formato de hoja de calculo. Puede utilizar la herramienta Spreadsheet
View/Importer (Vista/importador de hoja de calculo) para exportar el contenido de los pocillos en un
formato delimitado por tabuladores a una aplicacién como Microsoft Excel. También puede importar el
contenido de los pocillos desde una aplicacion delimitada por tabuladores.

Para utilizar la herramienta Spreadsheet View/Importer (Vista/importador de hoja de
calculo)

1.

En la barra de herramientas de Plate Editor (Editor de placas), haga clic en Spreadsheet
View/Importer (Vista/importador de hoja de calculo) para abrir el cuadro de dialogo Plate
Spreadsheet View (Vista de la hoja de célculo de la placa).

Plate Spreadsheet View

Fluors List: | SYBR - Export Template Import
=
Row a Column &) Sample Type Replicate # “Target Name “Sample Name | Starting Quantity Units =
D 10 Std 10 Tubulin dil-10 1.00DE+005  copy number
D 11 Std 11 Tubulin dil-11 1.000E+006  copy number
D 12 Std 12 Tubulin dil-12 LO0DE+007  copy number
E 1 Std 1 Actin dil-1 1.000E+002  copy number
E 2 Std 2 Actin dil-2 LOODE+003  copy number
E 3 Std 3 Actin dil-3 1.000E+004  copy number
E 4 Std 4 Actin dil-4 LOODE+005  copy number
E 5 Std 5 Actin dil-5 1.0DDE+006  copy number
E [ Std & Actin dil-s 1.000E+007  copy number
E 7 Std 7 Tubulin dil-7 LOODE+002  copy number
E 8 Std 8 Tubulin dil-8 1.000E+003  copy number
E 9 Std g Tubulin dil-9 L.O0DE+004  copy number
E 10 Std 10 Tubulin dil-10 1.000E+005  copy number
E 11 Std 11 Tubulin dil-11 LO0DE+006  copy number
E 12 Std 12 Tubulin dil-12 1.00DE+007  copy number =
[] Show Biological Set Name  [] Show Well Note 0K Cancel

El cuadro de dialogo de Spreadsheet View (Vista de la hoja de céalculo) muestra el contenido en la
placa para un solo fluorocromo. Para ver el contenido de la placa para otro fluorocromo,
seleccidnelo de la lista desplegable Fluors List (Lista de fluorocromos).

Haga clic en Export Template (Exportar plantilla) para exportar una plantilla de la hoja de calculo
de la placa a un archivo de Excel (formato .csv). Puede editar esta plantilla para importar la
informacion del contenido de los pocillos.

(Opcional) Haga clic en Import (Importar) para importar el contenido de los pocillos desde un
archivo delimitado por comas.

Para clasificar la hoja de calculo de acuerdo con los datos en una columna especifica, haga clic
en el triangulo situado junto al nombre de una columna.
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Consejo: Puede editar el contenido de cualquier celda de una columna que tenga un
asterisco (*) junto con el nombre de la columna (por ejemplo, *Target Name (*Nombre de
objetivo)).

Nota: Seleccione las unidades para los datos de curva estandar en la columna Quantity
(Cantidad) abriendo el editor de placas y seleccionando Settings (Ajustes) > Units (Unidades) en
la barra de menus. Una vez completada la serie de la placa, los datos de estos estandares
aparecen en el grafico Standard Curve (Curva estandar) de la pestaia Quantification
(Cuantificacion) en la ventana Data Analysis (Andlisis de datos) con las unidades que seleccione.

Elementos del menu contextual para la herramienta Plate Spreadsheet
View/Importer (Vista/importador de hoja de calculo de la placa)

Enla Tabla 14 se muestran los elementos de menu disponibles en la herramienta Spreadsheet
View/Importer (Vista/importador de hoja de calculo) cuando hace clic con el botén derecho en
cualquier pocillo de la herramienta.

Tabla 14. Elementos del menu contextual de la herramienta Plate Spreadsheet
View/Importer (Vista/importador de hoja de calculo de la placa)

Elemento Funcion

Copy (Copiar) Copia toda la hoja de calculo.

Copy as Image (Copiar Copia la hoja de calculo como un archivo de imagen.
como imagen)

Print (Imprimir) Imprime la hoja de calculo.

Print Selection Imprime solo las celdas seleccionadas.
(Imprimir seleccion)

Export to Excel Exporta el archivo a una hoja de célculo de Excel.
(Exportar a Excel)

Export to CSV Exporta el archivo como archivo .csv.
(Exportar a CSV)

Export to Xml (Exportar Exporta el archivo como archivo .xml.

axml)

Export to Html Exporta el archivo como archivo .html.
(Exportar a html)

Find (Buscar) Busca texto especifico.
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Tabla 14. Elementos del menu contextual de la herramienta Plate Spreadsheet
View/Importer (Vista/importador de hoja de calculo de la placa) (continuacion)

Elemento Funcion

Sort (Clasificar) Clasifica la hoja de calculo seleccionando hasta tres columnas de
datos en la ventana Sort (Clasificar).
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Creacion de una disposicion de placa con el asistente de configuracion de placas

Creacidén de una disposicion de placa con el asistente de
configuracién de placas

Puede utilizar el asistente de configuracion para introducir la informacion de disposicion de la placa
necesaria para el analisis de expresion genética normalizada, incluyendo:

B Nombres de objetivos

B Nombres de muestras

B Ubicacion de los objetivos y la muestra en la placa
B Genes de referencia

B Muestra de control

Puede utilizar el asistente de configuracion antes, durante o después de una serie.

Uso del asistente de configuracion de placas

En esta seccion se explica como crear una disposicion de la placa utilizando el asistente de
configuracion de placas. Para ver el contenido de cada pocillo en la placa con mayor facilidad, haga
clic en Zoom plate (Ampliar placa) en la parte superior del asistente de configuracion.

Importante: Volver a la pestafia Auto layout (Disposicion automatica) mientras se encuentra en
cualquier otra pestafia del asistente de configuracion reinicia la disposicion de la placa. Tenga
cuidado cuando seleccione esta pestana.

Consejo: Puede reiniciar la disposicion seleccionando Tools (Herramientas) > Clear Plate
(Desactivar placa) en el asistente de configuracion.

Para utilizar el asistente de configuracion de placas
1. Abra Plate Edito (Editor de placas).

2. Paraabrir el asistente de configuracion, elija Editing Tools (Herramientas de edicién) > Setup
Wizard (Asistente de configuracion).

Aparece el asistente de configuracion, donde se muestra la pestafia Auto layout (Disposicién
automatica).
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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 | Target4 | Target5 | Target6 | Target7 | Target8 | Targetd | Target10
Sample1 | Sample1 | Sample1 | Sample1 | Sample 1 | Sample1 | Sample1 | Sample1 | Sample 1
B8 Target2 | Target3 | Targetd | Target5 | Target6 | Target7 | Target8 | Targetd | Targeti0
Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2 | Sample2 | Ssmple2 | Sample2 | Sample2
o Target2 | Target3 | Targetd | Target5 | Target6 | Target7 | Target8 | Targetd | Targeti0
Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3 | Sample3
D Target2 | Target3 | Target4 | Target5 | Target6 | Target7? | Target8 | Targetd | Target10
Sample4 | Sample4 | Sample4 | Sample4 | Sample4 | Sampled | Sample4 | Sampled | Sampled
£ Target2 | Target3 | Target4 | Target5 | Target6 | Target7 | Target8 | Targetd | Target10
Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5 | Sample5
F Target2 | Target3 | Target4 | Target5 | Target6 | Target7? | Target8 | Targetd | Target10
Sample6 | Sample6 | Sample6 | Sample6 | Semple6 | Sample6 | Sample6 | Sample6 | Sample6
o Target2 | Target3 | Target4 | Target5 | Target6 | Target7 | Target8 | Targetd | Target10
Sample7 | Sample7 | Sample7 | Sample7 | Sample7 | Sample7 | Sample7 | Sample7 | Sample7
H Target2 | Target3 | Targetd | Target5 | Target6 | Target7 | Target8 | Targetd | Target10
Sample8 | Sample8 | Sample8 | Sample8 | Sample8 | Sample8 | Sample® | Sample8 | Sample8
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 ] O Byrow @ Bycolumn GLiiiio Next Cancel

3. Enlapestafia Auto layout (Disposicién automatica), realice lo siguiente:

a. Haga clic en un pocillo de la cuadricula y arrastrelo para especificar el area de la placa en la
que pretende cargar una muestra.

b. Introduzca el numero de objetivos y muestras que desee cargar.

Consejo: El nimero de objetivos y muestras debe ser igual al nimero de celdas
seleccionadas. Si los nimeros introducidos no encajan en el area seleccionada,
modifique los nimeros o el area de seleccion de la placa. La orientacién de los
elementos en la placa y su agrupacion se puede especificar.

c. (Opcional) Cambie la orientacion de la placa. Por ejemplo, puede establecer objetivos en
columnas y muestras en filas, o agruparlos por muestras.

d. Haga clic en Next (Siguiente) para continuar con la pestafia Target names (Nombres de
objetivos).

Nota: Sila disposicion de la placa no tiene un patrén regular, utilice la pestafia Target names
(Nombres de objetivos) para colocar manualmente sus objetivos, o la pestafia Sample
names (Nombres de muestras) para colocar sus muestras en la placa. Haga clic y arrastre
para seleccionar varios pocillos.

148 | Sistemas CFX96 Dxy CFX96 Deep Well Dx



Creacion de una disposicion de placa con el asistente de configuracion de placas

En la pestafia Target names (Nombres de objetivos), defina los nombres objetivo para los grupos
objetivo:

a. Realice una de las siguientes acciones:

B Pararenombrar los objetivos por grupo, establezca Select by (Seleccionar por) en
Target (Objetivo).

B Pararenombrar los objetivos por pocillo, establezca Select by (Seleccionar por) en Well
(Pocillo).

b. Seleccione un grupo objetivo o un pocillo de la cuadricula y escriba un nombre en la lista
desplegable Target name (Nombre de objetivo).

Consejo: Pulse Tab para seleccionar el siguiente grupo o pocillo a la derecha o Enter
(Entrar) para seleccionar el siguiente grupo o pocillo a continuacion. Asimismo, en las
pestafas Target name (Nombre de objetivo) y Sample name (Nombre de muestra),
mantenga pulsada la tecla Control y haga clic en un pocillo para seleccionar varios
pocillos no adyacentes.

c. Haga clic en Next (Siguiente) para continuar con la pestafia Sample names (Nombres de
muestras).

En la pestafia Sample names (Nombres de muestras), defina los nombres de muestras para los
grupos de muestras:

Haga clic en Next (Siguiente) para continuar con la pestafia Reference targets (Objetivos de
referencia).

En la pestafia Reference targets (Objetivos de referencia), seleccione uno o mas objetivos para
utilizarlos como referencias de expresion genética normalizada y haga clic en Next (Siguiente)
para continuar con la pestafia Control sample (Muestra de control).

En la pestafia Control sample (Muestra de control), seleccione una muestra para utilizarla como
un control para calculos de expresion genética relativos.

Haga clic en OK (Aceptar) para guardar la disposicion de la placa y vuelva al editor de placas, en
el que puede definir los parametros de la placa. Consulte Asignacion de parametros opcionales al
archivo de placa en la pagina 125 para obtener mas informacion.

También puede hacer clic en Previous (Anterior) para volver a una pestafna anterior para realizar
cambios.

Nota: Al volver a la pestafia Auto layout (Disposicion automatica) se reinicia
automaticamente la placa. Tenga cuidado al hacer clic en Previous (Anterior).
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Capitulo 8 Procesamiento de experimentos

En este capitulo se explica como procesar experimentos de analisis personalizados (definidos por el
usuario) o PrimePCR™ utilizando el software CFX Manager™ Dx.

Un archivo de datos de procesamiento contiene el protocolo y la informacién de placa de la serie. El
archivo también contiene los datos de los analisis que CFX Manager Dx realiza una vez finalizada la
serie.

El software CFX Manager Dx facilita la configuracion y el procesamiento de experimentos definidos
por el usuario o PrimePCR. La ventana Run Setup (Configuracion de la serie) le guia por los pasos
comunes para configurar un experimento hasta el cuadro de dialogo Run Setup (Configuracién de la
serie), desde el que inicia la serie.

Acceso a la ventana Run Setup (Configuracion de la serie)
Para acceder a la ventana Run Setup (Configuracion de la serie)

» Realice una de las siguientes acciones:

B Enla pestafia Run setup (Configuracién de la serie) del Startup Wizard (Asistente de inicio),
haga clic en User-defined (Definida por el usuario) o en PrimePCR.

B Enlaventana de inicio, haga clic en User-defined Run Setup (Configuracion de la serie
definida por el usuario) o en PrimePCR Run Setup (Configuracion de la serie PrimePCR) en
la barra de herramientas.

B Enlaventana de inicio, seleccione Run (Serie) > User-defined Run (Serie definida por el
usuario) o Run (Serie) > PrimePCR Run (Serie de PrimePCR).
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Ventana Run Setup (Configuracion de la serie)

En la ventana Run Setup (Configuracion de la serie) se ofrece acceso rapido a los archivos y ajustes
necesarios para configurar y procesar un experimento. Cuando elige procesar un experimento
definido por el usuario, la ventana Run Setup (Configuracion de la serie) se abre y muestra la pestana
Protocol (Protocolo). Cuando elige procesar un experimento PrimePCR, la ventana Run Setup
(Configuracion de la serie) se abre y muestra la pestafia Start Run (Iniciar serie).

Consejo: Consulte Realizacion de experimentos de PrimePCR en la pagina 170 para obtener
informacioén sobre PrimePCR; consulte Pestafia Start Run (Iniciar serie) en la pagina 160 para

obtener informacién sobre la pestafia Start Run (Iniciar serie).

Run Setup
[0 Protocol (EE3) Piste wp Stat Fun @

Create New

Select Existing
Selected Protocal

CFX_2stepimp prct

Preview
Est. Run Time: 01:09-00 (36 Wells-All Channels)

1 2

%0 C %0 C

f 300 0:10

CFX_2stepAmp prcl

550 C
0:30

Edt Selected

Sample Volume: 250l

¥ x

Neat 5>

152 | Sistemas CFX96 Dx y CFX96 Deep Well Dx




Ventana Run Setup (Configuracion de la serie)

LEYENDA

1. Las pestafias le guiaran para configurar y procesar un experimento:
B Pestafa Protocol (Protocolo): seleccione un protocolo existente para procesar
o editar, o cree un nuevo protocolo en Protocol Editor (Editor de protocolos).
B Pestana Plate (Placa): seleccione una placa existente para procesar o editar,
o cree una nueva placa en Plate Editor (Editor de placas).
B Pestana Start Run (Iniciar serie): vea los ajustes del experimento, seleccione
uno o mas bloques de instrumentos e inicie la serie.

2. En la ventana principal se muestran las opciones para cada pestafia conforme
las aplica.

3. Los botones de navegacion le dirigen a la pestafia Start Run (Iniciar serie).
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Pestaia Protocol (Protocolo)

La pestafia Protocol (Protocolo) muestra una vista previa del archivo de protocolo que va a procesar.
Un archivo de protocolo contiene las instrucciones para los pasos de temperatura del instrumento, asi
como las opciones del instrumento que controlan el ritmo de aumento, el volumen de la muestray la

temperatura de la tapa.

-
Run Setup [

[ Protocol (E5) Piate Il> Start Fun

Create New... Express Load
CFX_2stepAmp peci bl
Select Ensting.. X
Selected Protocol
CFX_2stepAmp prc Edit Selected ..
Preview
Est. Run Time: 01:05:00 (36 Wells-All Channsls) Sample Volume: 25u
1 2 3 4

%0 C 950 C
[ 300 0:10

/ \ 550 C S
0:30 T D

De forma predeterminada, el software muestra el protocolo definido en la seccion File Selection for
Run Setup (Seleccidn de archivos para configuracion de serie) en la pestafia Files (Archivos) del
cuadro de dialogo User (Usuario) > User Preferences (Preferencias de usuario). Puede cambiar el
protocolo predeterminado en el cuadro de dialogo User Preferences (Preferencias de usuario).
Consulte Cambio de los ajustes de archivo predeterminados en la pagina 68 para obtener mas

informacion.

En la pestafia Protocol (Protocolo), puede:

®  Crear un nuevo protocolo para procesarlo

B Seleccionar un protocolo existente para procesarlo o editarlo

Consulte el Capitulo 6, Creacion de protocolos para obtener mas informacion sobre la creacion y

modificacién de protocolos.
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Pestafia Protocol (Protocolo)

Para crear un protocolo nuevo

1. Enla pestafia Protocol (Protocolo), haga clic en Create New (Crear nuevo).
Aparece el editor de protocolos.

2. Utilice el editor de protocolos para crear un protocolo nuevo.

3. Haga clic en OK (Aceptar) para guardar el protocolo y vuelva a la pestafia Protocol (Protocolo) en
Run Setup (Configuracién de la serie).

4. Vealos detalles del protocolo y realice una de las siguientes acciones:

B Silos detalles son correctos, haga clic en Next (Siguiente) para continuar con la pestafa
Plate (Placa).

B Silos detalles son incorrectos, haga clic en Edit Selected (Editar seleccionado) para volver a
la ventana Protocol Editor (Editor de protocolos). Revise el protocolo, guarde los cambios y
haga clic en Next (Siguiente) en la pestafa Protocol (Protocolo) para continuar con la
pestana Plate (Placa).

Para seleccionar un protocolo existente
1. Enla pestafia Protocol (Protocolo), realice una de las siguientes acciones:
B Haga clic en Select Existing (Seleccionar existente) y navegue hasta un protocolo existente.

B Hagaclic en Express Load (Carga rapida) y seleccione un protocolo de la lista desplegable
de protocolos.

Consejo: Puede afiadir protocolos o eliminarlos de la lista desplegable Express Load
(Carga rapida). Consulte Adicion y eliminacion de protocolos de carga rapida a
continuacioén para obtener mas informacion.

2. Vealos detalles del protocolo y realice una de las siguientes acciones:

B Silos detalles son correctos, haga clic en Next (Siguiente) para continuar con la pestafa
Plate (Placa).

B Silos detalles son incorrectos, haga clic en Edit Selected (Editar seleccionado) para abrir el
editor de protocolos. Revise el protocolo, guarde los cambios y haga clic en Next (Siguiente)
en la pestafia Protocol (Protocolo) para continuar con la pestafia Plate (Placa).

Adicion y eliminacion de protocolos de carga rapida

Puede modificar el contenido de la lista desplegable Express Load (Carga rapida) que aparece en el
editor de protocolos. Los protocolos de esta lista se guardan en la siguiente carpeta:

c:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX\Users\<user_name>\ExpressLoad\
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Para modificar la lista Express Load (Carga rapida) de protocolos
1. Navegue hasta la carpeta ExpressLoad (Carga rapida) y abrala.
2. Revise los archivos de protocolo (.pcrl) de la carpeta.
3. Realice una de las siguientes acciones:
®  Elimine los protocolos de la carpeta para eliminarlos de la lista desplegable.

B Copie los protocolos en la carpeta para afiadirlos a la lista desplegable.
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Pestaria Plate (Placa)

Nota: Si el protocolo seleccionado en la pestafia Protocol (Protocolo) no incluye un paso de
lectura de placa para el analisis de PCR en tiempo real, la pestafia Plate (Placa) esta oculta. Para

ver la pestafia Plate (Placa), afiada al menos una lectura de placa al protocolo.

La pestafia Plate (Placa) muestra una vista previa del archivo de placa que va a cargar. En la serie de
PCR en tiempo real, el archivo de placa contiene una descripcién del contenido de cada pocillo,
incluidos sus fluorocromos, el modo de exploracién y el tipo de placa. El software CFX Manager Dx
utiliza estas descripciones para la recopilacion y el andlisis de datos.

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

De forma predeterminada, el software muestra la placa definida en la secciodn File Selection for Run
Setup (Seleccidén de archivos para configuracion de la serie) en la pestaria Files (Archivos) del cuadro
de dialogo User (Usuario) > User Preferences (Preferencias de usuario). Puede cambiar la placa
predeterminada en el cuadro de didlogo User Preferences (Preferencias de usuario). Consulte
Cambio de los ajustes de archivo predeterminados en la pagina 68 para obtener mas informacion.

En la pestafia Plate (Placa), puede:

B Crear una nueva placa para cargarla.

B Seleccionar una placa existente para cargarla o editarla.
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Consulte el Capitulo 7, Preparacion de placas para obtener mas informacion sobre la creacion y
modificacion de placas.

Para crear una nueva placa

1. Enla pestana Plate (Placa), haga clic en Create New (Crear nuevo).

Aparece el editor de placas.

2. Ultilice el editor de placas para crear una nueva placa.

3. Haga clic en OK (Aceptar) para guardar la placa y vuelva a la pestafa Plate (Placa) en Run Setup
(Configuracion de la serie).

4. Vealos detalles de la placa y realice una de las siguientes acciones:

Si los detalles son correctos, haga clic en Next (Siguiente) para continuar con la pestafa
Start Run (Iniciar serie).

Si los detalles son incorrectos, haga clic en Edit Selected (Editar seleccionado) para volver a
la ventana del editor de placas. Revise el archivo de placa, guarde los cambios y después
haga clic en Next (Siguiente) en la pestafia Plate (Placa) para continuar con la pestafia Start
Run (Iniciar serie).

Para seleccionar un archivo de placa existente

1. Enla pestaia Plate (Placa), realice una de las siguientes acciones:

Haga clic en Select Existing (Seleccionar existente) y navegue hasta un archivo de placa
existente.

Haga clic en Express Load (Carga rapida) y seleccione un archivo de placa de lalista
desplegable.

Consejo: Puede afiadir placas o eliminarlas de la lista desplegable Express Load
(Carga rapida). Consulte Adicion y eliminacion de archivos de placa de carga rapida a
continuacion para obtener mas informacion.

2. Vealos detalles de la placa y realice una de las siguientes acciones:

Si los detalles son correctos, haga clic en Next (Siguiente) para continuar con la pestafa
Start Run (Iniciar serie).

Si los detalles son incorrectos, haga clic en Edit Selected (Editar seleccionado) para abrir la
ventana del editor de placas. Revise el archivo de placa, guarde los cambios y después haga
clic en Next (Siguiente) para continuar con la pestafia Start Run (Iniciar serie).
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Adicién y eliminacion de archivos de placa de carga rapida

Puede modificar el contenido de la lista desplegable Express Load (Carga rapida) que aparece en el
editor de placas. Las placas que aparecen en esta lista se guardan en la siguiente carpeta:

c:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CF X\Users\<user_name>\ExpressLoad\
Para modificar la lista Express Load (Carga rapida) de archivos de placa
1. Navegue hasta la carpeta ExpressLoad (Carga rapida) y abrala.
2. Revise los archivos de placa (.pltd) de la carpeta.
3. Realice unade las siguientes acciones:
B Elimine los archivos de placa de la carpeta para eliminarlos de la lista desplegable.

B Copie los archivos de placa en la carpeta para afiadirlos a la lista desplegable.
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Pestaia Start Run (Iniciar serie)

En la pestafia Start Run (Iniciar serie) se muestra informacion sobre el experimento que se va a
procesar. También muestra el bloque o bloques del instrumento conectado en el que puede procesar
el experimento.

Run Setup @
Protocol | (23 Plate " Start Run
Run Information
Protecol: CFX_Z2stepAmp prcl
Plate: QuickPlate_96 wells_All Channels pltd
Notes:

Scan Mode:  All Channels
Start Run on Selected Block(s)

Block Name a Type Run Status | Sample Volume ID/Bar Code
O c FX96 Deep Wel Idle 25
CFXI6DW2 CFX96 Deep Wel Ide %
[] Crx3601 CFX96 Idie 2
CPX9602 CFX96 Idie 2

[] Select All Blocks

@ Plash Block indicator | | #7  Open Lid £ Qoselid

= Start Run

<< Prey.

En la pestafia Start Run (Iniciar serie) puede realizar lo siguiente:

B Verinformacion detallada sobre la serie, incluidos el archivo de protocolo, el archivo de placay el
modo de exploracion seleccionados.

B Anadir notas sobre la serie.

B Verdetalles sobre todos los instrumentos conectados, incluidos su estado de serie (en
funcionamiento o inactivo), el volumen de la muestra en pl, la temperatura de la tapa, el modo de
emulacion, asi como el ID o cddigo de barras, si estan disponibles.

Nota: Puede modificar las columnas que aparecen en la tabla Start Run on Selected Blocks
(Iniciar serie en los bloques seleccionados). Consulte Modificacion de detalles en la tabla
Selected Blocks (Bloques seleccionados) en la pagina 161 para obtener informacion.

B Seleccionar el bloque o bloques donde va a realizar la serie.
B Abrir o cerrar de forma remota la tapa de cada instrumento seleccionado.

B |Iniciar la serie.
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Modificacidon de detalles en la tabla Selected Blocks (Bloques seleccionados)

Puede modificar las columnas que aparecen en la tabla Start Run Selected Block(s) (Iniciar serie en
los bloques seleccionados). También puede modificar los valores predeterminados del volumen de la
muestra y la temperatura de la tapa en la tabla. Los cambios de configuracién se aplican a la serie que
se va a procesar.

Para anadir columnas en la tabla Start Run on Selected Blocks (Iniciar serie en los
bloques seleccionados)

» Haga clic con el botdn derecho en la tabla y seleccione una opcién en el menu que aparece.

Para eliminar columnas en la tabla Start Run on Selected Blocks (Iniciar serie en los
bloques seleccionados)

» Haga clic con el botdn derecho en la tabla y desactive la opcién del menu que aparece.

Para editar los valores de volumen de la muestra o temperatura de la tapa para un
bloque

» Seleccione la celda de volumen de la muestra o temperatura de la tapa para el bloque objetivo e
introduzca un nuevo valor en la celda.

Para anadir un ID de serie o codigo de barras para un bloque

» Seleccione la celda ID/Bar Code (ID/cédigo de barras) e introduzca un ID o escanee el bloque
con un lector de cédigos de barras.

Procesamiento de un experimento

Importante: Antes de procesar un experimento, asegurese de que el software antivirus de su
ordenador no inicie un escaneo durante la serie.

Para procesar un experimento

1. Enlapestafia Start Run (Iniciar serie), compruebe los detalles de la placa y el protocolo en la
seccion Run Information (Informacion de la serie).

2. (Opcional) Ahada notas acerca de la serie o experimento en el cuadro de texto Notes (Notas).
3. Active la casilla de verificacién de uno o mas bloques en los que desee realizar la serie.

Consejo: Para procesar el experimento en todos los bloques, seleccione Select All Blocks
(Seleccionar todos los bloques) ubicado bajo la tabla Selected Blocks (Blogues
seleccionados).
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4. (Opcional) Haga clic en Flash Block Indicator (Indicador flash de bloque) para hacer parpadear el
indicador LED en los bloques de instrumentos seleccionados.

5. Inserte las placas del experimento en el bloque:
a. Haga clicen Open Lid (Abrir tapa). La tapa motorizada de cada bloque seleccionado se abre.
b. Inserte un bloque de experimento en cada bloque seleccionado.

c. Hagaclicen Close Lid (Cerrar tapa).

Consejo: También puede pulsar el boton de la parte delantera de cada bloque para abrir y
cerrar la tapa.

6. Haga clic en Open Lid (Abrir tapa) y Close Lid (Cerrar tapa) para abrir y cerrar la tapa motorizada
de cada bloque de instrumentos seleccionado.

7. Visualice los detalles de la serie y realice una de las siguientes acciones:
B Silos detalles son correctos, haga clic en Start Run (Iniciar serie).

B Silos detalles son incorrectos:

[0 Corrija los detalles en la tabla Selected Blocks (Bloques seleccionados) y haga clic en
Start Run (Iniciar serie).

O Vuelva ala pestafia correcta y realice los cambios adecuados, guarde los cambios y
después haga clic en Next (Siguiente) para volver a la pestaia Start Run (Iniciar serie).

Para iniciar una nueva serie desde una serie anterior
P Realice una de las siguientes acciones:

B Seleccione File (Archivo) > Repeat a Run (Repetir una serie) en la barra de menus principal

del software; navegue hasta el archivo de datos de procesamiento que desee repetir y haga
doble clicen él.

B Seleccione la pestafia Repeat Run (Repetir serie) del asistente de inicio y haga doble clic en
el archivo de datos de procesamiento que desee repetir.

De forma opcional, en la pestafia Repeat Run (Repetir serie) puede hacer clic en Browse

(Examinar) y navegar, y hacer doble clic en el archivo de datos de procesamiento que desee
repetir.
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Cuadro de dialogo Run Details (Detalles de la serie)

Al hacer clic en Start Run (Iniciar serie), el software CFX Manager Dx le indica que guarde el archivo
de datos (.pcrd), inicia la serie y abre el cuadro de dialogo Run Details (Detalles de la serie). El cuadro
de didlogo Run Details (Detalles de la serie) incluye tres pestafias de estado:

B Run Status (Estado de la serie): utilice esta pestana para ver el estado actual del protocolo,
abrir o cerrar la tapa, pausar una serie, anadir repeticiones o detener la serie.

B Real-time Status (Estado en tiempo real): utilice esta pestafia para ver los datos de
fluorescencia de PCR en tiempo real a medida que se recopilan.

B Time Status (Estado de tiempo): utilice esta pestafia para ver un cronémetro de cuenta atras

para el protocolo.

Estas pestafas se explican en detalle en las secciones siguientes.

Pestana Run Status (Estado de la serie)

En la pestafia Run Status (Estado de la serie) se muestra el estado actual de una serie en curso.
Desde esta vista, puede controlar la tapa y cambiar la serie en curso.

Run Details - CFX Run [SIM83878] - admin_2017-07-31 17-10-48_SIM23878.pcrd

ﬁ Run Status @ Realtime Status @ Time Status

E=

Run Status Run Information
1 2 E 4 Protocol: | CFX_2stepAmp prol
%50 C %0 ¢ Plate: | QuickPlate_96 wells_Al
00 oo \ Sample Volume: | 250
® \ 550 C : i Scan Mode: | Al Channels
0:30 -
[ L] D Data Fie Name: | agmin_2017-07-31 17-10-
- 48_SIM83878 perd
Notes:
2
: ®
Step 1 of 4 95.0°C for 00:.0245 Sample:95.0°C
Repeat 1 of 1 | Remaining 01:05:45 | Lid 105°C
Running
£ OpenLid £} Cose Lid ] @&nﬂw ® =
p BonBock 00 s U 5o
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LEYENDA
1. Panel Run Status (Estado de la serie): muestra el progreso actual del protocolo.
2. Controles de Run Status (Estado de la serie): permite utilizar el instrumento o
interrumpir el protocolo actual.
3. Panel Run Information (Informacion de la serie): muestra detalles de la serie.

Comandos de Run Status (Estado de la serie)

Utilice los comandos de la pestafia Run Status (Estado de la serie) para utilizar el instrumento desde
el software o cambiar una serie que se encuentre en curso.

Nota: La realizacion de cambios en el protocolo durante la serie, como la adicién de repeticiones,
no cambia el archivo del protocolo asociado con la serie. Estas acciones se registran en Run Log
(Registro de serie).

27

: abre la tapa motorizada en los instrumentos seleccionados.

Importante: Al abrir la tapa durante una serie, se pausa la serie durante el paso actual y se
pueden modificar los datos.

s

: cierra la tapa motorizada en los instrumentos seleccionados.

—i'_EJ : afade mas repeticiones al paso GOTO actual en el protocolo. Esta opcién esta disponible solo

cuando se esta procesando un paso GOTO.

|

: omite el paso actual en el protocolo.
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Nota: Si omite un paso GOTO, el software le solicita que confirme que desea omitir todo el
bucle GOTO y continuar con el siguiente paso del protocolo.

4
[

Nota: Esta accion se registra en Run Log (Registro de serie).

:ilumina el LED en el instrumento seleccionado para identificar los bloques seleccionados.

: pausa el protocolo.

>

: reanuda un protocolo pausado.

: detiene la serie antes de que finalice el protocolo.

Nota: Detener una serie antes de que finalice el protocolo puede modificar los datos.
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Pestaia Real-time Status (Estado en tiempo real)

La pestafia Real-time Status (Estado en tiempo real) muestra datos de PCR en tiempo real recogidos
en cada ciclo durante la serie después de las dos primeras lecturas de placa.

-

Run Details - CFX Run [SIMB3878] - admin_2017-07-31 17-10-48_SIMB3876.perd =
2 Fun st @ Realme Status () Time Status

Amplification

RFU
- & B ¥ KB

EAFAM [ HEX [JTeasRed [1Cy5 [/ Quasar 705 WelGoup: AlWels ~  Step Number 3{Amp)

A G4 FAM Unkn
B GOS  FAM @ Unkn
c GOs  FAM Unkn
o GO7 FAM Unkn
i GO8 FAM Unkn
G G039 FAM Unkn
H G0 FAM Unkn

Step 3 of 4 @ 55.0°C for 00:00:26 Sample:55.0°C @
| Elahe Setup -
Repeat 5 of 40 Remaining 00:59:24 Lid 105°C
LEYENDA
1. Panel de amplificacion de trazos: muestra datos de amplificacion en tiempo real

durante la serie.

2. Identificador del grupo de pocillos: si los grupos de pocillos se identificaron en la
configuracion de placas, los usuarios pueden seleccionar un grupo de pocillos
especifico para ver sus trazos, pocillos e informacion tabular.

Identificador del nimero de paso: si el protocolo recopila datos a mas de un paso
(por ejemplo, durante la amplificacion y la curva de fusion), los usuarios pueden
seleccionar un paso especifico y ver los trazos recopilados en ese paso.

3. Panel del selector de pocillos: muestra los pocillos activos, inactivos y vacios en
la placa.
4. Panel de la tabla Plate setup (Configuracién de placa): muestra la configuracion

de la placa en formato tabular.
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Panel Run details (Detalles de la serie): muestra el estado en tiempo real de la
serie, incluidos:

B Paso actual

B Repeticion actual

B Temperatura actual

B Tiempo restante

B Temperatura de la muestra

B Temperatura de la tapa

Plate Setup (Configuracién de placa): abre el cuadro de didlogo Plate Setup
(Configuracion de placa), en el que los usuarios pueden modificar la
configuracioén de la placa actual durante una serie.

En la pestafia Real-time Status (Estado en tiempo real) puede:

Mostrar u ocultar trazos en tiempo real seleccionandolos en el panel selector de pocillos o en la
tabla de configuracion de placas.

Ver un solo trazo o grupos de trazos seleccionandolos en la lista desplegable de grupos de

Editar la placa o sustituir el archivo de placa.

Aplicar un archivo de PrimePCR a la serie.

Coémo mostrar u ocultar trazos en tiempo real

De forma predeterminada, todos los pocillos rellenados estan activos y aparecen en la tabla de
configuracion de placas. Los pocillos activos aparecen en azul en el panel selector de pocillos. En
este mismo panel, los pocillos ocultos aparecen en gris claro, y los pocillos no utilizados aparecen en

gris oscuro.

Puede ocultar trazos de los pocillos activos durante la serie. CFX Manager Dx continta recopilando
datos para todos los pocillos; cuando oculta los pocillos, sus datos no apareceran en la tabla de

configuracion de placas.
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Para ocultar trazos en tiempo real

» En el panel selector de pocillos, haga clic en los pocillos activos (azul) que desee ocultar.

Para mostrar trazos en tiempo real

» En el panel selector de pocillos, haga clic en los pocillos ocultos (gris claro) que desee mostrar.

Para obtener mas informacion sobre el selector de pocillos, consulte el Selector de pocillos en la
pagina 183.

Ediciéon de una configuracion de placa
Para editar una configuracion de placa

» Haga clic en Plate Setup (Configuracion de placa) y seleccione View/Edit Plate (Ver/editar placa).

Aparece la ventana Plate Editor (Editor de placas), en la que puede editar la placa mientras la
serie esta en curso. Para obtener mas informacion acerca de la edicién de placas, consulte el
Capitulo 7, Preparacion de placas.

Nota: También puede editar los estilos de trazo de la ventana Plate Editor (Editor de placas).
Los cambios aparecen en el diagrama de trazos de amplificacidn en la pestafia Real-time
Status (Estado en tiempo real).

Sustitucion de un archivo de placa

Consejo: La sustitucion de un archivo de placa es especialmente Gtil si inicia una serie con un
archivo de placa rapida en la carpeta ExpressLoad (Carga rapida).

Para sustituir un archivo de placa
» Haga clic en Plate Setup (Configuracién de placa) y seleccione una de las siguientes opciones:

B Replace Plate file (Sustituir archivo de placa): seleccione el nuevo archivo de placa de la lista
en la ventana del explorador

B Apply PrimePCR file (Aplicar archivo PrimePCR): busque un archivo de serie desde el que
se obtendra la disposicion de la placa utilizando la busqueda inteligente o haga clic en
Browse (Examinar) para encontrar un archivo que haya descargado desde el sitio web de
Bio-Rad y que no esté ubicado en la carpeta PrimePCR

Nota: CFX Manager Dx comprueba el modo de exploracion y el tamafio de la placa del
archivo de placa. Deben ser idénticos a los ajustes de serie con los que se inici6 la serie.
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Pestaina Time Status (Estado de tiempo)

En la pestafa Time Status (Tiempo) se muestra el tiempo restante para completar la serie actual.

Run Details - CFX Run [SIM83878] - admin_2017-07-31 17-10-48_SIM83878.pcrd ==

[ﬁd Run Status @ Realtime Status | () Time Status |

Running

01:02:02
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Realizaciéon de experimentos de PrimePCR

Los experimentos de PrimePCR utilizan una via o analisis especificos de la enfermedad que Bio-Rad
ha validado y optimizado por laboratorio himedo, y que estan disponibles en los formatos siguientes:

B Paneles con placas: placas que contienen analisis especificos para una ruta bioldgica o
enfermedad; incluyen controles de PrimePCR y genes de referencia

B Placas configuradas personalizadas: placas que se pueden configurar en una disposicion
definida por el usuario con la opcion de elegir andlisis para objetivos de interés, controles y
referencias

B Analisis individuales: tubos que contienen grupos de cebadores individuales para su uso en
reacciones en tiempo real

Para reducir el tiempo general de la serie, puede eliminar el paso de fusidn del protocolo. Bio-Rad
recomienda que no realice ninguna otra modificacion a un protocolo de serie de PrimePCR. El
protocolo predeterminado es el que se utilizé para la validacién del analisis. Cualquier desviacién
puede afectar a los resultados. Los cambios al protocolo se anotan en la pestafia Run Information
(Informacion de la serie) del archivo de datos resultante y en cualquier informe que se cree.

Para iniciar una serie de PrimePCR
» Parainiciar una serie de PrimePCR, realice cualquiera de las siguientes acciones:

B En el asistente de inicio, seleccione PrimePCR en la pestafia Run Setup (Configuracion de la
serie) y después seleccione la quimica adecuada (SYBER o sonda).

B Seleccione una serie de PrimePCR de la lista Recent Runs (Series recientes) en la pestafia
Repeat run (Repetir serie) del asistente de inicio.

B Seleccione File (Archivo) > New (Nuevo) > PrimePCR Run (Serie de PrimePCR) en la
ventana de inicio.

B Seleccione File (Archivo) > New (Nuevo) > PrimePCR Run File (Archivo de serie de
PrimePCR) en la ventana de inicio.

B Arrastre y coloque un archivo de serie de PrimePCR en la ventana de inicio.

Después de seleccionar una serie de PrimePCR, la ventana Run Setup (Configuracion de la serie) se
abre en la pestafia Start Run (Iniciar serie) con la disposicién de la placa de PrimePCR
predeterminada cargada en funcion del instrumento seleccionado.
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Para eliminar el paso de fusion del protocolo

» Enla pestaia Protocol (Protocolo), desactive la casilla adyacente a Include Melt Step (Incluir
paso de fusion).

Para importar la informacion objetivo para las placas de PrimePCR en una disposicion
de la placa

1. Realice una de las siguientes acciones:

B Enla pestafa Real-time Status (Estado en tiempo real) del cuadro de dialogo Run Details
(Detalles de la serie), seleccione Plate Setup (Configuracion de placa) > Apply PrimePCR
File > (Aplicar archivo PrimePCR).

B Enlaventana Data Analysis (Analisis de datos), seleccione Plate Setup (Configuracién de
placa) > Apply PrimePCR File (Aplicar archivo PrimePCR).

2. Enelcuadro de didlogo PrimePCR run file (Archivo de serie de PrimePCR), haga clic en Browse
(Examinar) para navegar al archivo de PrimePCR adecuado (.csv).

3. Seleccione el archivo de PrimePCR objetivo y haga clic en Open (Abrir).

CFX Manager Dx importa la informacion objetivo en la disposicion de la placa.
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datos

CFX Manager™ Dx ofrece varios métodos para abrir y ver archivos de datos. Puede:

B Seleccionar File (Archivo) > Open (Abrir) > Data File (Archivo de datos) en la ventana de inicio y
buscar el archivo .pcrd.

B Seleccione File (Archivo) > Recent Data Files (Archivos de datos recientes) en la ventana de
inicio para seleccionar de una lista de los Ultimos diez archivos de datos abiertos.

Ventana Data Analysis (Analisis de datos)

La ventana Data Analysis (Andlisis de datos) muestra varias pestafias, cada una de las cuales
muestra los datos analizados para un método de analisis especifico o informacion especifica de la
serie. Las pestafias aparecen solo si los datos recopilados en la serie estan disponibles para ese tipo
de analisis.

Quantffication Quantfication Data Mett Curve Mett Curve Data Eﬂﬂ Gene Expression End Point l’-(_:.? Custom Data View ac [% Run Information
Consejo: Para elegir las pestafias que desea mostrar, seleccidnelas en el menu desplegable
View (Vista) de la ventana Data Analysis (Analisis de datos). Para volver a la disposicion original,

seleccione Ajustes) > Restore Default Window Layout (Restablecer la disposicion de ventana
predeterminada).

Manual de funcionamiento | 173



Capitulo 9 Descripcién general del analisis de datos

Barra de herramientas de Data Analysis (Analisis de datos)

La barra de herramientas de la ventana Data Analysis (Analisis de datos) ofrece acceso rapido a

funciones importantes de analisis de datos.

o
Plate Setup ~

':|AIIWEII5 ~ || Fluorophore

Enla Tabla 15 se enumeran las funciones de los botones en la barra de herramientas.

Tabla 15. Barra de herramientas de la ventana Data Analysis (Analisis de datos)

Boton Nombre Funcién
Bl Plate Setup Ver/editar placa: abre el editor de placas
Plate Setup ~ (Configuracion de para ver y editar el contenido de los pocillos.
placa) Replace Plate file (Sustituir archivo de
placa): selecciona un archivo de placa para
sustituir la disposicion de la placa.
Apply PrimePCR file (Aplicar archivo
PrimePCR): selecciona un archivo de serie
para sustituir la disposicion de la placa para
una serie de PrimePCR™.
=3 Gestionar grupos Abre la ventana Well Groups Manager
- de pocillos (Administrador de grupos de pocillos) para

crear, editar y borrar grupos de pocillos.

Grupo de pocillos
All'Wells ~

Selecciona el nombre de un grupo de
pocillos existente del menu desplegable. La
seleccion predeterminada es All Wells
(Todos los pocillos). Este botdn solo
aparece cuando se crean grupos de
pocillos.

Modo de analisis
Fluorophore

Analiza los datos en modo Fluorophore
(Fluorocromo) o Target (Objetivo).

Ayuda

Abre una copia digital de este manual en
formato PDF de Acrobat.

174 | Sistemas CFX96 Dx y CFX96 Deep Well Dx



Ventana Data Analysis (Analisis de datos)

Barra de menus de Data Analysis (Analisis de datos)

Enla Tabla 16 se enumeran los elementos de la barra de menus en la ventana Data Analysis (Analisis

de datos).

Tabla 16. Elementos de la barra de menus de la ventana Data Analysis (Analisis de datos)

Elemento de
menu

File (Archivo)

Comando

Save (Guardar)

Funcion

Guarda el archivo.

Save As (Guardar como)

Guarda el archivo con un nuevo nombre.

Repeat Run (Repetir serie)

Extrae el archivo del protocolo y de la placa
de la serie actual para volver a procesarlo.

Close (Cerrar)

Cierra la ventana Data Analysis (Analisis
de datos).

View (Vista) Run Log (Registro de serie) Abre una ventana Run Log (Registro de
serie) para ver el registro de serie del
archivo de datos actual.

Quantification (Cuantificacion), Muestra los datos analizados en las
Melt Curve (Curva de fusion), pestafias seleccionadas en la ventana
Gene Expression (Expresion Data Analysis (Analisis de datos). Se debe
genética), End Point (Punto seleccionar al menos una pestana.
final), Custom Data View (Vista
de datos personalizada), QC
(CC), Run Information
(Informacion de procesamiento)
Settings (Ajustes) C Determination Mode (Modo Seleccione el modo Regression

de determinacion de Cg)

(Regresion) o Single Threshold (Umbral
unico) para determinar como se calculan
los valores de Cq para cada trazo.

Baseline Setting (Ajuste de
referencia)

Seleccione el método Baseline Subtraction
(Sustraccion de referencia) para los grupos
de pocillos seleccionados.
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Tabla 16. Elementos de la barra de menus de la ventana Data Analysis (Analisis de datos)

(continuacion)

Elemento de
menu

Comando

Analysis Mode (Modo de
analisis)

Funcion

Seleccidnelo para analizar datos por
fluorocromo o por objetivo.

Ciclos para analizar

Seleccione los ciclos que se deben
analizar.

Baseline Threshold (Umbral de
referencia)

Abre la ventana Baseline Threshold
(Umbral de referencia) para ajustar la
referencia o el umbral.

Trace Styles (Estilos de trazo)

Abre la ventana Trace Styles (Estilos de
trazo).

Plate Setup (Configuracién de
placa)

Abre Plate Editor (Editor de placas) para
very editar la placa; sustituir la placa actual
por una de un archivo de placas definido
por el usuario o un archivo de serie de
PrimePCR.

Include All Excluded Wells
(Incluir todos los pocillos
excluidos)

Incluye todos los pocillos excluidos del
analisis.

Mouse Highlighting (Resaltado
del ratén)

Enciende o apaga el resaltado simultaneo
de datos con el puntero del ratén.
Consejo: Si el resaltado del ratdn se
encuentra desactivado, pulse la tecla
Control para activarlo temporalmente.

Restore Default Window Layout
(Restaurar disposicion
predeterminada de ventana)
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Ventana Data Analysis (Analisis de datos)

Tabla 16. Elementos de la barra de menus de la ventana Data Analysis (Analisis de datos)

(continuacion)

Elemento de
menu

Comando

Funcion

Export (Exportar) Export All Data Sheets to Excel Exporta todas las vistas de hojas de calculo
(Exportar todas las hojas de de cada pestafia a un archivo de Excel
datos a Excel) individual.

Custom Export (Exportacion Abre la ventana de exportacion

personalizada) personalizada en la que se pueden
especificar los campos para exportar y el
formato del archivo.

Export to LIMS Folder (Exportar Abre una ventana para guardar datos en un

a carpeta LIMS) formato predeterminado en la carpeta
LIMS.

Seegene Export (Exportacion de  Abre una ventana para identificar la

Seegene) ubicacion para guardar los datos de todas
las vistas de hojas de calculo de archivos
de Excel estructurados especificamente
para su uso por parte de Seegene, Inc.

Tools Reports (Informes) Abre el informe para este archivo de datos.

(Herramientas)

Well Group Reports (Informes
del grupo de pocillos)

Abre la ventana Well Group Reports
(Informes del grupo de pocillos) para
generar informes para los grupos de
pocillos especificados.

Import Fluorophore Calibration
(Importar calibracion de
fluorocromo)

Seleccione un archivo de calibracion para
aplicarlo al archivo de datos actual.

gbase+

Inicia gbase+ v2.5 directamente a partir de
un archivo .pcrd si esta instalado.

Detalles de pestaias

Cada pestafa de la ventana Data Analysis (Analisis de datos) muestra datos en graficos y hojas de
calculo para un método de andlisis especifico, e incluye un selector de pocillos para seleccionar los
datos que desea mostrar. Cuando se abre, Data Analysis (Analisis de datos) muestra la pestafia
Quantification (Cuantificacion) de forma predeterminada. Puede utilizar los datos del grafico
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Amplification (Amplificacion) en la pestafia Quantification (Cuantificacion) para determinar los ajustes
de analisis adecuados para la serie.

@ Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Co
File View Settings Export Tools E\ate Setup v|; Fluorophore | ?
Quantfication Guantification Data EE Gene Expression {@} Custom Data View Qc B Fun Information
Amplification El Standard Curve 2
N : :
pil
o 1 © s
0
5
3 4 5 1] T 13
10? Log Starting Quantity
o s
@ = X Unkroun
Cycles [AiLeq S 7 FAM = 005 RA2=0020 SIepEe- 575 e 106
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Well | Fuor 4| Target & Content ¢ Sample ¢ Cq <
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FO5  FAM  Tubdn 53 ) 1440
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Completed | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit

Nota: El software vincula los datos de los paneles de cada pestafia Data Analysis (Analisis de
datos). Por ejemplo, al resaltar un pocillo situando el puntero del ratén sobre el pocillo en la vista
del selector de pocillos se resaltan los datos de todos los demas paneles.

Step Number Selector (Selector del nimero de paso)

Los sistemas CFX96 y CFX96 Deep Well pueden adquirir datos de fluorescencia en varios pasos de
protocolo; el software mantiene los datos adquiridos en cada paso de manera independiente. El
software muestra el selector del numero de paso. Cuando un protocolo contiene como minimo un
paso de recogida de datos, el software CFX Manager Dx muestra los datos del primer paso de
recogida.

Si el protocolo contiene mas de un paso de recogida, puede seleccionar otro paso de la lista
desplegable, por ejemplo:

Step Mumber: |3 e

Cuando selecciona un paso, el software aplica una seleccién a todos los datos que se muestran en la
ventana Data Analysis (Analisis de datos).
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Visualizacion de grupos de pocillos en Data Analysis (Analisis
de datos)

Los pocillos de la placa se pueden agrupar en subconjuntos para el analisis independiente utilizando
grupos de pocillos. Al crear grupos de pocillos, sus nombres de grupo aparecen en la lista
desplegable Well Groups (Grupos de pocillos) de la ventana Data Analysis (Analisis de datos), en la
barra de herramientas.

Si ha creado grupos de pocillos, el software muestra el grupo de pocillos predeterminado All Wells
(Todos los pocillos) cuando abre la ventana Data Analysis (Analisis de datos) mostrando los datos en
todos los pocillos con contenido en los graficos y hojas de calculo. Solo aparecen en el selector de
pocillos los pocillos de ese grupo de pocillos cargado con contenido y solo se incluyen en los calculos
de analisis de datos los datos de estos pocillos.

Nota: Sino ha creado grupos de pocillos, la lista desplegable Well Groups (Grupos de pocillos)
no aparece en la barra de herramientas.

Cambio del contenido de los pocillos después de una serie

Durante el analisis de datos, datos de fluorescencia que se recogieron de cada pocillo durante el
procesamiento nunca cambian al cambiar la manera en la que se muestran los datos cambiando el
contenido de los pocillos en el editor de placas. Una vez el médulo recoge los datos de fluorescencia,
no puede eliminar esos datos, pero puede elegir eliminar los datos de la vista y del analisis.

Para cambiar el contenido de los pocillos después de una serie

» Enlaventana Data Analysis (Analisis de datos), haga clic en Plate Setup (Configuracion de
placa) y seleccione una de las siguientes opciones:

B Edit/View Plate (Editar/Ver placa): abre el editor de placas, en el que puede realizar
cambios manuales a la disposicion.

B Replace Plate file (Sustituir archivo de placa): abre el navegador Select Plate
(Seleccionar placa), en el que puede navegar a un archivo de placa guardado anteriormente
con el que sustituir la disposicion de la placa actual.

®  Apply PrimePCR file (Aplicar archivo PrimePCR): abre el cuadro de didlogo del archivo
Select PrimePCR (Seleccionar PrimePCR), en el que puede navegar a un archivo de serie
de PrimePCR™ y aplicarlo a la disposicion de la placa.

Consejo: Puede agregar o editar informacion sobre el contenido del pocillo antes de una serie,
durante una serie o después de la finalizacion de una serie de PCR. Debe asignar un modo de
exploracién y un tamafio de placa antes de la serie. Estos parametros no pueden cambiar
después de la serie.
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Ajustes del analisis de datos

Los datos del grafico Amplification (Amplificacion) en la pestafia Quantification (Cuantificacion)
muestran la fluorescencia relativa (RFU) para cada pocillo en cada ciclo. Cada trazo en el grafico
representa los datos de un tnico fluorocromo en un pocillo. Estos datos se usan para determinar los
valores de Cq para cada pocillo y por fluorocromo. El software usa uno de dos modos para determinar
los valores de Cy:

B Regression (Regresion): aplica un modelo de regresion multivariable y no linear a trazos de
pocillos individuales y después utiliza este modelo para calcular un valor 6ptimo de Cq.

®  Single Threshold (Umbral tnico): utiliza un valor umbral tnico para calcular el valor de C, en
funcién del punto de cruce del umbral de trazos de fluorescencia individuales.

Seleccione Settings (Ajustes) > Cq Determination Mode (Modo de determinacion de Cq) para elegir el
modo de determinacion del Cq.

Ajuste del umbral

En el modo Single Threshold (Umbral Unico), puede ajustar el umbral de un fluorocromo haciendo clic
en la linea del umbral en el grafico Amplification (Amplificacion) y moviendo el puntero del ratén de
forma vertical. También puede especificar un umbral de cruce exacto para el fluorocromo
seleccionado.

Ajustes de referencia

El software fija automaticamente una base de referencia para cada pocillo de forma individual. El
ajuste de referencia determina el método de sustraccion de la referencia para todos los trazos de
fluorescencia. El software ofrece tres opciones de sustraccién de la referencia:

B No Baseline Subtraction (Sin sustraccion de referencia): muestra los datos como trazos de
fluorescencia relativa. Algunos andlisis no se pueden realizar en este modo de analisis, por lo
que el software no muestra las pestafias Gene Expression (Expresion genética), End Point
(Punto final) y Allelic Discrimination (Discriminacién alélica).

B Baseline Subtracted (Referencia sustraida): muestra los datos como trazos con la referencia
sustraida para cada fluorocromo en un pocillo. El software debe sustraer la referencia de los
datos para determinar los ciclos de cuantificacion, construir curvas estandar y determinar la
concentracion de las muestras desconocidas. Para generar un trazo con sustraccion de
referencia, el software ajusta la mejor linea recta posible a través de la fluorescencia registrada
de cada pocillo durante los ciclos de referencia y después sustrae los datos que mejor se ajustan
de los datos sustraidos del fondo en cada ciclo.
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B Baseline Subtracted Curve Fit (Ajuste de curva con referencia sustraida): muestra los
datos como trazos con la referencia sustraida y el software suaviza la curva con la referencia
sustraida mediante un filtro de media centrada. Este proceso se realiza para que cada C,
permanezca invariable.

Ademas de estas opciones, también puede seleccionar Apply Fluorescent Drift Correction (Aplicar
correccion de variacion de fluorescencia). Para pocillos que tengan valores RFU con una variacion
anomala, el software deriva una referencia estimada de los pocillos adyacentes para los que se genero
correctamente una linea de referencia horizontal.

Para cambiar el ajuste de sustraccion de la referencia

» Seleccione Settings (Ajustes) > Baseline Setting (Ajuste de referencia).

Modo de analisis

Los datos se pueden agrupar y analizar por fluorocromo o por nombre de objetivo. Cuando se agrupan
por fluorocromo, los trazos de los datos se muestran por fluorocromo segun se indica en la configuracion
de placa para esa serie. Los datos individuales de fluorocromo aparecen en la amplificaciéon y en el
grafico curva estandar (si esta disponible) cuando se seleccionan las casillas de verificacion adecuadas
del selector de fluorocromo, situadas bajo el grafico de amplificacion.

Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd

-; Fluorophore ?

File  View Settings Export Tools Elate Setup ~
E Quartification Quantification Data EE Gene Expression ':_!} Custom Data View ac a Run Information
Amplification EI Standard Curve EI
T T T T T
- E
o
IR S E E
4
Log Starting Quantity
O Standan
N S i 3 Unknown
1 —— FAM E: 92 Slope=-3.573 y-int=35.408
— HEX Iopa=-2 465 y-int=35 863
o —  Texss Rex 255 Siope=-3 353 y-int=35 431
Cycles Log Scale — o5 E 000 Slope=3.423 y-nt=35.216
| FAM HEX Texas Red Cy5 Step Number: |3 ~

Cuando se agrupan por objetivo, los trazos de los datos se muestran por nombre de objetivo segun lo
introducido en la configuracion de placa para ese procesamiento.
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ﬁ Data Analysis - G
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Para elegir un modo de analisis de datos
» Realice una de las siguientes acciones:
B Seleccione Settings (Ajustes) > Analysis Mode (Modo de analisis).

B Elija un modo del menu desplegable de Analysis Mode (Modo de analisis) en la barra de
herramientas.

Ciclos para analizar

Puede limitar el numero de ciclos para analizar. También puede analizar los datos de un conjunto de
ciclos determinado. El numero maximo de ciclos que puede analizar es 50.

Nota: La eliminacion de ciclos al principio de una serie puede tener un impacto significativo en
las lineas de referencia.

Para limitar el anadlisis de datos a un rango de ciclos especifico
1. Seleccione Settings (Ajustes) > Cycles to Analyze (Ciclos para analizar).
Aparece el cuadro de dialogo Cycles to Analyze (Ciclos para analizar).

2. Introduzca los valores correspondientes al ciclo de inicio y finalizacién y haga clic en OK
(Aceptar).

Haga clic en Restore Defaults (Restaurar valores predeterminados) en el cuadro de didlogo Cycles to
Analyze (Ciclos para analizar) para volver a los ciclos utilizados originalmente para analisis.
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Selector de pocillos

Utilice el selector de pocillos para mostrar u ocultar los datos de pocillos en los graficos u hojas de
célculo en la ventana Data Analysis (Analisis de datos). En el selector de pocillos Unicamente se
pueden seleccionar los pocillos cargados con muestra. El software tifie los pocillos en el selector de
pocillos:

B Azul: indica los pocillos seleccionados. Los datos de los pocillos seleccionados aparecen en la
ventana Data Analysis (Analisis de datos).

B Gris claro: indica los pocillos no seleccionados. Los datos de pocillos no seleccionados no
aparecen en la ventana Data Analysis (Analisis de datos).

B Gris oscuro: indica los pocillos vacios.

Para mostrar u ocultar datos de pocillos
» En el selector de pocillos, realice una de las siguientes acciones:

B Para ocultar un pocillo, haga clic en el pocillo en cuestion. Para mostrar ese pocillo, vuelva a
hacer clic en él.

B Para ocultar varios pocillos, arrastre sobre los pocillos que desea seleccionar. Para mostrar
esos pocillos, vuelva a arrastrar sobre ellos.

B Haga clic en la esquina superior izquierda de la placa para ocultar todos los pocillos. Vuelva
a hacer clic en la esquina superior izquierda para mostrar todos los pocillos.

B Hagaclic en el inicio de una fila 0 una columna para ocultarlos. Vuelva a hacer clic en la fila o
columna para mostrarlos.

Manual de funcionamiento | 183



Capitulo 9 Descripcién general del analisis de datos

Elementos de menu contextual del selector de pocillos

Enla Tabla 17 se enumeran las opciones de menu contextual disponibles en la vista del selector de

pocillos.

Tabla 17. Elementos de menu contextual en los selectores de pocillos

Elemento

Well XX (Pocillo XX)

Funcion

Muestra solo este pocillo, elimina este pocillo de la vista, establece
un color para este pocillo o excluye este pocillo del analisis.

Selected Wells (Pocillos
seleccionados) (hacer clic con
el botdn derecho y arrastrar)

Muestra solo estos pocillos, elimina estos pocillos de la vista,
establece un color para estos pocillos o excluye estos pocillos del
analisis.

Copy (Copiar)

Copia el contenido del pocillo a un portapapeles, incluido el tipo de
muestra y el n.° de repeticiones opcional.

Copy as Image (Copiar como
imagen)

Copia la vista del selector de pocillos como una imagen.

Print (Imprimir)

Imprime la vista del selector de pocillos.

Print Selection (Imprimir
seleccion)

Imprime la seleccion actual.

Export to Excel (Exportar a
Excel)

Exporta los datos a una hoja de calculo de Excel.

Export to CSV (Exportar a CSV)

Exporta los datos como un documento de texto.

Export to Xml (Exportar a xml)

Exporta los datos como un documento .xml.

Well Labels (Etiquetas de
pocillo)

Cambia las etiquetas de pocillo a Sample Type (Tipo de muestra),
Target Name (Nombre de objetivo), 0 Sample Name (Nombre de la
muestra).
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Exclusién temporal de pocillos del analisis

Para excluir pocillos de los analisis de datos temporalmente

1. Hagaclic con el botén derecho en el selector de pocillos. Para excluir varios pocillos, haga clic

con el botdn derecho y arrastre para resaltar varios pocillos, trazos o puntos.

2. Enelmenu contextual, elija la opcidon adecuada:

®  Well (Pocillo) > Exclude Well (Excluir pocillo)

B Selected Wells (Pocillos seleccionados) > Exclude from Analysis (Excluir del analisis)

B Selected Traces (Trazos seleccionados) > Exclude these wells from Analysis (Excluir estos

pocillos del analisis)

Amplification »

Standard Curve »

Well F3, Tubulin

Copy
Save Image As...

Page Setup...

Print...

Show Point Values
Set Scale to Default
Chart Settings...

Cycles
| Tubulin Actin ILb GAPDH

View Only Well F9

Remove Well F9 From View

Set Color...

Exclude Well F9 From Analysis |

Step Number: |3 v

Para eliminar de forma permanente los pocillos del andlisis, también puede borrar todo el
contenido de los pocillos en Plate Editor (Editor de placas) haciendo clic en el botdn Clear Wells

(Borrar pocillos).

Importante: Debe volver a introducir el contenido de pocillos que se haya borrado.

Para incluir un pocillo excluido

» Haga clic con el botén derecho en el pocillo adecuado en el selector de pocillos y seleccione Well
(Pocillo) > Include Well in Analysis (Incluir pocillo en el analisis).
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Graficos

Cada grafico de la ventana Data Analysis (Analisis de datos) muestra los datos en un grafico distinto e
incluye opciones para ajustar y exportar los graficos de datos o graficos.

Elementos comunes de menu contextual para graficos

Enla Tabla 18 se enumeran los elementos del menu contextual disponibles en graficos. Algunos de
los elementos disponibles estan presentes para todos los graficos y estos elementos se pueden
utilizar para cambiar cémo se muestran los datos o para exportarlos facilmente desde un gréfico.

Tabla 18. Elementos de mentu contextual para graficos

Elemento Funcién

Copy (Copiar) Copia el grafico al portapapeles.

Save Image As (Guardar Guarda la imagen con un tamafio, resolucion y tipo de archivo
imagen como) especificos. Los formatos de imagen disponibles son PNG

(predeterminado), JPG y BMP.

Page Setup (Configuracién Obtenga una vista previa y seleccione la configuracion de la pagina

de pagina) para impresion.

Print (Imprimir) Imprime el gréafico.

Set Scale to Default Devuelve el grafico a su vista predeterminada después de haberlo
(Establecer escala al valor ampliado.

predeterminado)

Chart Options (Opciones Abre la ventana Chart Options (Opciones del grafico) para cambiar el
del grafico) grafico, incluido cambiar el titulo, seleccionar limites para los ejes x e y,
mostrar lineas de cuadricula y mostrar marcas menores en los ejes.

Nota: Los elementos de menu que se aplican a graficos especificos se describen en el Capitulo
10, Detalles del analisis de datos.
Copia de datos del grafico al portapapeles

Puede copiar el contenido del grafico y pegarlo en cualquier aplicacion que acepte archivos de
imagen de mapa de bits.

Para copiar datos del grafico al portapapeles

1. Enel menu contextual de grafico, seleccione Copy (Copiar).
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2. Abrauna aplicacién que acepte imagenes de mapa de bits, por ejemplo, Microsoft Word.

3. Haga clic con el botén derecho y seleccione Paste (Pegar) para pegar la imagen de mapa de bits
del portapapeles a la aplicacion.

Modificacion de los ajustes del umbral de referencia

En el modo Single Threshold (Umbral Gnico), puede ajustar el umbral de un fluorocromo haciendo clic
en la linea del umbral en el grafico Amplification (Amplificacion) y moviendo el puntero del raton de
forma vertical. También puede especificar un umbral de cruce exacto para el fluorocromo
seleccionado.

Consejo: Puede especificar un rango de ciclo para determinar la referencia de todos los archivos
de datos en la pestafia Data Analysis (Analisis de datos) en User (Usuario) > User Preferences
(Preferencias de usuario).

Para ajustar el ciclo de referencia de inicio y fin para cada pocillo

1. Enla pestafia Quantification (Cuantificacién), seleccione un solo fluorocromo bajo el grafico
Amplification (Amplificacion).

2. Enelmenu contextual de grafico, seleccione Baseline Threshold (Umbral de referencia).

Aparece el cuadro de dialogo Baseline Threshold (Umbral de referencia).

Baseline Threshold

Baseline Cycles
(® Auto Calculated
() User Defined Bold indicates a changed value.
wel & Rur () Bgene o Besele o 4]
1 [aor Jsver 2 17 E
2 |AD2 SYBR 2 17
3 |AD3 SYBR 2 17
4 (A4 SYER 2 1
5 |AD5 SYBR 2 1
& |AD& SYBR 2 12
7 |AD7 SYBR 2 8
8 |ADB SYER 2 10
9 |ADS SYBR 2 12
10 |A10 SYER 0 0=
40 B 1 o
| Reset All User Defined Values
Single Threshold
() Auto Calculated:  1424.30
(® User Defined: 1700.00 =
oK Cancel
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3. Enlaseccion Baseline Cycles (Ciclos de referencia), realice una de las siguientes acciones:
B Para seleccionar un pocillo, haga clic en su numero de fila.

B Para seleccionar varios pocillos adyacentes, haga clic en el nUmero de fila del primer pocillo
y arrastre hacia abajo la columna hasta el pocillo final.

B Para seleccionar varios pocillos no adyacentes, mantenga pulsada la tecla Control y haga
clic en el numero de fila de cada pocillo objetivo.

B Para seleccionar todos los pocillos, haga clic en la esquina superior izquierda de la tabla.

4. Ajuste el ciclo de Baseline Begin (Inicio de referencia) y el de Baseline End (Final de referencia)
para todos los pocillos seleccionados, o cambie el nimero de ciclo inicial y final en la parte
inferior de la hoja de calculo.

Consejo: Para revertir los ajustes a los Ultimos valores guardados, haga clic en Reset All
User Defined Values (Restablecer todos los valores definidos por el usuario).

5. Haga clic en OK (Aceptar) para guardar los cambios y volver al grafico.

Para especificar un rango de ciclo de todos los archivos de datos

P Enlaventana de inicio o Plate Editor (Editor de placas) seleccione User (Usuario) > User
Preferences (Preferencias de usuario) y elija la pestafia Data Analysis (Analisis de datos).

Clasificacion de datos de objetivo y muestra

Nota: Esta opcion esta disponible Unicamente en graficos de expresion genética.

De forma predeterminada, las listas de objetivos y muestras aparecen en orden alfabético. Utilice el
cuadro de didlogo Sort (Clasificar) para clasificar la visualizacion en orden alfabético inverso o para
mover un término manualmente a una posicion distinta en la lista.

Para clasificar datos de objetivo y muestra
1. Enel menu contextual de grafico, haga clic en Sort (Clasificar).

Aparece el cuadro de dialogo Gene Expression Chart Sorting (Clasificacion de grafico de
expresion genética).
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Gene Expression Chart Sorting

Targets: AZ Samples: AZ || ZA
Actin — || [OHr
IL1Beta ﬂ 1Hr
Tubulin 2Hr
A i
dil-2
dil-3
v i
dil5
5 dil-5

QK Cancel

Graficos

2. En el cuadro de didlogo, haga clic en Z-A para clasificar la lista en orden alfabético inverso.

3. Para mover un término de forma manual, selecciénelo y haga clic en el boton adecuado entre los

graficos:

B Hagaclic en la flecha hacia arriba o hacia abajo para desplazar el término seleccionado una

posicion.

B Hagaclic en la flecha de barra hacia arriba o hacia abajo para desplazar el término
seleccionado al primer o ultimo puesto de la lista.

4. Hagaclic en OK (Aceptar) para guardar los cambios y volver a la pestafia Gene Expression
(Expresioén genética).

Ampliacién de un area en el grafico

Para ampliar un area del grafico

» Hagaclicy arrastre a través del grafico y después haga clic en Zoom*. El software cambia el
tamanfo del grafico y lo centra en el area seleccionada.

Nota: * El grafico de barras no requiere que haga clic en el comando emergente Zoom.

Para restablecer el grafico a la vista completa

» Haga clic con el boton derecho en el grafico y seleccione Set Scale to Default (Establecer escala
al valor predeterminado).

Manual de funcionamiento | 189



Capitulo 9 Descripcién general del analisis de datos

Copia de graficos en un archivo de Microsoft

Puede copiar gréaficos de datos a documentos de Microsoft Word, Excel o PowerPoint. La resolucién
de laimagen se corresponde con la de la pantalla de la cual se obtuvo

Para copiar graficos en un archivo de Microsoft

1.  Enlaventana Data Analysis (Analisis de datos), seleccione Copy (Copiar) en el menu contextual
del grafico.

2. Abraun archivo en blanco de Microsoft y pegue el contenido del portapapeles.

Alternativa: Haga clic en el icono de clic y arrastrar, y arrastre y coloque el grafico en un archivo

de Microsoft.
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Hojas de calculo

En las hojas de calculo mostradas en el analisis de datos se incluyen opciones para clasificar y
transferir los datos. Clasifique las columnas a través de uno de los siguientes métodos:

B Hagaclicy arrastre una columna a una nueva ubicacion en la tabla seleccionada.

B Hagaclic en el encabezado de columna para clasificar los datos en orden ascendente o
descendente.

Para clasificar las tres columnas de datos en la ventana Sort (Clasificar)
1. Hagaclic con el botén derecho en la hoja de calculo y seleccione Sort (Clasificar).

2. Enelcuadro de didlogo Sort (Clasificar), seleccione el primer titulo de columna que va a
clasificar. Clasifique los datos en orden ascendente o descendente.

3. Seleccione una segunda o tercera columna para clasificar y elija entre Ascending (Ascendente) o
Descending (Descendente).

4. Hagaclic en OK (Aceptar) para clasificar los datos o haga clic en Cancel (Cancelar) para detener
la clasificacion.

Resalte los datos de los graficos asociados y del selector de pocillos manteniendo el puntero del raton
sobre una celda. Haga clic en una celda para copiar y pegar su contenido en otro programa de
software.

Elementos frecuentes de menu contextual para hojas de calculo

En la Tabla 19 se enumeran los elementos de menu contextual disponibles en cualquier vista de hoja
de calculo.

Tabla 19. Elementos de menu contextual para hojas de calculo

Elemento Funcién

Copy (Copiar) Copia el contenido de los pocillos seleccionados a un portapapeles
y, a continuacién, pega el contenido en una hoja de calculo como
Excel.

Copy as Image (Copiar como Copia la vista de la hoja de célculo como un archivo de imageny la

imagen) pega en un archivo que acepte un archivo de imagen, como los

archivo de texto, de imagenes o de hojas de calculo.

Print (Imprimir) Imprime la vista actual.
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Tabla 19. Elementos de menu contextual para hojas de calculo (continuacion)

Elemento Funcion

Print Selection (Imprimir Imprime la seleccion actual.

seleccion)

Export to Excel (Exportar a Exporta los datos a una hoja de calculo de Excel.
Excel)

Export to CSV (Exportar a CSV) Exporta los datos a un archivo separado por comas (.csv).

Export to Xml (Exportar a xml) Exporta los datos a un archivo xml.

Export to Html (Exportar a html) Exporta los datos a un archivo html.

Find (Buscar) Busca texto.

Sort (Clasificar) Clasifica los datos en hasta tres columnas.

Select Columns (Seleccionar Selecciona las columnas que se mostraran en la hoja de calculo.
columnas)
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Export (Exportar)

El software CFX Manager Dx ofrece cuatro opciones de exportacion en el menu desplegable Export
(Exportar):

B Export All Data Sheets (Exportar todas las hojas de datos)
B Custom Export (Exportacion personalizada)
B Exportto LIMS (Exportar a LIMS)

B Seegene Export (Exportacion de Seegene)

Exportacion de todas las hojas de datos

Puede exportar todas las vistas de hojas de calculo de cada pestafna del software CFX Manager Dx a
archivos individuales.

Para exportar todas las hojas de datos

» Seleccione Export (Exportar) > Export All Data Sheets (Exportar todas las hojas de datos) y,

a continuacion, seleccione el tipo de archivo que desee:

CSV (*.csv)
Texto (*.txt)
Excel 2007 (*.xIsx)
Excel 2003 (*.xIsx)

XML (*.xml)
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Creacidén de un archivo de exportaciéon personalizado
Para crear un archivo de exportacién personalizado

1. Seleccione Export (Exportar) > Custom Export (Exportacién personalizada). Aparece el cuadro
de dialogo Custom Export (Exportacion personalizada).

Custom Export

Export Format: | CSV (*csv)

<

Data to Export
Include Run Information Header

Sample Description Exported Columns
] Well Well
Fluerophore Fluarophore
Target Name Target Name
Contert gomelnt N
Replicate Number ampie fiams
Sample Name
Biological Set Name
Well Note

Cqg
Starting Quartity

OORIOREEE

[ L e

o

uartification

Cg

Starting Quantity

Cg Mean

Cq Standard Deviation
Quantity Standard Deviation

elt Curve

Melt Temperature

Melt Peak Height

Melt Pesk Begin Temperature
Melt Peak End Temperature

End Puint

] End Poirt Cal
[ End RFU

IKIE

=

Customize Column Names...

Set as Default Configuration

o

2. Seleccione el formato de exportacién de la lista desplegable que aparece.
3. Seleccione las casillas de verificacion para los elementos que desee exportar.

4. (Opcional) Haga clic en Customize Column Names (Personalizar nombres de columnas) para
cambiar el nombre de las columnas.

5. Haga clic en Export (Exportar). Aparece el cuadro de dialogo Save As (Guardar como).

6. En el cuadro de dialogo Save As (Guardar como), especifique un nombre de archivoy una
ubicacién en la que guardar el archivo exportado.

7. Haga clic en OK (Aceptar) para guardar el archivo de exportacion.
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Exportacion a una carpeta LIMS

Puede exportar los datos a un formato de archivo compatible con LIMS.

Para exportar datos en formato de LIMS

1. Seleccione Export (Exportar) > Export to LIMS Folder (Exportar a carpeta LIMS).
Aparece el cuadro de dialogo Save As (Guardar como).

2. Enelcuadro de didlogo Save As (Guardar como), especifique un nombre de archivo y una
ubicacion en la que guardar el archivo exportado.

3. Haga clic en OK (Aceptar) para guardar el archivo de exportacion.

Exportacion de datos con formato Seegene

Puede exportar los datos de todas las vistas de hoja de célculo a archivos de Excel estructurados
especificamente para su uso por parte de Seegene, Inc.

Para exportar datos en un formato especifico de Seegene
1. Seleccione Export (Exportar) > Seegene Export (Exportacion de Seegene).
Aparece el cuadro de dialogo Save As (Guardar como).

2. Enelcuadro de didlogo Save As (Guardar como), especifique una ubicacion de carpeta en la que
guardar los archivos de Excel (.xIsx) con formato de Seegene.

3. Haga clic en OK (Aceptar) para guardar los archivos de exportacion.
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Capitulo 10 Detalles del analisis de datos

La ventana Data Analysis (Andlisis de datos) del software CFX Manager™ Dx incluye varias pestafias
en las que ver datos. En este capitulo se explica estas pestafas en detalle.

Consejo: Puede elegir las pestafias que desea ver en la ventana Data Analysis (Analisis de
datos) usando el menu View (Vista). La disposicion personalizada se guarda con el archivo de
datos.
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Pestafia Quantification (Cuantificacién)

Utilice los datos de la pestafia Quantification (Cuantificacién) para establecer las condiciones del
analisis de datos, incluidos los ajustes de referencia de pocillos individuales y los ajustes del umbral.
La pestafia Quantification (Cuantificacién) muestra datos en estas cuatro vistas:

B Grafico Amplification (Amplificacion): muestra las unidades de fluorescencia relativas (RFU) de
cada pocillo en cada ciclo. Cada trazo en el grafico representa los datos de un unico fluorocromo

en un pocillo.

B Standard curve (Curva estandar): aparece solo si el procesamiento incluye pocillos designados
como estandar (Std.) de tipo de muestra. La curva estandar muestra el trazado del ciclo del
umbral respecto al registro de la cantidad inicial. La leyenda muestra la eficiencia (E) de la
reaccion para cada fluorocromo en los pocillos con un tipo de muestra estandar.

B Selector de pocillos: selecciona los pocillos con los datos de fluorescencia que desea mostrar.

B Hoja de calculo: muestra una hoja de calculo de los datos recogidos en los pocillos
seleccionados.

File View Settings Export Tools

Guantfication Guantification Data EEE Gene Expression 33? Custom Data View Qc % Run Information

&y plate setup - | Y

- o
Fluorophore | ?

Amplification @l

‘Standard Curve

(=]

Log Starting Quantity

o L X Unkrowm
Cycles Log Scale

B L

FAM [JHEX []TexasRed [JCy5

Step Number.

[t [ s [sas o | st | stas [[ s |
stat || std2 || staa || stas || seas [ seas [ sta
B B 2 2 I A

1 2 3 4 5 5
--- F03FAM
£ 4 FAM
B unkt |f Unk2 || unk3
F5  FAM
¢ F6  |FAM
D 07 FAM
z FE FAM
F09 FAM
E
G
H

Tubulin
Tubulin
Tubulin
Tubulin
Tubulin
Tubulin
Tubulin

7 3 9 w | 1oz Well | Fuor | Taget | Cortent | Sample 9| Ca (3]

Std-1
Std-2
Std-3
Std-4
Std-5
Std-6
Std-7

dil-1
di-2
dil-3
dil-4.
di-5
dil-6
dil-7

Completed | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit
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Opciones de fluorocromo

Para mostrar los datos de fluorocromo en los graficos y hojas de calculo de la pestafia Quantification
(Cuantificacion), seleccione los fluorocromos objetivo bajo el grafico Amplification (Amplificacién).
Para ocultar los datos de fluorocromo en la ventana de analisis de datos, desactive su casilla de
verificacion.

Cuadro de dialogo Trace Styles (Estilos de trazo)

Mediante el cuadro de dialogo Trace Styles (Estilos de trazo), puede ajustar la apariencia de los
trazos en los graficos de amplificacion y de la curva de fusion de las pestafias Quantification
(Cuantificacion) y Melt Curve (Curva de fusién). A continuacion, puede previsualizar los cambios en el
selector de pocillos que aparece en el cuadro de diadlogo Trace Styles (Estilos de trazo).

Para ajustar los estilos de trazo

1. Seleccione un solo fluorocromo bajo el grafico de Amplification (Amplificacion).

2. Paraabrir el cuadro de dialogo Trace Styles (Estilos de trazo), realice una de las siguientes
acciones:

B Hagaclic en Trace Style (Estilos de trazo) en el grafico Amplification (Amplificaciéon).

B Seleccione Settings (Ajustes) > Trace Styles (Estilos de trazo) en la barra de menus Data
Analysis (Andlisis de datos).

B Haga clic con el botén derecho en un trazo y seleccione Trace Styles (Estilos de trazo).

Aparece el didlogo Trace Styles (Estilos de trazo).

Trace Styles

Flucrophore: Wells Color Symbaol
] [ . -

Selected Wells: ~

Color Quick Set
| Random by Well | | Random by Replicate | | Use Flucr Colors | | Use Target Colors | | Use Sample Colors

Well Labels: ® Sample Type (O Target Name (O Sample Name (O Symbol

g
&
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3. Enelcuadro de dialogo Trace Styles (Estilos de trazo), seleccione un grupo especifico de
pocillos en el selector de pocillos del panel inferior. También puede seleccionar los pocillos que
contengan un tipo de muestra en el menu desplegable de la columna Wells (Pocillos).

4. Realice una de las siguientes acciones:

B Para elegir un color para los pocillos seleccionados, haga clic en la casilla de la columna
Color.

B Paraasignar un simbolo para los pocillos seleccionados, seleccione un simbolo desde la
lista desplegable Symbol (Simbolo).

B Paraasignar rapidamente un color a los pocillos por etiqueta de boton, haga clic en el
conjunto rapido adecuado:

O Random by Well (Aleatorio por pocillo)

O Random by Replicate (Aleatorio por repeticion)
0 Use Fluor Colors (Usar colores de fluorocromo)
O Use Target Colors (Usar colores objetivo)

O Use Sample Colors (Usar colores de muestra)

B Paraasignar etiquetas de pocillo, elija Sample Type (Tipo de muestra), Target Name
(Nombre de objetivo), Sample Name (Nombre de muestra) o Symbol (Simbolo).

Opcioén Log Scale (Escala logaritmica)

Seleccione Log Scale (Escala logaritmica) bajo el grafico Amplification (Amplificacion) para ver los
trazos de fluorescencia en una escala semilogaritmica:

Amplification

e ,

Cycles Log Scale
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Cc

Pestafia Quantification (Cuantificacion)

onsejo: Para ampliar cualquier area del grafico, arrastre el cursor sobre el area objetivo. Para

volver a la vista completa, haga clic con el botén derecho en el grafico y seleccione Set Scale to

D

efault (Establecer escala al valor predeterminado).

Grafico Standard Curve (Curva estandar)

E

| software crea una tabla de curva estandar en la pestafia Quantification (Cuantificacion) si los datos

incluyen tipos de muestras definidos como Std. (Estandar) para al menos un fluorocromo de la serie.

E
|

Standard Curve

Log Starting Quantity

O Sandad

x Linknawn
——  FAM  E- 5208 R*2-0.995 Slope—-3.55 y-Int-35.553
——  HEX E- 54.2% R*2-0.955 Slope=-3.465 y-Int=36.563

| grafico Standard Curve (Curva estandar) muestra la siguiente informacion:
Nombre para cada curva (el fluorocromo u objetivo).
Color de cada fluorocromo u objetivo.

Eficiencia (E) de la reaccién. Utilice esta estadistica para optimizar una reaccién multiplex e
igualar los datos para una curva estandar.

Nota: La eficiencia de la reaccion describe la cantidad que se produce de su objetivo con
cada ciclo del protocolo. Una eficiencia del 100 % indica que esta duplicando su objetivo con
cada ciclo.

Coeficiente de determinacion, R? (escrito como R”2). Utilice esta estadistica para determinar la
manera en la que la linea describe los datos (buen ajuste).

Pendiente

Intersecciony
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Opciones de menu del grafico Amplification (Amplificacion)

Ademas de las opciones del menu contextual para graficos (consulte Elementos comunes de menu
contextual para graficos en la pagina 186), se enumeran en la Tabla 20 las opciones de menu
disponibles solo en el grafico Amplification (Amplificacion).

Nota: El grafico Standard Curve (Curva estandar) proporciona solo las opciones frecuentes del
menu contextual.

Tabla 20. Elementos del mentu contextual y de clic izquierdo del grafico Amplification (Ampli-
ficacion)

Opcion de menu Funcién

Show Threshold Values (Mostrar Muestra el valor del umbral para cada curva de amplificacion del
los valores del umbral) grafico.

Trace Styles (Estilos de trazo) Abre la ventana Trace Styles (Estilos de trazo) para cambiar los
estilos de los trazos que aparecen en las pestafas Quantification
(Cuantificacion) y Melt Curve (Curva de fusion).

Baseline Thresholds (Umbrales Abre la ventana Baseline Thresholds (Umbrales de referencia)

de referencia) para cambiar la referencia o los umbrales de cada fluorocromo
(los cambios aparecen en el grafico Amplification (Amplificacion)
de la pestafia Quantification (Cuantificacion)).

Hoja de calculo de la pestaiia Quantification (Cuantificacion)

Enla Tabla 21 se definen los datos que se muestran en la pestafia Quantification (Cuantificacion).

Tabla 21. Contenido de la hoja de calculo de la pestaiia Quantification (Cuantificacion)

Informacion Descripcion

Well (Pocillo) Posicion del pocillo en la placa

Fluor (Fluorocromo) Fluorocromo detectado

Target (Objetivo) Nombre de objetivo cargado en los pocillos del editor de placas
Content (Contenido) Combinacion del tipo de muestra (necesario) y del n.° de

repeticiones (opcional) cargada en el editor de placas

Sample (Muestra) Nombre de muestra cargado en los pocillos del editor de placas

C Ciclo de cuantificacion para cada trazo

q
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Cambio de los datos de objetivo, contenido o muestra

Puede cambiar los datos de las columnas Target (Objetivo), Content (Contenido) y Sample (Muestra)
editando el archivo de placa con el editor de placas incluso después de procesar el experimento.

Para cambiar los datos en las columnas Content (Contenido), Target (Objetivo) y Sample
(Muestra)

» Haga clic en Plate Setup (Configuracion de placa) y seleccione View/Edit Plate (Ver/editar placa)
para abrir el editor de placas.
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Pestaina Quantification Data (Datos de cuantificacion)

La pestafia Quantification Data (Datos de cuantificacion) muestra los datos de cuantificacion

recopilados en cada pocillo. El software CFX Manager Dx muestra los datos en cuatro vistas de hoja

de calculo distintas:

B Results (Resultados): muestra una hoja de calculo con los datos. Esta es la vista

predeterminada.

B Standard Curve Results (Resultados de la curva estandar): muestra una hoja de calculo con los

datos de la curva estandar.

B Plate (Placa): muestra los datos en cada pocillo como un mapa de placas.

B RFU: muestra las cantidades de RFU en cada pocillo para cada ciclo.

Seleccione cada hoja de calculo de la lista desplegable que aparece debajo de la pestafia

Quantification Data (Datos de cuantificacion).

Hoja de calculo Results (Resultados)

La hoja de calculo Results (Resultados) muestra los datos de cada pocillo de la placa.

liid Data Anal

-
7] Quantification Quantfication Data !HH Gene Expression E:_::? Custom Data View ac % Run Information

File  View Settings Export Tools E\atesatup'

1.911E+05
1.983E+05
1.980E+05
1.917E+05
1.937E+05
1.930E+05
1.908E+05
1.988E+05

Results ~ | Step Number: 3
Wel ¢ Fuor & Taget O Cortent ¢ Sample O  Ca O CaMean ¢ CqSd.Dev § 5‘3“‘"(95%'3"“7 o

oys GAPDH Unkn-1 Hr 17.14 1713 0.003
BOS o5 GAPDH Unkn2  7Hr 17.07 17.09 0024
B0B ty5 GAPDH Unkn3  &Hr 17.08 17.08 0.035
co4 o5 GAPDH Unkn-1 SHr 17.13 17.13 0.003
cos o5 GAPDH Unkn2  7Hr 17.12 17.09 0024
cos ty5 GAPDH Unkn3  &Hr 17.12 17.08 0.035
D04 o5 GAPDH Unkn-1 SHr 17.14 17.13 0.003
D05 o5 GAPDH Unkn2  7Hr 17.08 17.09 0024

Log Starting
Quartity 0

5.281
5.300
5297
5.283
5.287
5285
5.281
5298

Nota: Todos los calculos de Std. Dev (Desv. est.) son aplicables para los grupos de repeticiones
asignados en los pocillos en la ventana Plate Editor (Editor de placas). Los célculos se sittian en

el promedio del valor de C, de cada pocillo en el grupo de repeticiones.

En la Tabla 22 se definen los datos que aparecen en la hoja de calculo Results (Resultados).
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Tabla 22. Contenido de la hoja de calculo Results (Resultados)

Informacioén

Well (Pocillo)

Descripcion

Posicién del pocillo en la placa

Fluor (Fluorocromo)

Fluorocromo detectado

Target (Objetivo)

Nombre de objetivos de amplificacién (genética)

Content (Contenido)

Tipo de muestra y n.° de repeticiones

Sample (Muestra)

Descripcion de la muestra

Biological Set Name (Nombre
del conjunto biolégico)

Nombre del conjunto bioldgico

Cq

Ciclo de cuantificacion

Cqy Mean (Cq medio)

Media del ciclo de cuantificacion del grupo de repeticiones

Cq Std. Dev (Desv. est. de Cq)

Desviacion estandar del ciclo de cuantificacion del grupo de
repeticiones

Starting Quantity (SQ)
(Cantidad inicial)

Estimacion de la cantidad inicial del objetivo

Log Starting Quantity (Registrar
cantidad inicial)

Registro de la cantidad inicial

SQ Mean (Media de la SQ)

Media de la cantidad inicial

SQ Std. Dev (Desv. est. de SQ)

Desviacion estandar de la cantidad inicial en las repeticiones
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Hoja de calculo Standard Curve Results (Resultados de la curva
estandar)

La hoja de calculo Standard Curve Results (Resultados de la curva estandar) muestra los parametros
de curva estandar calculados.

[l Data Analysis - Gene Expression Multiplex - Time Course 3.perd

File  View Settings Export Tools Elate Setup - .'_; | Fluorophore  +~ | ?
)
(ff Quantification Quantification Data !!H Gene Bxpression Q:? Custom Data View Qc % Run Information
Standard Curve Results  ~ | Step Mumber: 3
Fluar & Hfficiency % {) Slope | Yntercept R"2 O =
95.92 3423 5216 1.000 B
FAM 9197 -3.531 35.593 0.995
HEX 94.24 -3.468 36.863 0.558
Texas Red 96.86 -3.399 35.481 0999
=]
Completed Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Enla Tabla 23 se definen los datos que aparecen en la hoja de calculo Standard Curve Results
(Resultados de la curva estandar).

Tabla 23. Contenido de la hoja de calculo Standard Curve Results (Resultados de la curva

estandar)
Informacion Descripcion
Fluor (Fluorocromo) (o Target Fluorocromo (u objetivo) detectado
(Objetivo))
Efficiency % (% eficiencia) Eficiencia de la reaccion
Slope (Pendiente) Pendiente de la curva estandar
Y-intercept (Interseccion y) Punto en el que la curva intercepta el eje y
RA2 Coeficiente de determinacion
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Hoja de calculo Plate (Placa)

La hoja de calculo Plate (Placa) muestra un mapa de placas de los datos de un fluorocromo cada 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'-:\eg 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
I[4 4 » M| FAM 4 HEX 4 Texas Red 4 Cy5 [ER| 1l
Completed ‘ Scan Mede: All Channels ‘ Plate Type: BR White

Para ver los datos de un fluorocromo especifico

» Haga clic en esta pestafia en la parte inferior de la hoja de célculo.

Hoja de calculo RFU

La hoja de calculo de RFU muestra las lecturas de unidades de fluorescencia relativas (RFU) para
cada pocillo adquiridas en cada ciclo de la serie. El nUmero de pocillo aparece en la parte superior de

cada columna y el numero de ciclo aparece a la izquierda de cada fila.

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 r;u:? Custom Data View ac Run Information

RFU ~ | Step Number: 3

Cydle | B4 85 B ca 5

456 116 150 548 74
2 299 501 565 0016 0989
3 150 077F 665 241 D184
4 629 324 562 O3 137
5 502 266 365 175 386
6 271 283 082 384 317
7 801 0380 151 087 406

4 4 b M| FAM HEX  Texas Red ( Cy5

Completed Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White
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Capitulo 10 Detalles del analisis de datos

Pestaia Melt Curve (Curva de fusion)

Descargo de responsabilidad: Bio-Rad no concede ningun derecho de analisis de curva de fusion
en un analisis de fusion de alta resolucion en el ambito de diagnéstico in vitro para humanos o
animales. Ademas, es responsabilidad del comprador obtener cualquier derecho de propiedad
intelectual que resulte necesario para sus aplicaciones especificas.

Para tintes fijadores de ADN y sondas de hibridacién no disociables, la fluorescencia es mas brillante
cuando las dos cadenas de ADN se atemperan. Por tanto, a medida que la temperatura aumenta
hacia la temperatura de fusion (T,,,), la fluorescencia disminuye a ritmo constante (pendiente
constante). Al alcanzar la T, se produce una reduccion drastica de la fluorescencia con un cambio
evidente en la pendiente. El ritmo de este cambio se determina trazando la primera regresion de
fluorescencia negativa respecto a la temperatura (—-d(RFU)/dT). Un ritmo de cambio de la
fluorescencia mayor genera picos visibles y representa la T, de los complejos de ADN de doble
cadena.

El software CFX Manager Dx representa los datos de RFU recopilados durante una curva de fusion
como una funcién de la temperatura. Para analizar los datos de los picos de fusion, el software asigna
una temperatura inicial y final a cada pico moviendo la barra de umbral. El suelo del area de pico se
especifica mediante la posicion de la barra del umbral de fusion. Un pico valido debe tener una altura
minima relativa a la distancia entre la barra del umbral y la altura del pico mas alto.

La pestarfia Melt Curve (Curva de fusién) muestra la T,,, (Temperatura de fusion) de productos de PCR
amplificados en cuatro vistas:

B Melt Curve (Curva de fusion): muestra los datos en tiempo real para cada fluorocromo como RFU
por temperatura para cada pocillo.

B Melt Peak (Pico de fusidn): muestra la regresion negativa de los datos de RFU por temperatura
para cada pocillo.

B Selector de pocillos: muestra los pocillos para mostrar u ocultar los datos.
B Hoja de calculo de picos: muestra los datos recopilados en el pocillo seleccionado.

Nota: Esta hoja de calculo muestra hasta dos picos para cada trazo. Para ver mas picos,
haga clic en la pestafia Melt Curve Data (Datos de la curva de fusién).
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Pestafia Melt Curve (Curva de fusion)

[l cusntfication Quartification Data Mk Curve Met Curve Data  gfjf] Gene Expression EndPort 85 Costom Dats View (2] ac 1EE] Run fomation

Melt Curve Welt Peak
2000 Lo e
1500 4ot OO || PO
g -
5 g
= B
> & 1000
& ¥
500 oot
J t f t O
&0 7 B_U « 60 70 50 90
Temperature, Celsius Temperature, Celsius

Actin IL1Beta Tubulin

Peak Type: |Posttive v|  Step Number: |7 ~

1 2 = 4 5 (3 7 8
# [[unka [ unke Jnc ][ J unks I unks [k J[onks J[unks | wrer wrez wres )00
s [unkd | e | unis | unis Jf ks ks flunicr ffunie Jlunken] wiees e WIS |, pp e se e 05

E] 0 | 1 12 Wel 9| Auor & Target ¢ Content ¢ Sample ¢ T“gf""p o

Tubulin S5td-11 dil-11 84.50

Enla Tabla 24 en la pagina 209 se definen los datos que aparecen en la hoja de calculo Melt Curve

(Curva de fusion).

Tabla 24. Contenido de la hoja de calculo Melt Curve (Curva de fusion)

Informacién

Well (Pocillo)

Descripcion

Posicion del pocillo en la placa

Fluor (Fluorocromo)

Fluorocromo detectado

Content (Contenido)

Combinacién del tipo de muestray el n.°
de repeticiones

Sample (Muestra)

Nombre de la muestra cargada en el editor de placas

Melt Temp (Temperatura de fusion)

Temperatura del pico de fusion para cada pocillo

Nota: En esta hoja de calculo solo aparecen los dos
picos mas altos
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Capitulo 10 Detalles del analisis de datos

Ajuste de los datos de la curva de fusién

Para ajustar los datos de la curva de fusion

P Realice una de las siguientes acciones:

Haga clic y arrastre las barras del umbral en el grafico Melt Peak (Pico de fusion) para incluir
o excluir picos en el andlisis de datos.

Seleccione Positive (Positivo) en el menu desplegable Peaks (Picos) para mostrar los datos
de la hoja de calculo de los picos situados por encima de la linea del umbral de fusion, o
seleccione Negative (Negativo) para ver los datos de la hoja de calculo de los picos situados
bajo la linea del umbral de fusion.

Abra la ventana Trace Styles (Estilos de trazo) para cambiar el color de los trazos en los
graficos Melt Curve (Curva de fusion) y Melt Peak (Pico de fusién).

Seleccione un numero en el selector Step Number (NUmero de paso) para ver los datos de la
curva de fusién en otro paso del protocolo. La lista muestra mas de un paso si el protocolo
incluye lecturas de placa en mas de un paso de curva de fusion.

Seleccione los pocillos en el selector de pocillos para centrarse en subconjuntos de datos.

Seleccione un grupo de pocillos para ver y analice un subconjunto de los pocillos de la placa.
Seleccione cada grupo de pocillos por nombre en el menu desplegable Well Group (Grupo
de pocillos) de la barra de herramientas.
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Pestafia Melt Curve Data (Datos de la curva de fusion)

Pestana Melt Curve Data (Datos de la curva de fusion)

La pestafia Melt Curve Data (Datos de la curva de fusidon) muestra los datos de la pestafia Melt Curve
(Curva de fusion) en varias hojas de calculo que incluyen todos los picos de fusion de cada trazo.
ofrece cuatro opciones de hojas de calculo en las que ver los datos de la curva de fusion:

B Melt Peaks (Picos de fusion): muestra todos los datos, incluidos todos los picos de fusién de cada
trazo. Esta es la vista predeterminada.

B Plate (Placa): muestra una vista de los datos y contenidos de cada pocillo de la placa.
B RFU: muestra las cantidades de RFU a cada temperatura para cada pocillo.

B —d(RFU)/dT: muestra el ritmo de cambio negativo en RFU como los cambios de temperatura (T).
Es un primer grafico de regresion para cada pocillo de la placa.

Seleccione una hoja de calculo de la lista desplegable que aparece bajo la pestafia Melt Curve Data
(Datos de la curva de fusion).

Hoja de calculo Melt Peaks (Picos de fusién)

La hoja de calculo Melt Peaks (Picos de fusion) muestra todos los datos de la curva de fusion.

(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

Enla Tabla 25 en la pagina 212 se definen los datos que aparecen en la hoja de calculo Melt Peaks
(Picos de fusién).
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Tabla 25. Contenido de la hoja de calculo Melt Peaks (Picos de fusion)

Informacion Descripcion

Well (Pocillo) Posicion del pocillo en la placa

Fluor (Fluorocromo) Fluorocromo detectado

Content (Contenido) Tipo de muestra que aparece en la ventana Plate editor (Editor de
placas)

Target (Objetivo) Objetivo (gen) de la amplificacion

Sample (Muestra) Nombre de la muestra que aparece en la ventana Plate Editor
(Editor de placas)

Melt Temperature (Temperatura Temperatura de fusion de cada producto, que aparece como un

de fusion) pico (mas alta) por fila en la hoja de calculo

Peak Height (Altura del pico) Altura del pico

Begin Temperature (Temperatura ~ Temperatura al principio del pico
de inicio)

End Temperature (Temperatura Temperatura al final del pico
final)

Hoja de calculo Plate (Placa)

La hoja de calculo Plate (Placa) muestra los datos de la curva de fusion en un formato de placa.

o

(| Quartification Quartffication Data Mekt Curve Melt Curve Data HHH Gene Expression End Point 5@ Custom Data View
Plate ~ Step Number: 7 Peak Type: Positive

Quiput: Content Sample Peak 1 Peak 2

1 2 Al 4 5 6 7 a 9 10 11
Cortent | Unkn-1 || Unkn-2 | Unkn-3
Sample OHr 1Hr 2Hr

Peak 1 84.00 84.00 84.00
Pesk 2 | None None None
Cortent | Unkn-1 Unkn-2 | Unkn-3
Sample OHr 1Hr 2Hr
Peak 1 84.00 84.00 84.00
Pesk 2 | None None None
Cortent | Unkn-1 Unkn-2 | Unkn-3
Sample OHr 1Hr 2Hr
Peak 1 84 .00 84 .00 8400
Pesk 2 | None None None

Nota: Para ajustar el pico que llama el software, ajuste la linea del umbral en el grafico Melt Peak
(Pico de fusion) de la pestafia Melt Curve (Curva de fusion).

Enla Tabla 26 en la pagina 213 se definen los datos que aparecen en la hoja de calculo Plate (Placa).
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Pestafia Melt Curve Data (Datos de la curva de fusion)

Tabla 26. Contenido de la hoja de calculo Plate (Placa)

Informacion Descripcion

Content (Contenido)  Combinacién del tipo de muestra (necesario) y n.° de repeticiones (opcional)

Sample (Muestra) Descripcion de la muestra
Peak 1 (Pico 1) Primer pico de fusion (mas alto)
Peak 2 (Pico 2) Segundo pico de fusién (mas bajo)

Hoja de calculo RFU

La hoja de calculo RFU muestra la fluorescencia para cada pocillo en cada ciclo adquirido durante la
curva de fusion.

En la Tabla 27 se definen los datos que se muestran en la hoja de célculo RFU.

Tabla 27. Contenido de la hoja de calculo RFU

Informacion Descripcion

Numero de pocillo (A1, A2, A3, A4, A5) Posicién de pocillo en la placa para los pocillos
cargados

Temperature (Temperatura) Temperatura de fusion del objetivo amplificado,

ilustrado como un pocillo por fila y varios
pocillos para varios productos en el mismo
pocillo
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Capitulo 10 Detalles del analisis de datos

Hoja de calculo —d(RFU)/dT

La hoja de calculo —d(RFU)/dT muestra el ritmo de cambio negativo en RFU a medida que cambia la
temperatura (T).

=
(| Quartification Quantification Data Melt Curve Melt Curve Data HHH Gene Expression End Point l'-iu.? Custom Data View

<d({RFU)dT ~ | Step Number: 7 Pesk Type: Postive
Temperature | A1 A2 A3 B1 B2 B3 [ c2 c3 D1 D2 D3 D4 D5
105 %0 101 %85 119 115 107 125 120 77@ 104 103 121 114
550 227 26 219 215 258 249 231 271 260 169 225 24 263 246
5600 210 180 202 139 238 230 214 250 240 156 207 207 243 227
5650 210 180 202 199 238 230 24 250 240 186 207 7| 243 27
5700 210 180 202 199 238 230 214 250 240 86| 207 207 243 227
5750 209 189 202 198 238 209 213 250 239 154 206 206 242 27
5800 214 183 204 202 242 232 215 253 243 184 214 210 245 231
5850 22 20 210 209 247 237 21 260 249 184 28 219 249 237

Enla Tabla 28 se definen los datos que aparecen en la hoja de calculo —d(RFU)/dT.

Tabla 28. Contenido de la hoja de calculo —d(RFU)/dT

Informacion

Numero de pocillo (A1, A2, A3, A4, A5)

Descripcion

Posicion de pocillo en la placa para los pocillos cargados

Temperatura —d(RFU)/dT

Ritmo de cambio negativo en RFU a medida que cambia la
temperatura (T)
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Pestafia End Point (Punto final)

Pestaina End Point (Punto final)

Abra la pestafia End Point (Punto final) para analizar las unidades de fluorescencia relativa (RFU)
finales para los pocillos de muestras. El software compara los niveles de RFU para los pocillos con
muestras desconocidas con los niveles de RFU para los pocillos con controles negativos y «llama a»
las desconocidas positivas o negativas. Las muestras positivas tienen un valor de RFU que es mayor
que el valor de RFU promedio de los controles negativos mas el valor de corte.

m Data Analysis - 5 Color End Point.pcrd

View Settings Export  Tools Plate Setup ~ | ‘ Fluorophore v ‘ ?
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 analizar los datos de punto final, la placa debe contener controles negativos o el software no
puede realizar la llamada. Procese uno de los dos tipos de protocolos siguientes:

B Procese un protocolo de cuantificacion: configure un protocolo estandar. Una vez finalizada la
serie, abra la ventana Data Analysis (Analisis de datos), adapte los ajustes del analisis de datos
en la pestafia Quantification (Cuantificacion) y, a continuacion, haga clic en la pestafia End Point
(Punto final) para elegir un ciclo de punto final.

B Procese un protocolo End Point Only (Solo punto final): cargue el protocolo End Point Only (Solo
punto final) en la pestafia Plate (Placa) de la ventana Run Setup (Configuracion de la serie),
seleccione o cree una placa, e inicie la serie.

La pestafia End Point (Punto final) muestra los valores medios de RFU para determinar si el dltimo
ciclo (final) amplificé el objetivo. Utilice estos datos para determinar si esta presente una secuencia
objetivo especifica (positiva) en una muestra. Los objetivos positivos tienen unos valores de RFU
superiores al nivel de corte que define.
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Capitulo 10 Detalles del analisis de datos

Consejo: Para crear un protocolo de punto final, abra la pestafia Protocol (Protocolo) (ventana
Run Setup (Configuracién de la serie)) y seleccione Run (Serie) > End Point Only Run (Serie de
solo punto final).

Cuando la serie finaliza, el archivo de datos abre la pestafia End Point (Punto final), que consta de las
siguientes secciones:

Settings (Ajustes): adapta los ajustes del analisis de datos.

Results (Resultados): muestra los resultados inmediatamente después de que adapte los
ajustes.

Well Selector (Selector de pocillos): selecciona los pocillos con los datos de punto final que desea
mostrar.

Hoja de calculo RFU: presenta la RFU final recogida en los pocillos seleccionados.

Datos de resultados

La seccion Results (Resultados) muestra los siguientes datos:

Lowest RFU value (Valor de RFU inferior): valor de RFU mas bajo en los datos
Highest RFU value (Valor de RFU superior): valor de RFU mas alto en los datos

Negative Control Average (Promedio de control negativo): RFU promedio para los pocillos que
contienen controles negativos

Cut Off Value (Valor de corte): calculado afiadiendo la tolerancia (RFU o porcentaje de rango que
aparece en los ajustes) y el promedio de los controles negativos. Las muestras con RFU mayores
que el valor de corte se denominaran «positivas». Para ajustar el valor de corte, cambie la RFU o
el porcentaje de rango

El valor de corte se calcula mediante la siguiente férmula:

Valor de corte = promedio de control negativo + tolerancia

Seleccione una tolerancia mediante uno de estos métodos:

RFU (predeterminado): seleccione este método para usar un valor de RFU absoluto para la
tolerancia. El valor de tolerancia de RFU minimo es 2. El maximo es el valor absoluto del valor de
RFU mas alto menos el valor absoluto del valor de RFU mas bajo. El valor de tolerancia de RFU
predeterminado es del 10 % del rango de RFU total.

Porcentaje de rango: seleccione este método para usar el porcentaje del rango de RFU parala
tolerancia. El porcentaje de rango minimo es del 1 %. El porcentaje de rango maximo es del
99 %. El porcentaje de rango predeterminado es del 10 %.

216 | Sistemas CFX96 Dxy CFX96 Deep Well Dx



Pestafia End Point (Punto final)

Ajuste del analisis de datos de punto final
Para ajustar los datos en la pestafia End Point (Punto final)
» Realice una de las siguientes acciones:

B Elija un fluorocromo de la lista desplegable.

B Elija un valor de ciclo final para el promedio con el fin de establecer un nimero de ciclos para
calcular la RFU de punto final promedio.

B Seleccione RFU para visualizar los datos en unidades de fluorescencia relativa.
B Seleccione el porcentaje de rango para ver los datos como un porcentaje del rango de RFU.
B Seleccione los pocillos en el selector de pocillos para centrarse en subconjuntos de datos.

B Seleccione un grupo de pocillos para ver y analice un subconjunto de los pocillos de la placa.
Seleccione cada grupo de pocillos por nombre en el menu desplegable Well Group (Grupo
de pocillos) de la barra de herramientas.

Hoja de calculo RFU para analisis de punto final

En la Tabla 29 se definen los datos que aparecen en la hoja de calculo RFU en la pestafia End Point
(Punto final).

Tabla 29. Contenido de la hoja de calculo End Point (Punto final)

Informacion Descripcion

Well (Pocillo) Posicién del pocillo en la placa

Fluor (Fluorocromo) Fluorocromo detectado

Content (Contenido) Combinacién del tipo de muestra y del n.° de repeticiones

End RFU (RFU final) RFU en el ciclo de punto final

Call (Llamada) Positiva o negativa, donde las muestras positivas tienen un valor de RFU

que es mayor que el valor de RFU promedio de los controles negativos
mas el valor de corte

Sample (Muestra) Nombre de la muestra cargada en el editor de placas
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Pestafia Allelic Discrimination (Discriminacién alélica)

La pestaria Allelic Discrimination (Discriminacion alélica) asigna genotipos a pocillos con muestras
desconocidas. Utilice estos datos para identificar muestras con diferentes genotipos, incluidos Allele 1
(Alelo 1), Allele 2 (Alelo 2), Heterozygote (Heterocigoto), No Call (Sin llamada) (sin amplificacién) o
Undetermined (Indeterminado).

Nota: Los datos de discriminacion alélica deben provenir de series multiplex con al menos dos
fluorocromos. Cada fluorocromo identifica un alelo en todas las muestras.

W Data Analysis - 2 Target Allelic Discrimination.perd

File View Settings Export Tools Plate Setup ~ S‘ Fluorophore v || 2
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
Y & Alele 2 Ao 1644 5284
6000 § = A5 Allele 2 Auto 1605 5228
’ AD6 Heterozygote Auto 8476 2982
R 803 Alele 2 Ao 78 563
< 4000 £ B0S Alele 2 Ao 1716 5456
s . 806 Heterozygote  Auto 8050 2909
< 3000 §
5 s co3 Alele 2 Auto 1757 5858
2 2000 £ co5 Alele 2 Auto 1897 5799
cos Heterozygote  Auto 8362 2847
et . D03 Alele 2 Ato 058 6632
oo
o Le , , : , D05 Alele 2 Auto 1575 5314
0 2 4 6 e 10 12 D0s Heterozygote  Auto 9871 3437
RFU for Allele 1 - FAM (1043) [ Polar Coordinates E04 Alele 1 Auto 10639 430
1 2 3 4 5 3 7 | 8 | 9 | 10 | 11 | 12 | |SelectedFluorophores
N e
- i
Selectoycle: 50 |3
c i
3 [J View call map
= i
- I I
< B I
« .
Completed Scan Mode: All Channels ‘ Plate Type: BR White ‘ Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

El andlisis de discriminacion alélica requiere los siguientes contenidos minimos en los pocillos:
B Dos fluorocromos en cada pocillo
B Muestras NTC (sin control de plantilla) para analisis de datos optimizado

El software CFX Manager Dx ofrece cuatro opciones de visualizacion de los datos de discriminacion
alélica:

B Gréfico Allelic Discrimination (Discriminacion alélica): muestra los datos en un grafico de RFU
para el alelo 1/alelo 2. Cada punto en el grafico representa datos de ambos fluorocromos en un
pocillo. Puede alternar entre coordenadas cartesianas y polares activando o desactivando la
casilla de verificacion Polar Coordinates (Coordenadas polares). Las coordenadas cartesianas
representan la RFU para el alelo 1 en el eje x y la RFU para el alelo 2 en el eje y. Las
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Pestaria Allelic Discrimination (Discriminacion alélica)

coordenadas polares representan el angulo en el eje x y la distancia de RFU en el eje y desde el
origen (mediana de todos los tipos NTC).

B Hojade calculo Well (pocillo): muestra los datos de discriminacion alélica recopilados en cada
pocillo de la placa.

B Selector de pocillos: selecciona los pocillos con los datos alélicos que desea mostrar.

B Panel Selected Fluorophores (Fluorocromos seleccionados): cambia las etiquetas de los ejes x e
y en el grafico Allelic Discrimination (Discriminacion alélica), el ciclo que se va a analizar y si se
muestra o no el mapa de llamadas.

Ajuste de datos para discriminacion alélica

El software asigna automaticamente un genotipo a los pocillos con muestras desconocidas en funcién
de las posiciones de los tipos NTC y del angulo y la distancia de los puntos de datos desconocidos de
los tipos NTC.

Para ajustar los datos de discriminacion alélica

» Realice una de las siguientes acciones:

B Para mostrar coordenadas polares, marque la casilla de verificacion en el gréafico Allelic
Discrimination (Discriminacion alélica).

B Para ver otro fluorocromo, seleccionelo de la lista desplegable en el panel Selected
Fluorophores (Fluorocromos seleccionados).

B Para cambiar una llamada, arrastre los puntos de datos en el grafico Allelic Discrimination
(Discriminacion alélica) y elija una opcion de la lista Selected Wells (Pocillos seleccionados):

O

O

O o O 0O

Allele 1 (Alelo 1)

Allele 2 (Alelo 2)

Heterozygote (Heterocigoto)
Undetermined (Indeterminado)
No Call (Ninguna llamada)

Auto Call (Llamada automatica)

Consejo: Seleccione Auto Call (Llamada automatica) para volver a la llamada
predeterminada.
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Opciones de menu de grafico

Ademas de las opciones de menu contextual para gréaficos (consulte Elementos comunes de menu
contextual para graficos en la pagina 186), se enumeran en la Tabla 30 las opciones de menu
disponibles en el grafico Allelic Discrimination (Discriminacion alélica).

Tabla 30. Opciones de menu contextual y de clic izquierdo del grafico Allelic Discrimination
(Discriminacion alélica)

Opcion de menu Funcién

Zoom Enfoca la visualizacion del grafico en el area seleccionada
(haciendo clic y arrastrando el cursor en el grafico).

Consejo: Para restaurar el zoom para mostrar todos los
puntos de datos, haga clic con el botén derecho y seleccione
Set Scale to Default (Establecer escala en valor
predeterminado).

Well (Pocillo) En el caso del pocillo seleccionado, las opciones son mostrar solo
este pocillo, suprimir este pocillo de la vista, establecer un color
para este trazo o excluir este pocillo del analisis.

Selected Wells (Pocillos En el caso de los pocillos seleccionados (haciendo clicy

seleccionados) arrastrando el cursor en el grafico), las opciones son mostrar solo
estos pocillos, suprimir estos pocillos de la vista, establecer un
color para estos trazos o excluir estos pocillos del analisis.

Hoja de calculo Allelic Discrimination (Discriminacién alélica)

En la Tabla 31 se definen los datos que aparecen en la hoja de calculo de discriminacién alélica.

Tabla 31. Contenido de la hoja de calculo Allelic Discrimination (Discriminacion alélica)

Informacion Descripcion

Well (Pocillo) Posicién del pocillo en la placa

Sample (Muestra) Descripcion del nombre de la muestra

Call (Llamada) Identidad del alelo, incluidos el Allele 1 (Alelo 1), Allele 2 (Alelo 2),

Heterozygote (Heterocigoto), No Call (Sin llamada) o Undetermined
(Indeterminado) automaticos

220 | Sistemas CFX96 Dxy CFX96 Deep Well Dx



Pestaria Allelic Discrimination (Discriminacion alélica)

Tabla 31. Contenido de la hoja de calculo Allelic Discrimination (Discriminacién alélica) (con-
tinuacion)

Informacion Descripcion

Type (Tipo) Auto (automatico) o Manual, describe como se hizo la llamada.
Automatico indica que el software selecciond la llamada. Manual
indica que el usuario selecciond la llamada

RFU1 RFU para el alelo 1

RFU2 RFU para el alelo 2
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La pestafia Custom Data View (Vista de datos personalizada) se muestra simultdneamente en varios

paneles en un formato personalizable.

La lista desplegable Load a Preset View (Cargar vista predefinida) ofrece una seleccion de plantillas
de formato de presentacion. La vista predeterminada que se muestra depende del archivo que se esté
analizando. Por ejemplo, si se trata de datos de curva de fusion, aparece la vista predeterminada

Amp+Melt.

Pestana Custom Data View (Vista de datos personalizada)

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

=

Amplification

Relati ve Normalized Expression

o _—
T !
= f 0
: s /oy Wf
A LI L = = 2
— N - Sample
0 I E » “
Cycles
Quantification Summary Results Grid Gene Expression Resuls - Bar Chatt
Wel 9| Fuor & Taget (| Content 0| Sample ¢ Cq 9| Comscted
FO4  HEX Actin Std2 di-2 1275 Target & Sample | Cid | Expression & B"gﬁm 2 E!t:gtéﬁ;on 2
F05  HEX Actin 5td-3 di-3 16.09
P05 HEX Actin e s 1951 b 8Hr 0.00209 0.00093 0.00093
P07 HEX Actin S5 45 a7 b dil 2.93656 007376 011670
F08 HEX actin S5 s 2614 b di2 3.15690 019094 020278
F09 HEX actin Std7 47 2957 L di3 3.10759 016432 0.16386
L di4 3.17837 015760 015883
L di5 302785 018924 018931
b di6 314125 018164 013402
b di7 297195 024201 024751
4] il [N} i
Well Selector ~| | Bar Chart Cortrol Panel v
[ FAM [ HEX [J TexasRed [ Cy5 Mode: ~
expression ( AACq ) v
Graph Data:
Relative to cortrol v
Control Sample:
[6Hr v
Show Chart Settings [
Xohis: ~
| Stdl || Std2 || Std3 || Std4 || 5td5 || Std6 || Std7 | Sample. |
O [t [ 52 [t | s | s [ o | s [ M | e .
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Pestafia Custom Data View (Vista de datos personalizada)

Creacidén de una vista de datos personalizada
Para crear una vista de datos personalizada
» Realice una de las siguientes acciones:

B Seleccione otra vista predefinida de la lista desplegable.

B Seleccione otra vista de grafico de la lista desplegable ubicada en la parte superior de cada
panel individual.

B Modifique el nimero de filas y de columnas en la tabla.

B Modifique las dimensiones del panel individual. Arrastre las barras en el perimetro de cada
panel.

Haga clic en Save as Preset (Guardar como predefinida) para guardar la vista personalizada como
una plantilla predefinida. Haga clic en Manage Presets (Gestionar vistas predefinidas) para eliminar,
cambiar de nombre o restablecer vistas predefinidas existentes.
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Pestaina QC (CC)

Utilice la pestafia QC (CC) para evaluar rapidamente a la calidad de los datos de procesamiento
conforme a las reglas definidas en.

El software CFX Manager Dx ofrece cuatro opciones en las que ver los datos de CC:

B Grafico Amplification (Amplificacion): muestra la RFU de cada pocillo en cada ciclo. Cada
trazo en el gréafico representa los datos de un unico fluorocromo en un pocillo.

B Tabla de reglas de CC: muestra las reglas disponibles de CC y los ajustes que definen cada
regla. Las reglas de CC aplicadas se indican con una marca de verificacion.

B Selector de pocillos: selecciona los pocillos con los datos de fluorescencia que desea mostrar.

B Panel resumen de reglas de CC: muestra la regla de CC seleccionada y resalta los pocillos que
no cumplen la regla.

Quartification Quantfication Data EE Gene Expression @ Custom Data View ac @ Run Information

Amplification ’—_QI—| Description O Value § Use O Results & E;fe“ﬁa S
| |Negative cortrol with a Ca less O
WTC with a Cq less than O
o MRT with a Cq less than O
& Postive control with a Cq greate O
Unknown without a Cq O
Standard without a Cq O
s Efficiency greater than 1100
L) Efficiency less than 900
Gyoles tog Seale |15 Curve R"2less than 0380
FAM HEX [ TexasRed []Cy5 Replicate group Cq Std Devgre  0.20 FAMF3. HEXF4. F6.F [

Negative control with a Cq less than 38
1

4 5 6

[ |
Unkt |[ unie || unic:
Unkt || Unie || unic:
Unkt || Unie || unic:
T ]

Mo wells fail this GC Rule

Stz [ stas ["sta |
Stdl || Std2 || Std3 || Sta4 || Std5 || Std6 || Std7
T T T T EEA T ETAL

IO mmooms

Cambio de criterios de CC
Para cambiar los criterios de CC

P Active o desactive la casilla de verificacion Use (Uso) para incluir o excluir la regla del CC.
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Pestafia QC (CC)

Exclusion de los pocillos que no superen el CC

El software CFX Manager Dx muestra los pocillos que no cumplen los criterios del CC en la columna
Results (Resultados) de la tabla de reglas de CC y el panel resumen.

Para excluir los pocillos que no cumplen los criterios de CC

» Seleccione Exclude Wells (Excluir pocillos) para cada pocillo que se vaya a excluir.
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Pestaiia Run Information (Informacién de la serie)

La pestafia Run Information (Informacion de la serie) muestra el protocolo e informacion adicional
sobre cada serie. Utilice esta pestafia para realizar lo siguiente:

m  Visualice el protocolo.
B Introduzca o edite notas sobre la serie.
B Introduzca o edite el ID o el codigo de barras para la serie.

B Visualice los eventos que se pudieron producir durante la serie. Utilice estos mensajes para
ayudar a solucionar los problemas de una serie.

Consejo: Haga clic con el botdn derecho en Protocol (Protocolo) para copiarlo, exportarlo o
imprimirlo. Haga clic con el botén derecho en los paneles Notes (Notas), ID/Bar Code (ID/cédigo
de barras) u Other (Otros) para cortar, copiar, pegar, eliminar o seleccionar el 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
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Informes de analisis de datos

El cuadro de didlogo Report (Informe) muestra informaciéon sobre el archivo de datos actual en la
ventana Data Analysis (Analisis de datos). Para abrir un informe, seleccione Tools (Herramientas) >
Reports (Informes).

El cuadro de dialogo Report (Informe) se compone de las secciones siguientes:

B Menuy barra de herramientas: ofrece opciones para dar formato, guardar e imprimir el informe o
la plantilla.

B Lista de opciones (parte superior izquierda del cuadro de dialogo): incluye opciones para mostrar
en el informe.

B Panel de opciones (parte inferior izquierda del cuadro de didlogo): muestra cuadros de texto en
los que puede introducir informacion acerca de una opcién seleccionada.

B Panel de vista previa (parte superior derecha del cuadro de didlogo): muestra una vista previa del
informe actual.

Report: Gene Expression Multiplex - Time Course 3.pcrd

File  Templates Format
[T] ] o
B & w7
- Header ~
Report Information BIO-RAD ~
[Ihates
=} Run Setup
- un Information
- rotocol B -
et iy Gene Expression Multiplex -
=[] Quantification
-.[7] Analysis Settings -
1S Pistrubiod? Time Course 3.pcrd
- tandard Curve Chart
-] Data
—I-f/]Gene Expression - Bar Chart 08!1 8/201 7 1 5:36
-] Analysis Settings
Chart -
[ Target Nemes Report Information
...J A Samnle Names hd
Header User : BioRad\admin
Title Data File Name : Gene Expression Multiplex - Time Course 3 perd
|ene Exprossion Mutplax - Tma Course 3_Pc| Data File Path : C:\CFX-Maestro 1. 1'PCEDs
Sub-Title 5
‘Well Group Name : All Wells
|DEﬂ 8/2017 15:35 | Report Differs from Last Save - No
Mlign: | Lefi ~
Logo Run Setup
Run Information
Run Date - 12/13/2007 12:31
Run User : admin
=il |J Slam Run Type : User-defined >
Plate File : Multi GE pltd
Update Report < >
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Categorias de informes de analisis de datos

En la Tabla 32 se enumeran todas las opciones disponibles para un informe de analisis de datos,
dependiendo del tipo de datos de la ventana Data Analysis (Analisis de datos).

Tabla 32. Categorias de informes de analisis de datos en la lista de opciones

Categoria Opcion

Header (Encabezado)

Descripcion

Titulo, subtitulo y logotipo para el
informe

Report Information
(Informacion del informe)

Fecha de la serie, nombre de usuario,
nombre del archivo de datos, ruta del
archivo de datos y grupo de pocillos
seleccionado

Audit Information (Informacion
de auditoria)

Informacién complementaria necesaria
para autorias, incluidas firmas

Notes (Notas)

Notas sobre el informe de datos

Run Setup (Configuracién de la serie)

Run Information (Informacién
de la serie)

Fecha de la serie, nombre de usuario,
nombre del archivo de datos, ruta del
archivo de datos y grupo de pocillos
seleccionado

Protocol (Protocolo)

Vista del texto de los pasos y las
opciones del protocolo

Plate Display (Visualizacion de
la placa)

Vista de la informacién de la placa en
cada pocillo de la placa

Quantification (Cuantificacion)

Analysis Settings (Ajustes de
analisis)

Numero del paso de recogida de datos,
modo de analisis y método de
sustraccion de referencia

Amplification Chart (Grafico de
amplificacién)
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Informes de analisis de datos

Tabla 32. Categorias de informes de anadlisis de datos en la lista de opciones (continuacién)

Categoria Opcion Descripcion

Grafico Standard Curve (Curva Grafico de curva estandar
estandar)

Data (Datos) Hoja de célculo que enumera los datos
de cada pocillo

Gene Expression (Expresion genética): Bar Chart (Grafico de barras)

Analysis Settings (Ajustes de Modo de analisis, datos del grafico,

analisis) opcion de ajuste a escala y error del
grafico

Chart (Grafico) Copia del grafico de barras

Target Names (Nombres de Grafico de nombres de objetivos

objetivos)

Sample Names (Nombres de Grafico de nombres de muestras

muestras)

Data (Datos) Hoja de célculo que enumera los datos

de cada pocillo

Target Stability (Estabilidad del Grafico de los valores de estabilidad del
objetivo) objetivo

Gene Expression (Expresion genética): Clustergram and Scatter Plot (Clustergrama y
diagrama de dispersion)

Analysis Settings (Ajustes de Ajustes para cada tipo de grafico
analisis)

Chart (Grafico) Copia del grafico

Data (Datos) Hoja de calculo que enumera los datos

de cada objetivo

Melt Curve (Curva de fusion)

Analysis Settings (Ajustes de Numero de paso de fusion y ajuste de
analisis) la barra de umbral
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Tabla 32. Categorias de informes de analisis de datos en la lista de opciones (continuacién)

Categoria

Opcion
Melt Curve Chart (Grafico de la
curva de fusion)

Descripcion

Grafico de la curva de fusion

Melt Peak Chart (Grafico del
pico de fusion)

Grafico del pico de fusion

Data (Datos)

Hoja de célculo que enumera los datos
de cada pocillo

Allelic Discrimination (Discriminacién alélica)

Analysis Settings (Ajustes de
analisis)

Presenta los fluorocromos, el ciclo y el
mapa de llamada de la vista

Allelic Discrimination Chart
(Gréfico de discriminacion
alélica)

Copia del grafico de discriminacién
alélica

Data (Datos)

Hoja de célculo que enumera los datos
de cada pocillo

End Point (Punto final)

Analysis Settings (Ajustes de
analisis)

Fluorocromo, ciclos finales para el
promedio, modo, valor de RFU inferior,
valor de RFU superior y valor de corte

Data (Datos) Hoja de célculo que enumera los datos
de cada pocillo
QC Parameters
(Parametros de CC)
Data (Datos) Hoja de célculo que enumera los

parametros de cada regla de CC
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Creacién de un informe de analisis de datos
Puede guardar el formato de un informe como plantilla para volver a usarla para informes parecidos.
Para crear un informe de analisis de datos

1. Realice los ajustes finales al contenido de los pocillos, pocillos seleccionados, gréficos y hojas de
calculo en la ventana Data Analysis (Analisis de datos) antes de crear el informe.

2. Seleccione Tools (Herramientas) > Reports (Informes) en la barra del menu Data Analysis
(Analisis de datos) para abrir el cuadro de dialogo Report (Informe).

3. Elijalas opciones que desea incluir en el informe. El informe se abre con las opciones
predeterminadas seleccionadas. Active o desactive las casillas de verificacion para cambiar
categorias completas u opciones individuales dentro de una categoria.

Nota: Los datos que aparecen en el informe dependen de las selecciones actuales en las
pestafas de la ventana Data Analysis (Analisis de datos). Por ejemplo, una serie de
cuantificacion podria no contener una curva estandar y, por tanto, esos datos no aparecen
en la ventana Data Analysis (Analisis de datos) o en el informe de datos.

4. Cambie el orden de las categorias y los elementos de un informe. Arrastre las opciones a la
posicion relativa. Los elementos se pueden reordenar solo dentro de las categorias a las que
pertenecen.

5. (Opcional) En el panel Report Options (Opciones de informe), introduzca informacion relevante
parala opcién seleccionada:

B Elija un subconjunto de informacion para mostrar en el informe.
B Elija ajustes especificos para la opcion seleccionada.
B Cambie el texto que desea mostrar para la opcién seleccionada.

6. Haga clic en Update Report (Actualizar informe) para actualizar la vista previa del informe con
cualquier cambio.

7. Imprima o guarde el informe. Haga clic en el botdn Print Report (Imprimir informe) en la barra de
herramientas para imprimir el informe actual. Seleccione File (Archivo) > Save (Guardar) para
guardar el informe en formato de archivo PDF (archivo Adobe Acrobat Reader) y seleccione una
ubicacion en la que guardar el archivo. Seleccione File (Archivo) > Save As (Guardar como) para
guardar el informe con un nuevo nombre o en una nueva ubicacion.

8. (Opcional) Cree una plantilla de informe con la informacién que desee. Para guardar los ajustes
del informe actual en una plantilla, seleccione Template (Plantilla) > Save (Guardar) o Save As
(Guardar como). Después, cargue la plantilla del informe cuando desee crear un nuevo informe.
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Creacidén de informes de grupos de pocillos
Para crear un informe de grupo de pocillos

1. Seleccione Tools (Herramientas) > Well Group Reports (Informes de grupos de pocillos) en la
ventana Data Analysis (Analisis de datos).

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. Enelcuadro de didlogo Well Groups Reports (Informes de grupos de pocillos), seleccione los
grupos de pocillos, los pasos de amplificacion y los pasos de fusiéon que desea incluir en el
informe.

3. Introduzca la ruta o navegue hasta la carpeta de destino en la que desea guardar el informe.

4. (Opcional) Seleccione Choose a Report Template (Elegir una plantilla de informe) y navegue
hasta la carpeta del archivo de plantilla.

5. (Opcional) Seleccione Open Destination Folder (Abrir carpeta de destino) y vea los informes
después de generarlos.

6. Haga clic en Create Reports (Crear informes).
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Con el uso de controles estrictamente cualificados en sus reacciones, puede utilizar el software CFX
Manager™ Dx para procesar una serie de expresion genética con objeto de normalizar las diferencias
relativas en una concentracion de objetivo entre muestras. Normalmente, los niveles de expresion de
uno o mas genes de referencia se utilizan para normalizar los niveles de expresion de un gen de
interés. Los genes de referencia tienen en cuenta las diferencias de carga u otras variaciones
representadas en cada muestra, y sus niveles de expresion no deben verse afectados en el sistema
biolégico que se estudia.

Elija la pestafia Gene Expression (Expresion genética) en la ventana Data Analysis (Andlisis de
datos) para evaluar las diferencias relativas entre reacciones de PCR en dos o0 mas pocillos. Por
ejemplo, puede evaluar numeros relativos de genomas viricos o numeros relativos de secuencias
transfectadas en una reaccion de PCR. La aplicacion mas comun del estudio de expresion genética
es la comparacion de la concentracion ADNc en mas de una reaccion para estimar los niveles de ARN
mensajero de estado estable.

El software calcula el nivel de expresion relativa de un objetivo con uno de los siguientes casos:

B Elnivel de expresion relativa de una secuencia objetivo (objetivo 1) relacionada con otro objetivo
(objetivo 2); por ejemplo, la cantidad de un gen en comparacion con otro gen bajo el mismo
tratamiento de muestras.

B Elnivel de expresion relativa de una secuencia objetivo en una muestra en comparacion con el
mismo objetivo bajo un tratamiento de muestras diferente; por ejemplo, la cantidad relativa de un
gen en comparacion consigo mismo en condiciones temporales, geograficas o de desarrollo
diferentes.

Configuracion de placa para analisis de expresion genética

Para realizar analisis de expresion genética, el contenido de los pocillos debe incluir lo siguiente:

B Dos o més objetivos: los dos objetivos que representan genes amplificados o secuencias
distintos en las muestras.

B Uno o mas objetivos de referencia: al menos un objetivo debe ser un objetivo de referencia para
la expresion normalizada. Asigne todos los objetivos de referencia en la ventana Experiment
Settings (Ajustes de experimento) para analizar los datos en modo de expresion normalizada
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(AACq). Las series que no contienen una referencia se deben analizar con el modo de expresion
relativa (AC).

Muestras frecuentes: las reacciones deben incluir muestras comunes (un minimo de dos) para
ver los datos trazados en la pestafia Gene Expression (Expresion genética). Estas muestras
deben representar tratamientos o condiciones distintos para cada una de sus secuencias
objetivo. Designe una muestra de control (opcional) en la ventana Experiment Settings (Ajustes
del experimento). Si no se selecciona un control, el software usa el C, mas bajo como control.

Los requisitos para la configuracion de la expresion genética en el editor de placas dependen de si los
contenidos de la reaccién son PCR singleplex, con un fluorocromo en las reacciones, o PCR
multiplex, con mas de un fluorocromo en las reacciones.

Configuracion de placa orientada

Si la configuracion de placa de un archivo de datos no contiene la informacion necesaria para el
analisis y la pestafia Gene Expression (Expresién genética) esta seleccionada, el espacio que
normalmente ocupa el grafico de barras contendra instrucciones para introducir dicha informacion.

Para la expresién genética normalizada, realice los siguientes pasos:

1.

Defina los nombres de objetivos y muestras con cualquiera de los siguientes métodos:
B Plate Setup (Configuracion de placa): abre la ventana Plate Editor (Editor de placas).

B Replace Plate file (Sustituir archivo de placa): abre el explorador Select Plate (Seleccionar
placa), donde puede navegar hasta un archivo de placa guardado previamente para sustituir
la disposicion de la placa actual.

B Replace PrimePCR File (Sustituir archivo PrimePCR): abre el cuadro de dialogo Select
PrimePCR file (Seleccionar archivo PrimePCR), donde puede navegar hasta un archivo de
serie de PrimePCR™ y aplicarlo a la disposicion de la placa.

Seleccione uno o mas objetivos de referencia y una muestra de control mediante el cuadro de
dialogo Experiment Settings (Ajustes del experimento).

Si la disposicion de la placa ya contiene informacion sobre el objetivo y la muestra, solo es
necesario el segundo paso y se resalta en color naranja. Este paso se debe completar antes de
que tenga lugar el analisis de la expresion genética normalizada.

Nota: Los datos para el clustergrama y diagrama de dispersion se muestran solo si se
cumplen todos los requisitos para la expresion genética normalizada que aparecen en Plate
Setup (Configuracién de placa) para el analisis de expresion genética.
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Graficos de expresion genética

El software CFX Manager Dx muestra los datos de expresion genética en distintas vistas. En la Tabla
33 se enumeran las opciones de graficos disponibles en el software.

Tabla 33. Opciones de graficos de expresion genética

Boton

i

Nombre

Grafico de barras

Funcion

Muestra los datos de expresion genética
normalizada en formato de grafico de
barras.

Clustergrama

Muestra los datos de expresion normalizada
en una jerarquia basada en el grado de
similitud de la expresion para diferentes
objetivos y muestras.

Diagrama de dispersion

Muestra la expresion normalizada de
objetivos para un control en comparacién
con una muestra experimental.

Resultados

Realiza un resumen de los datos de todos
los graficos.
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Grafico de barras
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B% Target Stability Value
. Comected :
Target a Sample O Cl ) Expression Ex%rzsr:mn {| Expression ¢| MeanCgq <} CgSEM &
SEM
L1 BHr 0.00209 0.00093 0.00093 302 0.65400 %
IL1b di-1 2.93656 007376 0.11670 799 0.03661
L1 dil-2 3.15690 0.19094 0.20278 11.91 0.05799
L1 dil-3 3.10759 0.16432 0.16986 15.24 0.05851 ]
Completed Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit

La expresion relativa de los objetivos se presenta en estas dos vistas:

B Grafico de expresion genética: muestra los datos de PCR en tiempo real como uno de los
siguientes:

O AAC,: expresion normalizada relativa calculada mediante muestras de control y objetivos de

referencia.

O ACq: cantidad relativa del gen objetivo en una muestra en relacién con una muestra de

control.

B Hoja de calculo: muestra una hoja de calculo con los datos de expresion genética.

Consejo: Haga clic con el boton derecho en cualquier grafico u hoja de calculo para ver las
opciones. Seleccione View/Edit Plate (Ver/editar placa) en el menu desplegable Plate Setup

(Configuracion de placa) para abrir el editor de placas y cambiar los contenidos de los
pocillos en la placa.
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Consejo: Seleccione Sort (Clasificar) en el menu contextual para reorganizar el orden de los
nombres de objetivos y muestras en el gréafico.

Expresion genética normalizada

Para normalizar los datos, utilice el nivel de expresion medido de uno o mas genes de referencia
como el valor de normalizacion. Los genes de referencia son objetivos que no estan regulados en el

sistema bioldgico que se estudia, como actina, GAPDH o tubulina.

Para configurar un analisis de expresion genética normalizada (AAC)

1.
2.

Abra un archivo de datos (extension .pcrd).

Revise los datos en la pestafia Quantification (Cuantificacion) de la ventana Data Analysis
(Analisis de datos). Realice ajustes en los datos, como modificar el umbral y el modo de andlisis.

Elija la pestafia Gene Expression (Expresion genética).

En la pestafia Gene Expression (Expresién genética), haga clic en Experiment Settings (Ajustes
del experimento).

En el cuadro de dialogo Experiment Settings (Ajustes del experimento), realice lo siguiente:

a. Elijala pestafia Samples (Muestras) y seleccione un control. Cuando se asigna un control, el
software CFX Manager Dx normaliza las cantidades relativas de todos los genes para la cantidad
de control, que se establece en 1.

b. Elijala pestafia Target (Objetivo) y seleccione los genes de referencia. El analisis de
expresion genética requiere una referencia entre los objetivos de sus muestras.

Seleccione Normalized Expression (Expresion normalizada) (AAC,) si atin no lo esta, y vea los
niveles de expresion en la pestafia Gene Expression (Expresion genética).

Cantidad relativa

Por definicion, los datos de cantidad relativa (ACg) no estan normalizados. Este método se utiliza para
cuantificar las muestras que no incluyen genes de referencia (objetivos). Normalmente, los
investigadores confian en una de las siguientes consideraciones cuando configuran su serie:

Cada muestra contiene la misma cantidad que la plantilla, posiblemente la misma masa de ARN
o0 ADNc en cada pocillo.

Cualquier variacién en la cantidad de la muestra biolégica cargada se normalizara después del
procesamiento mediante algun método del analisis de datos fuera del software. Por ejemplo, un
investigador puede decidir dividir el valor de la cantidad relativa entre el factor normalizador,
posiblemente la masa de acido nucleico cargada para cada muestra, o el nUmero de células a partir
del cual se aislo6 el acido nucleico.
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Para procesar un analisis Relative Quantity (Cantidad relativa) (AC,)

» Enlapestafia Gene Expression (Expresion genética), seleccione Relative Quantity (Cantidad
relativa) (ACq) de la lista desplegable Mode (Modo) en el panel derecho.

Consejo: Para comparar los resultados con los datos de otras series de expresién genética,
abra un nuevo estudio génico o afiada un archivo de datos a un estudio génico existente.

Clasificacion de datos de objetivo y muestra

Nota: Esta opcidn esta disponible unicamente en graficos de expresion genética.

De forma predeterminada, las listas de objetivos y muestras aparecen en orden alfabético. Utilice el
cuadro de dialogo Sort (Clasificar) para clasificar la visualizacion en orden alfabético inverso o para
mover un término manualmente a una posicion distinta en la lista.

Para clasificar datos de objetivo y muestra
1. Enel menu contextual de grafico, haga clic en Sort (Clasificar).

Aparece el cuadro de dialogo Gene Expression Chart Sorting (Clasificacion de grafico de
expresion genética).

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
ﬂ dil-6

QK Cancel

2. Enelcuadro de dialogo, haga clic en Z-A para clasificar la lista en orden alfabético inverso.

3. Paramover un término de forma manual, selecciénelo y haga clic en el boton adecuado entre los
graficos:

B Hagaclic en la flecha hacia arriba o hacia abajo para desplazar el término seleccionado una
posicion.

B Hagaclic en la flecha de barra hacia arriba o hacia abajo para desplazar el término
seleccionado al primer o ultimo puesto de la lista.

4. Haga clic en OK (Aceptar) para guardar los cambios y volver a la pestafia Gene Expression
(Expresion genética).
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Ajuste de los datos de expresion genética

Después de seleccionar el modo de analisis —expresion normalizada (AACQq) o cantidad relativa
(ACq)— ajuste los datos que ve en la pestafia Gene Expression (Expresion genética) cambiando las
opciones de configuracion a la derecha del grafico.

Consejo: Establezca las opciones de datos de Gene Expression (Expresion genética)
predeterminadas en el cuadro de dialogo User Preferences (Preferencias de usuario) (consulte Ajuste
de los parametros del archivo de datos de expresién genética en la pagina 76).

Representacion de datos

Establezca el valor del eje y a la escala lineal para habilitar las opciones de datos del grafico. Las
opciones de datos del grafico le permiten presentar los datos en el grafico con una de estas opciones:

B Relativos al control: represente los datos con el eje ajustado a escala de 0 a 1. Si asigna un
control a su serie, seleccione esta opcion para visualizar rapidamente el incremento o la
disminucion del objetivo.

B Relativos a cero: represente los datos con el origen en cero.

Control Sample (Muestra de control)

Utilice el menu desplegable Control Sample (Muestra de control) para seleccionar una muestra que
se utilizara para normalizar la cantidad relativa:

Ajustes de grafico

Las siguientes opciones (descritas a continuacion) se muestran cuando se selecciona el cuadro Show
Chart Settings (Mostrar ajustes del grafico): X-Axis (Eje X), Y-Axis (Eje Y), Scaling (Ajustar a escala),
Error Type (Tipo de error) y Chart Error Multiplier (Multiplicador de error del gréfico).

X-Axis Options (Opciones del eje x)

La opcion del eje x permite seleccionar los datos del eje x del grafico de expresion genética:
B Target (Objetivo): representa los nombres de objetivos en el eje x.

B Sample (Muestra): representa los nombres de muestras en el gje x.

Y-Axis Options (Opciones del eje y)

La opcion del eje y permite mostrar el grafico de expresion genética en una de las tres escalas
siguientes:

B Lineal: seleccione esta opcion para mostrar una escala linear.

Manual de funcionamiento | 239



Capitulo 11 Analisis de expresion genética

Consejo: Al establecer el eje y en lineal, se habilita la lista desplegable Graph Data
(Representar datos), en la que puede elegir representar los datos respecto al control o
respecto a cero.

Log 2: seleccione esta opcion para evaluar las muestras en un rango dinamico amplio.

Log 10: seleccione esta opcién para evaluar las muestras en un rango dindmico muy amplio.

Opciones de Scaling (Ajustar a escala)

Seleccione Normalized Gene Expression (Expresion genética normalizada) (AACq) y establezca
Control Sample (Muestra de control) en None (Ninguno) para habilitar las opciones de escala en el
grafico de expresion genética. Seleccione una de estas opciones de escala para calcular y presentar
los datos como mejor se ajuste a su disefio de serie:

Unscaled (Sin ajustar a escala): presenta la expresion genética normalizada sin ajustar a escala.

Highest (Superior): ajusta a escala la expresién genética normalizada de cada objetivo dividiendo
el nivel de expresion de cada muestra entre el nivel de expresién superior en todas las muestras.

Esta opcidn de escala utiliza la férmula de escala al valor superior.

Lowest (Inferior): ajusta a escala la expresién genética normalizada de cada objetivo dividiendo
el nivel de expresion de cada muestra entre el nivel de expresion inferior en todas las muestras.

Esta opcidn de escala utiliza la férmula de escala al valor inferior.

Average (Promedio): ajusta a escala la expresion genética normalizada de cada objetivo
dividiendo el nivel de expresion de cada muestra entre la media geométrica de los niveles de
expresion para todas las muestras.

Esta opcién de escala utiliza la férmula de escala al valor promedio.

Tipo de error

Seleccione una opcion para el tipo de calculos de error (barras de error) en el grafico de expresion
genética:

Error estandar de la media (predeterminado)

Desviacién estandar
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Multiplicador de barras de error del grafico

Seleccione un multiplicador para las barras de error del grafico de expresion genética. Seleccione uno
de estos numeros enteros:
+/— 1 (predeterminado), 2 o 3. El tipo de multiplicador cambia cuando selecciona el tipo de error:

B SEM para error estandar de la media

B Desv. est. para las desviaciones estandar

Experiment Settings (Ajustes del experimento)

Consejo: El cuadro de dialogo también esta disponible en el editor de placas. Para obtener mas
informacidn, consulte Cambio de ajustes del experimento en la pagina 136.

En el cuadro de dialogo Experiment Settings (Ajustes del experimento), puede ver o cambiar la lista
de objetivos o muestras, seleccionar genes de referencia, seleccionar controles o establecer el grupo
Gene Expression Analysis (Analisis de expresion genética) que se debe analizar si los nombres de
conjuntos biolégicos se han afiadido a los pocillos.

Para abrir el cuadro de dialogo Experiment Settings (Ajustes del experimento

» Enlapestaiia Bar Chart (Gréafico de barras), haga clic en Experiment Settings (Ajustes del
experimento en la parte inferior del panel derecho.

Aparece el cuadro de dialogo Experiment Settings (Ajustes del experimento), donde se muestra
la pestafia Targets (Objetivos).

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 establecer los ajustes de Targets (Objetivos)

» Enla pestafa Targets (objetivos), realice una de las siguientes acciones:

Para seleccionar un objetivo como referencia para un analisis de datos de expresion
genética, seleccione su nombre en la columna Reference (Referencia).

Para cambiar el color del objetivo, haga clic en su celda en la columna Color y cambie el
color en el cuadro de dialogo Color que aparece.

El cambio del color aparece en los graficos de expresién genética.

Para utilizar un valor de eficiencia previamente determinado, desactive la casilla de
verificacion del objetivo en la columna Auto Efficiency (Eficiencia automatica), e introduzca
un numero para el porcentaje de eficiencia de un objetivo.

El software calcula la eficiencia relativa de un objetivo utilizando Auto Efficiency (Eficiencia
automatica) si los datos de un objetivo incluyen una curva estandar.

Para establecer los ajustes de Sample (Muestra)

» Enlapestaiia Samples (Muestras), realice una de las siguientes acciones:

Para seleccionar una muestra como control para un analisis de datos de expresion genética,
seleccione su nombre en la columna Control.

Para cambiar el color de la muestra, haga clic en su celda en la columna Color y cambie el
color en el cuadro de dialogo Color que aparece.

El cambio del color aparece en los graficos de expresién genética.

Para mostrar la muestra en los graficos de expresion genética, seleccione el elemento en la
columna Show Chart (Mostrar grafico).

Para eliminar la muestra de los graficos de expresion genética, borre el elemento de la
columna Show Chart (Mostrar grafico).

Consejo: Los datos de la muestra permanecen en la tabla Results (Resultados).

Para modificar la seleccion de Biological Set Analysis Options (Opciones de analisis de

conjuntos biolégicos)

» Siha asignado uno o mas conjuntos biolégicos a pocillos en la placa (consulte Asignacion de
conjuntos biolégicos a pocillos en la pagina 129), la lista Biological Set Analysis Options (Opciones
de analisis de conjuntos bioldgicos) aparece en el cuadro de didlogo Experiment Settings
(Ajustes del experimento) y le permite cambiar la seleccidn seguin sea necesario.
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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 (Objetivo frente a muestra): solo se utiliza el nombre de muestra del
pocillo en los calculos de expresién genética.

B Target vs. Biological Set (Objetivo frente a conjunto biolégico): solo se utiliza el
nombre de conjunto biolégico en los calculos.

B Target vs. Sample_Biological Set (Objetivo frente a muestra_conjunto biolégico): el
nombre de la muestra y el nombre del conjunto biolégico se combinan para crear un solo
nombre utilizado en los calculos.

B Target vs. Biological Set_Sample (Objetivo frente a conjunto biolégico_muestra): el
nombre de la muestra y el nombre del conjunto bioldgico se combinan para crear un solo
nombre utilizado en los calculos.

Para excluir un tipo de muestra de los calculos del analisis

» Active su casilla de verificacion en la parte inferior del cuadro de didlogo Experiment Settings
(Ajustes del experimento).

Nota: Esto excluye los controles o las normas del andlisis de expresion genética.

Valor de estabilidad del objetivo

Los valores de estabilidad del objetivo se calculan cuando se utiliza mas de un gen de referencia. El
software CFX Manager Dx calcula dos pardmetros de calidad para los genes de referencia:

B Coefficient Variance (CV) (Coeficiente de variacion (CV)): corresponde a las cantidades
relativas del gen de referencia normalizadas. Un valor de CV inferior denota una mayor
estabilidad.

H M Value (M) (Valor de M (M)): medida de la estabilidad de la expresién genética de
referencia.

Los valores recomendados de CV y M se muestran en la parte inferior del cuadro de dialogo Stability
Value (Valor de estabilidad).

Para ver el valor de estabilidad del objetivo

» Enlapestafia Gene Expression Bar Chart (Grafico de barras de expresion genética), haga clic en
Target Stability Value (Valor de estabilidad del objetivo) en la parte inferior del panel derecho.

Aparece el cuadro de dialogo Stability Value (Valor de estabilidad).
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Opciones de menu contextual

Haga clic con el boton derecho en el grafico de expresion genética para seleccionar los elementos

que aparecen en la Tabla 34.

Tabla 34. Elementos del menu contextual de expresiéon genética

Elemento

Copy (Copiar)

Funcion

Copia el grafico en un portapapeles.

Save Image As (Guardar
imagen como)

Guarda el grafico como un archivo de imagen. Establezca la
resolucion y las dimensiones de laimagen y, a continuacion,
seleccione el tipo de archivo (PNG, GIF, JPG, TIF o BMP).

Page Setup (Configuracién de
pagina)

Selecciona una configuracion de pagina para imprimir.

Print (Imprimir)

Imprime el grafico.

Set Scale to Default (Establecer
escala al valor predeterminado)

Show All (Mostrar todo) muestra todos los datos en el grafico de
barras. Scroll Bar (Barra de desplazamiento) muestra una barra de
desplazamiento si hay demasiadas muestras para que aparezcan
en el marco del grafico conservando una anchura de barras

minima.
Chart Options (Opciones del Abre la ventana Chart Options (Opciones del grafico) para ajustar el
grafico) grafico.
Sort (Clasificar) Clasifica el orden de las muestras u objetivos que aparecen en el

eje x del grafico.

Use Corrected Std Devs (Usar
desv. est. corregidas)

Calcula las barras de error usando la formula de desviacion
estandar corregida.

Use Solid Bar Colors (Usar
colores sélidos en las barras)

Muestra colores sélidos en las barras del grafico.

X-Axis Labels (Etiquetas del
eje x)

Muestra las etiquetas del eje x horizontalmente o en angulo.
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Hoja de calculo Data (Datos)
En la Tabla 35 se definen los datos que se muestran en la tabla de datos de expresion genética.

Nota: Los valores de la tabla se calculan en funcién del tipo de grafico y de las preferencias
seleccionadas en el panel de la derecha.

Tabla 35. Descripcion de la informacién de la hoja de calculo en la pestafa Bar Chart (Gra-
fico de barras)

Informacién

Target (Objetivo)

Descripcion

Nombre del objetivo (gen amplificado) seleccionado en la ventana
Experiment Settings (Ajustes del experimento).

Sample (Muestra)

Nombre de la muestra seleccionado en la ventana Experiment
Settings (Ajustes del experimento).

Ctrl

Nombre del control seleccionado en la ventana Experiment Settings
(Ajustes del experimento).

Relative Quantity (Cantidad
relativa) o
Expression (Expresion)

Cantidad relativa (AC) o expresion genética normalizada (AAC,),
dependiendo del modo seleccionado.

Relative Quantity (Cantidad
relativa) o Expression SEM
(SEM de expresion) (o SD)

Error estandar de la media (SEM) o desviacion estandar (SD) de la
cantidad relativa o expresion normalizada, dependiendo de la
opcion seleccionada.

Corrected Relative Quantity
(Cantidad relativa corregida) o
Expression SEM (SEM de
expresion) (o SD)

Calculo del valor corregido para SEM o SD de la cantidad relativa o
expresion normalizada, dependiendo de la opcidn seleccionada.

Mean Cq (C4 medio)

Media del ciclo de cuantificacion

Cy SEM (SEM de Cy) (o SD)

SEM o SD del ciclo de cuantificacion, dependiendo de la opcion
seleccionada.
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Opcion Show Details (Mostrar detalles)

En la Tabla 36 se definen los datos que aparecen cuando Show Details (Mostrar detalles) esta
seleccionada en el menu contextual de la hoja de calculo del grafico de barras.

Tabla 36. Informacién en la hoja de calculo del grafico de barras con Show Details (Mostrar
detalles) seleccionado

Informacion Descripcion

Data Set (Conjunto de datos) Datos de fluorescencia de un fluorocromo en el archivo de datos
Relative Quantity (Cantidad Cantidad relativa calculada de muestras

relativa)

Relative Quantity SD (SD de Desviacion estandar del calculo de la cantidad relativa

cantidad relativa)

Corrected Relative Quantity SD Desviacion estandar calculada de la cantidad relativa corregida
(SD de cantidad relativa
corregida)

Relative Quantity SEM (SEM de  Error estandar de la media del calculo de la cantidad relativa
cantidad relativa)

Corrected Relative Quantity Error estandar de la media calculado de la cantidad relativa
SEM (SEM de cantidad relativa corregida

corregida)

Relative Quantity(lg) (Cantidad Log, de la cantidad relativa que se usa para analisis estadistico

relativa(lg))

SD RQ(lg) Desviacion estandar de la cantidad relativa (logy)

SEM Expression(lg) (SEM de Error estandar de la media de la expresion (logy)
expresion(lg))

Unscaled Expression Expresioén calculada sin ajustar a escala
(Expresion sin escala)

Unscaled Expression SD (SD Desviacion estandar calculada de la expresion sin ajustar a escala
de expresion sin escala)

Corrected Unscaled Expression Desviacion estandar calculada de la expresion sin ajustar a escala
SD (SD de expresion sin escala corregida
corregida)
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Tabla 36. Informacion en la hoja de calculo del grafico de barras con Show Details (Mostrar
detalles) seleccionado (continuacion)

Informacién

Unscaled Expression SEM
(SEM de expresion sin escala)

Descripcion

Error estandar calculado de la media de la expresién sin ajustar a
escala

Corrected Unscaled Expression
SEM (SEM de expresion sin
escala corregida)

Error estandar de la media calculado de la expresion sin ajustar a
escala corregida

Unscaled Expression(lg)
(Expresion sin escala(lg))

Log, de la expresion sin ajustar a escala

SD Unscaled Expression(lg)
(SD de expresion sin escala(lg))

Desviacion estandar de la expresion sin escala (log,)

SEM Unscaled Expression(lg)
(SEM de expresion sin escala

(I9))

Error estandar de la media de la expresion sin escala (log,)

Expression (Expresion)

Expresién genética normalizada

Corrected Expression SD (SD
de expresion corregida)

Desviacion estandar calculada

Expression SEM (SEM de
expresion)

Error estandar de la media

Corrected Expression SEM
(SEM de expresion corregida)

Error estandar de la media calculado

Expression(lg) (Expresion(lg))

Log, de la expresion (expresion normalizada) que se usa para el
analisis estadistico

SD Expression(lg) (Expresion
de desv. est.(I9))

Desviacion estandar de la expresion (log,)

SEM Expression(lg) (SEM de
expresion(lg))

Error estandar de la media de la expresion (log,)

Mean C, (Cq medio)

Media del ciclo de cuantificacion

CqSD(SDde Cy)

Desviacion estandar del ciclo de cuantificacion

Cy SEM (SEM de C,)

Error estandar de la media del ciclo de cuantificacion
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Clustergrama

El clustergrama muestra los datos en una jerarquia basada en el grado de similitud de la expresion
para distintos objetivos y muestras.

Nota: Debe elegir un objetivo de referencia para mostrar cualquiera de los diagramas de datos
que no sean de expresion relativa para graficos de barras.

La imagen del clustergrama representa la expresion relativa de una muestra u objetivo de la siguiente
manera:

B Incremento (rojo): expresion superior

B Disminucion (verde o azul): expresion inferior
B Sinregulacion (negro)

B Sin valor calculado (negro con una X blanca)

Cuanto mas claro sea el tono del color, mayor sera la diferencia de expresion relativa. Si no se puede
calcular un valor de Cy normalizado, el cuadrado sera negro con una X blanca.

En los bordes exteriores del diagrama de datos hay un dendrograma, que indica la jerarquia de los
clusteres. Los objetivos y las muestras con patrones de expresién similares tendran ramas
adyacentes, mientras que aquellos con patrones diferentes seran mas distantes.

Ajustes
Puede establecer las siguientes opciones:

m  Cluster By (Agrupar por): elija Targets (Objetivos), Samples (Muestras), Both (Ambos) o None
(Ninguno).

B Size (Tamafio): ajusta el tamafio de laimagen y cambia el grado de ampliacion del grafico.
B Split Out Replicates (Repeticiones divididas): muestra valores para las repeticiones individuales.

Consejo: Puede cambiar el esquema de color para el clustergrama y diagrama de dispersion del
rojo/verde predeterminado a rojo/azul seleccionando esta opciéon de menu contextual en cualquiera de
estos graficos.

Opciones de menu contextual

Las opciones del menu contextual para el clustergrama son las mismas que las del grafico de barras.
Consulte la Tabla 34 en la pagina 244 para obtener mas informacién sobre las opciones disponibles.
Asimismo, seleccione Color Scheme (Esquema de colores) para cambiar la expresion de disminucion
de rojo/verde predeterminada a rojo/azul en el grafico.
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Clustergrama

Hoja de calculo Data (Datos)

La hoja de calculo muestra valores para el objetivo, la muestra y la expresién normalizada. Haga clic
en la casilla de verificacion situada junto a un objetivo para incluirlo o excluirlo del diagrama.
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Diagrama de dispersion

En el diagrama de dispersién se muestra la expresion normalizada de objetivos para una muestra de control
frente a una muestra del experimento. Las lineas en el grafico indican el el umbral de la normativa. Los
puntos de datos entre las lineas indican que la diferencia en expresion de ese objetivo (gen) es poco
significativa entre las muestras. Los puntos de datos fuera de las lineas exceden el umbral de la normativa y
podrian ser de interés.

La imagen del grafico muestra los siguientes cambios en la expresidn objetivo en funcion del umbral de la
normativa:

B Incremento (circulo rojo): expresion relativamente superior
B Disminucion (circulo verde o azul): expresion relativamente inferior
B Sin cambio (circulo negro)

Haga clic y arrastre cualquier linea del umbral para ajustar el valor del umbral de la normativa.

Ajustes

Puede establecer las siguientes opciones:
B Muestra de control

B Muestra experimental

B Umbral de la normativa. Conforme aumenta o disminuye el el valor de la normativa, las lineas del
umbral en el grafico se mueven en consecuencia.

Opciones de menu contextual

Las opciones del menu contextual para el diagrama de dispersion son las mismas que las del grafico
de barras. Consulte la Tabla 34 en la pagina 244 para obtener mas informacién sobre las opciones
disponibles. Ademas, seleccione Symbol (Simbolo) para cambiar el simbolo utilizado en el diagrama
del circulo predeterminado a uno de los siguientes:

B Triangulo
® Cruz
B Cuadrado

® Rombo
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Diagrama de dispersion

Hoja de calculo Data (Datos)

En la hoja de calculo se muestran los valores de la expresién normalizada y objetivo para las
muestras de control y experimentales. También indica si los objetivos se han aumentado o disminuido
en comparacion con el umbral de la normativa. Haga clic en la casilla de verificacion situada junto a un
objetivo para incluirlo o excluirlo del diagrama.
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Results (Resultados)

La pestafia Results (Resultados) proporciona una hoja de calculo que resume los datos de todos los

graficos. En la Tabla 37 se definen los datos que se muestran en la hoja de calculo Results

(Resultados).

Tabla 37. Informacién de la pestaiia Results (Resultados)

Informacion

Target (Objetivo)

Descripcion

Nombre de objetivo (gen amplificado)

Sample (Muestra)

Nombre de la muestra

Mean C (Cq medio)

Media del ciclo de cuantificacién

Mean Efficiency Corrected C
(Cq con eficiencia corregida
medio)

Media del ciclo de cuantificacién después de ajustar la eficiencia de
la reaccion

Normalized Expression
(Expresién normalizada)

Expresién objetivo normalizada para un objetivo de referencia
(AAC,)

Relative Normalized
Expression (Expresion
normalizada relativa)

Expresion normalizada relativa para una muestra de control;
también denominada grado de cambio

Regulation (Regulacion)

Cambio en la expresion relativa a una muestra de control

Compared to Regulation

Threshold (En comparacién con

el umbral de regulacion)

Incremento o disminucién de una muestra experimental basada en
la configuracién del umbral

Nota: Los datos de repeticiones se encuentran solo en las hojas de célculo de las pestafias de
analisis de datos en las que se han seleccionado Split Out Replicates (Repeticiones divididas)
(es decir, clustergrama). Puede haber una discrepancia entre los datos de expresion en las hojas
de calculo del analisis de expresion genética si selecciona «None» (Ninguno) como muestra de

control en el grafico de barras.
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Estudio génico

Cree un estudio génico para comparar los datos de expresion genética de uno o mas experimentos de
PCR en tiempo real utilizando un calibrador entre series para normalizar entre experimentos. Cree un
estudio génico afiadiendo datos de uno o mas archivos de datos (extension .pcrd) al estudio génico.
El software los agrupa en un solo archivo (extension .mgxd).

Nota: El numero méximo de muestras que puede analizar en un estudio génico esta limitado por
el tamafio de la RAM y la memoria virtual del ordenador.

Calibracion entre series

La calibracion entre series se intenta automaticamente en cada estudio génico para cada objetivo con
objeto de normalizar las variaciones entre series entre los objetivos analizados en series de PCR en
tiempo real independientes (es decir, archivos .pcrd diferentes generados a partir de distintas placas).

Para que el software reconozca una muestra como un calibrador entre series, debe compartir el
mismo nombre de objetivo, nombre de la muestra y, si se utiliza, nombre del conjunto bioldgico en
cada placa que se compara.

Nota: Como minimo, debe haber presente un calibrador entre series en el estudio génico para
que se produzca la calibracion entre series. Los objetivos sin muestras adecuadas de calibrador
entre series se procesaran sin correccion en el estudio génico (no recomendado).

Los calibradores entre series se pueden aplicar de dos maneras:

B Porobjetivo: los distintos cebadores de PCR pueden tener eficiencias distintas. De forma
predeterminada, el calibrador entre series se aplica a todos los pocillos de la misma placa que
tengan el mismo nombre de objetivo, por ejemplo el C, generado con el mismo analisis.

B Estudio completo: el usuario selecciona un calibrador entre series y se aplica a todo el estudio
geénico.

Cuadro de dialogo Gene Study (Estudio génico)

El cuadro de dialogo Gene Study (Estudio génico) incluye dos pestaias:

B Pestafia Study Setup (Configuracion del estudio): gestiona las series del estudio génico.

Importante: Al afiadir o eliminar archivos de datos en un estudio génico, no cambian los
datos del archivo original.

B Pestafia Study Analisis (Andlisis del estudio): presenta los datos de expresion genética de las
series combinadas.
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Pestaina Study Setup (Configuracién del estudio)

Enla Tabla 38 se definen los datos que aparecen en la pestafia Study Setup (Configuracién del

estudio).

Tabla 38. Pestaiia Study Setup (Configuracion del estudio) en el cuadro de didlogo Gene

Study (Estudio génico)

Titulo de la columna

File Name (Nombre de
archivo)

Descripcion

Nombre del archivo de datos de procesamiento (extension .pcrd)

File Folder (Carpeta de
archivo)

Directorio que almacena el archivo de datos para cada serie del
estudio génico

Date Created (Fecha de
creacion)

Fecha en la que se recopilaron los datos de procesamiento

Well Group Name (Nombre
del grupo de pocillos)

Nombre del grupo de pocillos seleccionado al afiadir el archivo al
estudio génico

Consejo: Para analizar un grupo de pocillos en el estudio génico,
debe seleccionar ese grupo de pocillos en la ventana Data
Analysis (Analisis de datos) antes de importar el archivo de datos
al estudio génico.

Step (Paso) Paso del protocolo que incluye la lectura de la placa para recopilar
datos de PCR en tiempo real
Run Type (Tipo de serie) Serie definida por el usuario o de PrimePCR™

Protocol Edited (Protocolo
editado)

Si se selecciona, indica que se ha editado el protocolo utilizado para
una serie de PrimePCR

View Plate (Ver placa)

Abre un mapa de placa de la placa con los datos en cada una de las
series incluidas en el estudio génico
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Preparacion de un estudio génico
Para preparar un estudio génico

1. Antes de importar datos a un estudio génico, realice lo siguiente en la ventana Data Analysis
(Analisis de datos):

B Compruebe que las muestras con el mismo contenido tengan el mismo nombre. En un
estudio génico, el software asume que los pocillos con el mismo nombre de objetivo o de
muestra contienen la misma muestra.

B Ajuste lalinea de referencia y el umbral (C,) en la pestafia Quantification (Cuantificacion)
para optimizar los datos en cada serie.

B Seleccione el grupo de pocillos que desea incluir en el estudio génico.

Para mostrar los datos de un grupo de pocillos en el estudio génico, ese grupo debe estar
seleccionado antes de importar el archivo de datos.

La pestafia Study Setup (Configuracion del estudio) muestra una lista de todas las series del
estudio génico.

2. Elcuadro de dialogo Gene Study (Estudio génico), elija la pestafia Study Setup (Configuracion
del estudio).

3. Haga clic en Add Data Files (Afadir archivos de datos) para seleccionar un archivo de una
ventana del explorador.

Consejo: Para afnadir series rapidamente a un estudio génico, arrastre los archivos de datos
(extension .pcrd) al cuadro de dialogo Study Setup (Configuracion del estudio).

4. Elsoftware CFX Manager Dx realiza automaticamente el analisis del estudio génico a medida
que afiade los archivos de datos. Elija la pestafia Study Analysis (Analisis del estudio) para ver
los resultados.

Para eliminar series del estudio génico
» Seleccione uno o mas archivos de datos de la lista y haga clic en Remove (Eliminar).
Para anadir notas sobre el estudio génico

» Introduzca notas sobre los archivos y andlisis en el cuadro de texto Notes (Notas).

Pestana Study Analysis (Analisis del estudio)

La pestafia Study Analysis (Analisis del estudio) presenta los datos de todas las series en el estudio
génico. Las opciones de andlisis de datos de expresion genética son iguales que las de un archivo de
datos individual con las siguientes excepciones:
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B Enel caso de los graficos de barras, los valores de calibracién entre series (si se calculan)
aparecen cuando hace clic en Inter-run Calibration (Calibracién entre series).

Nota: Solo se pueden utilizar los siguientes tipos de muestras como calibradores entre
series:

[0 Desconocido
[0 Estandar
[0  Control positivo

Los tipos de muestra de control negativo, sin control de plantilla (NTC) y sin control de
transcriptasa inversa (NRT) no se pueden utilizar como calibrador entre series.
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Creacién de un informe de estudio génico
Para crear un informe de estudio génico

1. Ajuste los datos del informe de estudio génico y los graficos segun sea necesario antes de crear
un informe.

2. Seleccione Tools (Herramientas) > Reports (Informes) en el menu Gene Study (Estudio génico)
para abrir el cuadro de dialogo Report (Informe).

3. Elijalas opciones que desea incluir en el informe. El informe se abre con las opciones
predeterminadas seleccionadas. Active o desactive las casillas de verificacion para cambiar
categorias completas u opciones individuales dentro de una categoria.

En Categorias de informes de estudio génico en la pagina 257 se enumera las opciones disponibles
para mostrar.

4. Cambie el orden de las categorias y los elementos de un informe. Arrastre las opciones para la
posicion necesaria. Los elementos se pueden reordenar solo dentro de las categorias a las que
pertenecen.

5. Haga clic en Update Report (Actualizar informe) para actualizar la vista previa del informe con
cualquier cambio.

6. Imprima o guarde el informe. Haga clic en el boton Print Report (Imprimir informe) en la barra de
herramientas para imprimir el informe actual. Seleccione File (Archivo) > Save (Guardar) para
guardar el informe en formato de archivo PDF (archivo Adobe Acrobat Reader) y seleccione una
ubicacion en la que guardar el archivo. Seleccione File (Archivo) > Save As (Guardar como) para
guardar el informe con un nuevo nombre o0 en una nueva ubicacion.

7. (Opcional) Cree una plantilla de informe con la informacién que desee. Para guardar los ajustes
del informe actual en una plantilla, seleccione Template (Plantilla) > Save (Guardar) o Save As
(Guardar como). Después, cargue la plantilla del informe cuando desee crear un nuevo informe.

Categorias de informes de estudio génico
Utilice el cuadro de didlogo Gene Study Report (Informe de estudio génico) para organizar los datos

del estudio génico en un informe. En la Tabla 39 se enumeran todas las opciones disponibles para un
informe de estudio génico.
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Tabla 39. Categorias para un informe de estudio génico

Categoria Opcidn

Header (Encabezado)

Descripcion

Titulo, subtitulo y logotipo para el informe

Report Information
(Informacion del informe)

Fecha, nombre de usuario, nombre del archivo
de datos, ruta del archivo de datos y grupo de
pocillos seleccionado

Gene Study File List (Lista
de archivos del estudio

génico)

Lista de todos los archivos de datos del estudio
geénico

Notes (Notas)

Notas sobre el informe de datos

Study Analysis: Bar Chart (Analisis del estudio:

grafico de barras)

Analysis Settings (Ajustes

de analisis)

Lista de los parametros de analisis
seleccionados

Chart (Grafico)

Graéfico de barras de expresion genética que
muestra los datos

Target Names (Nombres

de objetivos)

Lista de objetivos del estudio génico

Sample Names (Nombres

de muestras)

Lista de muestras del estudio génico

Data (Datos)

Hoja de célculo que muestra los datos

Target Stability (Estabilidad

del objetivo)

Datos de estabilidad del objetivo

Inter-run Calibration
(Calibracion entre series)

Datos de calibracion entre series

Study Analysis: Clustergram and Scatter Plot (Analisis del estudio: clustergrama y

diagrama de dispersion)

Analysis Settings (Ajustes

de analisis)
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Tabla 39. Categorias para un informe de estudio génico (continuacién)

Categoria Opcién Descripcion
Chart (Grafico) Grafico de expresion genética que muestra los
datos
Data (Datos) Hoja de célculo que enumera los datos de cada
objetivo
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Apendice A Calculos de analisis de datos

El software CFX Manager™ Dx calcula férmulas automaticamente y muestra los resultados en las
pestanas de Data Analysis (Analisis de datos). En este apéndice se explica en detalle cémo el
software CFX Manager Dx calcula las formulas.

Eficiencia de la reaccion

Las pruebas sugieren que utilizar una medicion precisa de las eficiencias para cada cebador y grupo
de sondas le proporcionard resultados mas precisos al analizar datos de expresion genética. El valor
predeterminado de eficiencia utilizado en los célculos de expresion genética es 100 %. Para evaluar
la eficiencia de la reaccion, genere una curva estandar utilizando diluciones en serie de una muestra
representativa en un rango dinamico relevante y, a continuacion, registre la eficiencia del analisis de
expresion genética posterior. Si la serie incluye una curva estandar, el software calcula
automaticamente la eficiencia y la muestra bajo la curva estandar en la pestafia Quantification
(Cuantificacion) cuando Auto Efficiency (Eficiencia automatica) esta activada en la pestafa Targets
(Objetivos) de la ventana Experiment Settings (Ajustes del experimento).

La eficiencia (E) en las férmulas de eficiencia hace referencia a las «eficiencias» segun las describe
Pfaffl (2001) y Vandesompele et al. (2002). En estas publicaciones, una eficiencia de 2 (duplicacion
perfecta con cada ciclo) es equivalente a una eficiencia del 100 % en este software. Puede convertir
sus calculos de eficiencia a los utilizados en el software utilizando las relaciones matematicas
siguientes:

B E = (% eficiencia* 0,01) + 1

m % eficiencia=(E—1)* 100
Relative Quantity (Cantidad relativa)
La férmula de la cantidad relativa (ACq) para cualquier muestra (GOI) es:

Relative Quantityg,,ye (o) = Ecor (Cy uin =€, (sample))

Nota: Esta férmula se utiliza para calcular la cantidad relativa cuando no se ha definido ninguna
muestra de control.
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Donde:

B E = eficiencia del cebador y conjunto de sondeo. Esta eficiencia se calcula con la formula
(% eficiencia * 0,01) + 1, donde el 100 % eficiencia = 2

m C q(min) = Cq promedio para la muestra con el CQ| promedio mas bajo para GOI
B C 4 (muestra) = Cq Promedio para la muestra

B GOl =gende interés (un objetivo)

Cantidad relativa cuando hay un control seleccionado

Cuando hay asignada una muestra de control, la cantidad relativa (RQ) para cualquier muestra con un
gen de interés (GOI) se calcula con la siguiente férmula:

. . Gy (contrat) —C.
Relative Quantitygmple (cor) = EGOI( 9 (contzal) q(sample))

Donde:

B E = eficiencia del cebador y conjunto de sondeo. Esta eficiencia se calcula con la formula
(% eficiencia * 0,01) + 1, donde el 100 % eficiencia = 2

B Cq (control) = Cq Promedio para la muestra de control
B Cq(muestra) = Cq Promedio para cualquier muestra con un GOI

B GOl =gende interés (un objetivo)

Desviacion estandar de cantidad relativa

La féormula de la desviacion estandar de la cantidad relativa es

SD Relative Quantity = SD Cqgor X Relative Quantity,umye (ory X Ln (Egor)

Donde:

B SD Relative Quantity = desviacion estandar de la cantidad relativa

B SD Cygpl muestra = desviacion estandar del C,, para la muestra (GOI)
B Cantidad relativa = cantidad relativa de la muestra

B E = eficiencia del cebador y conjunto de sondeo. Esta eficiencia se calcula con la formula
(% eficiencia * 0,01) + 1, donde el 100 % eficiencia = 2

B GOl =gende interés (un objetivo)
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Cq con eficiencia corregida (CqE)

C4 con eficiencia corregida (C )
La féormula de C, con eficiencia corregida es
Cqg = Cq x (log(E)/log(2))
Donde:

B E = €eficiencia

C4 con eficiencia corregida medio (MCqg)

La féormula para el C, con eficiencia corregida media es

Cag (Rep 1)+CUE (Rep 2) T - -+CUE (Rep
MCC]_E= (Rep 1) ( n) (Rep n)

Donde:
B Cge = C,4con eficiencia corregida

B n=numero de repeticiones

Factor de normalizacion

El denominador de la ecuacién de expresion normalizada se conoce como factor de normalizacion. El
factor de normalizacion es la media geométrica de las cantidades relativas de todos los objetivos
(genes) de referencia para una muestra determinada, tal como se describe en la siguiente férmula:

1
Normalization Factorsampl (o) = (RQsmple (Ref1) % RQqample (Ret2) X « - - X RQgample (Refn))™

Donde:
B RQ = cantidad relativa
B n=numero de objetivos de referencia

B GOl =gendeinterés (un objetivo)
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Expresion normalizada

Expresion normalizada (AAC,) es la cantidad relativa del objetivo (gen) normalizado a las cantidades
de los objetivos de referencia (genes o secuencias) en el sistema biolégico. Para seleccionar los
objetivos de referencia, abra la ventana Experiment Settings (Ajustes del experimento) y haga clic en
la columna de referencia para cada objetivo que sirva como gen de referencia.

La férmula para la expresion normalizada, que utiliza el calculo de cantidad relativa (RQ) calculada,
es

RQuample (coO1)

Normalized Expressiong,p. (cor = .
(RQuacpie (et 1) ¥R Quample (et 2 - XRQuumpe (et ) ™

Donde:
B RQ = cantidad relativa de una muestra

B Ref = objetivo de referencia en una serie que incluye uno o mas objetivos de referencia de cada
muestra

B GOl =gen deinterés (un objetivo)

En el supuesto de que los objetivos de referencia no cambien su nivel de expresion en el sistema
bioldgico, el calculo de la expresion normalizada constituira las diferencias de carga o variaciones en
el nimero de células que se representan en cada una de las muestras.

Expresion normalizada cuando hay un control seleccionado

Cuando selecciona una muestra de control en la ventana Experiment Settings (Ajustes del
experimento), el software establece el nivel de expresién de la muestra de control en 1. En esta
situacion, el software normaliza las cantidades relativas de las expresiones de todos los objetivos
(gen) a la cantidad de control (un valor de 1). La expresion normalizada es equivalente al analisis de la
expresion normalizada no ajustada a escala cuando se elige un control.

Nota: Esto también se conoce como expresion normalizada relativa (RNE) y grado de cambio.
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Desviacion estandar para la expresion normalizada

Desviacion estandar para la expresiéon normalizada

El reajuste a ajustar a escala del valor de la expresion normalizada se consigue dividiendo la
desviacion estandar de la expresion normalizada entre el valor de la expresion normalizada para los
niveles de expresion individual mas altos o mas bajos, dependido de la opcién de reajuste que elija.
La formula de la desviacion estandar (SD) del factor de normalizacion es

SD NF, = NF, X\/(M)er (SD FQupe (M”)2+...+ (sD RQume (M,,))Z

nXRQuomple (Ref 1) nXRQuample (Ref 2) 1 XRQuample (Ref n)

Donde:

B RQ = cantidad relativa de una muestra
B SD =desviacion estandar

B NF = factor de normalizacion

B Ref = objetivo de referencia

B n=numero de objetivos de referencia

Cuando se asigna una muestra de control, no necesita volver a justar la escala en la desviacion
estandar, seguin se muestra en la siguiente férmula:

SD NFqmpte \ 2 SD RQuule 2
SD NEgample (cor) = NEgample (go1) X \/ (7NF,&:,:N ) + (711%2"1@;?1))

Donde:
B NE = expresion normalizada

B RQ = cantidad relativa de una muestra

SD = desviacién estandar

B GOl =gen deinterés (un objetivo)
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Expresion normalizada ajustada a escala al nivel de
expresion mas alto

Cuando la serie no incluye controles, escale la expresion normalizada (NE) de cada objetivo (gen)
dividiendo el nivel de expresion de cada muestra entre el nivel superior de expresion en todas las
muestras. El software establece el nivel mas alto de expresion en un valor de 1y vuelve a ajustar a
escala todos los niveles de expresion de muestras. La formula para el ajuste a escala mas alto es

Normalized Expressiongmy. (cor

Scaled Normalized Expressiongumple (@0) = Formaied & T ——

Donde:

B GOl =gen de interés (objetivo)

Expresion normalizada ajustada a escala al nivel de
expresion mas bajo

Cuando la serie no incluye controles, escale la expresidon normalizada (NE) para cada objetivo (gen)
dividiendo el nivel de expresion de cada muestra entre el nivel de expresidon mas bajo de todas las
muestras. El software establece el nivel mas bajo de expresion en un valor de 1y vuelve a ajustar a
escala todos los niveles de expresion de muestras. La formula para el ajuste a escala mas bajo es

Normalized Expressiong,mgle (qon

Scaled Normalized Expressiong,ny. (o = Normalized Exprossiones po

Donde:

B GOl =gende interés (objetivo)
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Expresion normalizada ajustada a escala al nivel de
expresion promedio

Cuando la serie no incluye controles, ajuste a escala la expresiéon normalizada (NE) para cada
objetivo (gen) dividiendo el nivel de expresion de cada muestra entre el nivel de media geométrica de
la expresion de todas las muestras. El software establece el nivel de expresién promedio en un valor
de 1y vuelva a ajustar a escala todos los niveles de expresién de las muestras. La formula para el
ajuste a escala promedio es

Normalized Expressiongqyie (cor

Scaled Normalized Expression ample (@01 = ormama Expressionc op

Donde:
B GOl =gendeinterés (objetivo)

B GM = media geométrica de la expresién normalizada para todas las muestras
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Desviacion estandar de la expresion normalizada a escala

El reajuste a escala del valor de la expresion normalizada (NE) se consigue dividiendo la desviacion
estandar (SD) de la expresion normalizada entre el valor de la expresion normalizada para el nivel de
expresion mas alto (MAX) o mas bajo (MIN), dependido de la opcion de escala que elija.

Nota: Cuando se asigna una muestra de control, no necesita realizar esta funcion de reajuste a
escala en la desviacion estandar.

El calculo de esta féormula es

SD NEqumge (con)

SD Scaled NEsa.mple (Gor = m

Donde:

B NE = expresién normalizada

B SD = desviacion estandar

B GOl =gen de interés (objetivo)

B MAX=nivel de expresion mas alto

B MIN = nivel de expresion mas bajo

Regulacion
Regulacion es una medida del aumento o disminucién en la expresion de un objetivo para una
muestra experimental frente a una muestra de control y se determina de la siguiente manera:
Si expresioén (experimental) > expresion (control):

. Expression (experimental
Regulation = ( )

Expression (control)
Si expresion (experimental) < expresion (control):

Regulation = -1/ (E’q’res*‘i‘m (GXDerimentaJ))

Expression (control)

Nota: Para Bar Chart (Grafico de barras), la expresién se basa en la cantidad relativaoen la
expresion normalizada, dependiendo del modo seleccionado (consulte Grafico de barras en la
pagina 236). Sin embargo, para el diagrama de dispersion y el clustergrama, la regulacién
siempre se calcula a partir de la expresion normalizada.
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Formulas de valores corregidos

Una diferencia entre valores corregidos y valores no corregidos se ve solo si se crea una curva
estandar como parte de la serie de PCR en tiempo real. El software utiliza tres ecuaciones para
determinar la propagacion del error:

®  Error estandar

B Error estandar para expresion normalizada

B Error estandar para el gen de interés normalizado (objetivo)
La férmula para el error estandar es

— Sb
Standard Error = n

Donde:
B n=numero de objetivos de referencia (genes)
B SD =desviacion estandar

El error estandar para el factor de normalizacién en la férmula de expresién normalizada es

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)

Donde:

B n=numero de objetivos de referencia
B SE = error estandar

B NF = expresion normalizada

B RQ = cantidad relativa

El error estandar para la formula del gen de interés normalizado (GOIl) es

2 2
SE GOI, = GOL, x \/ (Br) + (SEG(‘;'I‘")

Donde:

B SE = error estandar

B GOl =gen deinterés (un objetivo)
®  NF =factor de normalizacién

B n=numero de objetivos de referencia
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Apendice B Administracion de usuarios y roles
de CFX Manager Dx

En el software CFX Manager™ Dx, puede crear usuarios y asignar un rol a estos usuarios. Los roles
limitan el acceso a las funciones de CFX Manager Dx. Solo se puede asignar un rol por usuario a la
vez. No obstante, un administrador del software CFX Manager Dx puede modificar el rol del usuario
en cualquier momento.

Consejo: No es necesario crear usuarios para utilizar CFX Manager Dx. Si no crea usuarios,
toda la actividad la lleva a cabo el administrador de cuentas de usuarios predeterminado.

Importante: El administrador de usuarios es la cuenta administradora predeterminada, que
utiliza para iniciar sesion al principio en CFX Manager Dx. Se recomienda que cree un usuario
especifico para administrar CFX Manager Dx. Asigne a este usuario el rol de administrador y
realice todas las tareas de administracion con este usuario.

Importante: El software CFX Manager Dx no dispone de una funcién de tiempo de espera de
inactividad de la sesién del usuario. Por lo tanto, se recomienda que implemente las medidas de
seguridad de Windows o de terceros (por ejemplo, implementar un salvapantallas en el que sea
necesario iniciar sesion).

Administracion de usuarios

En la edicion estandar del software CFX Manager Dx, las cuentas de usuario pueden tener cualquier
nombre o contrasefa.

Para asignar un rol a cada usuario, selecciénelo en la lista de roles de la ventana User Administration
(Administracion de usuarios). En este ejemplo se proporciona al usuario invitado el derecho adicional
de guardar archivos.

Adicién y eliminacién de usuarios

Nota: Solo el administrador de CFX Manager Dx puede afiadir o eliminar usuarios.

Para anadir cuentas de usuario a CFX Manager Dx

1. Enlaventana de inicio, seleccione User (Usuario) > User Administration (Administracion de
usuarios).
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Apéndice B Administracion de usuarios y roles de CFX Manager Dx

6.

Aparece el cuadro de didlogo User Administration (Administracion de usuarios).

User Administration X

Manags Users

User Name Full Name Role Password Remove

1 |admin Admiristrator -
2 |cpetesson carl peterson Administrator -
3 ebrzel slizabeth brizel Principal -
4 |msnyder matthew snyder Guest -
5 ~
Manage Rights (Managed by Administrator only)
Rights Principal Operator

1 | S, pause and abort runs
2 |Addrepeastoann

3 |Perfom skip steps

4 |Pefom instument calibration

5 |Apply different caliorations to a data fie
§ |Edt orreplace plate during un

4

HOO”AE

DRNEER
!DHD!DDDDDDEDng ooooo

7 |Edit orreplace the plate after a un
g |Alow instrument fils management
g |Rename instruments

10 |Saveanyfle

11 |Change threshold and baseines

<

12 | Print reports
13 |Setup Email

4] i

Restore Defaut Rights

(=3
£

Cancel

En el panel Manage Users (Administrar usuarios), introduzca un nombre de usuario.
Seleccione un rol de usuario.
Los roles limitan los derechos del usuario. El rol predeterminado es Principal.

Consejo: Puede modificar los derechos asociados a cada rol. La modificacién de los
derechos de un rol afecta a todos los usuarios a los que se asigné dicho rol. Para obtener
mas informacion, consulte Administracién de los derechos de roles en la pagina 273.

(Opcional) Escriba un valor en los campos Full Name (Nombre completo) y Password
(Contrasena) para el usuario.

Haga clic en OK (Aceptar) para abrir un cuadro de didlogo y confirmar que desea cerrar la
ventana.

Haga clic en Yes (Si) para cerrar el cuadro de dialogo y la ventana.

Para eliminar un usuario

En el panel Manage Users (Administrar usuarios), seleccione Remove (Eliminar) para cada
usuario que desee eliminar.

Haga clic en OK (Aceptar) para abrir un cuadro de didlogo y confirmar que desea cerrar la
ventana.

Haga clic en Yes (Si) para cerrar el cuadro de dialogo y la ventana.

Nota: La lista de usuarios del software siempre debe incluir un administrador.
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Administracion de usuarios

Administracion de los derechos de roles
CFX Manager Dx incluye estos cuatro roles:

B Administrador (necesario): los administradores tienen todos los derechos y no puede cambiarlos.
Los administradores también pueden afiadir o eliminar usuarios, y cambiar los derechos de cada
rol.

Nota: Solo un administrador puede cambiar los derechos de los roles.
B Principal: de forma predeterminada, el usuario principal tiene todos los derechos.

B Operador: de forma predeterminada, el usuario operador tiene todos los derechos, excepto omitir
ciclos.

B |Invitado: de forma predeterminada, el usuario invitado solo puede leer archivos.

Importante: El cambio de derechos para un rol afecta a todos los usuarios a los que se les haya
asignado ese rol. No puede personalizar un rol para un usuario especifico. Tenga cuidado al
modificar los derechos de los roles.

Para especificar los derechos de cada rol

1. Enlaventana de inicio, seleccione User (Usuario) > User Administration (Administracion de
usuarios).

2. En el panel Manage Rights (Gestionar derechos), realice cualquiera de las siguientes acciones:
B Para eliminar un derecho de un rol, desactive su casilla de verificacion.
B Paraanadir un derecho a un rol, active su casilla de verificacion.

3. Haga clic en OK (Aceptar) para abrir un cuadro de didlogo y confirmar que desea cerrar la
ventana.

4. Hagaclic en Yes (Si) para cerrar el cuadro de dialogo y la ventana.
Para restablecer los derechos para todos los roles

» En el cuadro de didlogo User Administration (Administracién de usuarios), haga clic en Restore
Default Rights (Restablecer derechos predeterminados).
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Inicio de sesion en el software CFX Manager Dx

El software CFX Manager Dx administra quién inicia sesion en el software a través del cuadro de
diadlogo Login (Iniciar sesién). Al iniciar el software, CFX Manager Dx muestra automaticamente el
cuadro de dialogo Login (Iniciar sesion) cuando aparecen dos o mas usuarios en la ventana User
Administration (Administracion de usuarios).

CFX Manager Dx muestra el nombre del usuario conectado en la parte superior de la ventana de
inicio.
Para iniciar sesion en CFX Manager Dx

1. Enel cuadro de dialogo Login (Iniciar sesion), seleccione su nombre de la lista desplegable de
usuarios.

2. Escriba su contrasena.

3. Haga clic en OK (Aceptar) para cerrar el cuadro de didlogo Login (Iniciar sesion) y abrir el
software.

Bio-Rad CFX Maestro - Login

ﬁ;:ﬁ A
LR

User Mame: | cpeterson e

Password: |***

QK Cancel
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Inicio de sesion en el software CFX Manager Dx

Cambio de usuarios
Puede cambiar de usuario mientras se esta ejecutando el software.
Para cambiar de usuario

1. Enlaventana de inicio, seleccione User (Usuario) > Select User (Seleccionar usuario) para abrir
el cuadro de didlogo Select User (Seleccionar usuario).

2. Seleccione un nombre de la lista desplegable User Name (Nombre de usuario).
3. Escriba la contrasefa del nuevo usuario.

4. Hagaclic en OK (Aceptar) para cerrar el cuadro de dialogo Login (Iniciar sesion) y abrir el
software.

Cambio de contraseias de usuario

Los usuarios de CFX Manager Dx pueden cambiar su propia contrasefia en cualquier momento.

Para cambiar contrasenas de usuario

1. Enlaventana de inicio, seleccione User (Usuario) > Change Password (Cambiar contrasefia)
para abrir el cuadro de dialogo Change Password (Cambiar contrasefa).

Change Password

Qld Passward: | |

New Password: | |

Corfim New Password: | |

QK Cancel

2. EnOld Password (Contrasefia antigua), escriba su contrasefa actual.

3. En New Password (Contrasefia nueva), escriba una contrasefia nueva y vuelva a escribirla en
Confirm New Password (Confirmar nueva contrasefia).

4. Hagaclic en OK (Aceptar) para confirmar el cambio.
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Visualizacion de rol y derechos

Consejo: Los usuarios a los que se han asignado los roles de Principal, Operator (Operador) o
Guest (Invitado) solo pueden ver los ajustes, derechos y roles de su usuario.

Para ver el rol y los derechos del usuario actual

» Enlaventana de inicio, seleccione User (Usuario) > User Administration (Administracién de
usuarios).

Contacte con su administrador de CFX Manager Dx para modificar los ajustes, derechos y roles de
usuarios enumerados en la ventana User Administration (Administracion de usuarios).
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Apendice C Integracion de LIMS

Puede configurar el software CFX Manager™ Dx para su uso con un sistema de gestion de
informacién de laboratorio (LIMS). Para la integracion de LIMS, CFX Manager Dx requiere
informacioén de configuracion de la placa generada por la plataforma de LIMS (un archivo LIMS,
*.plrn), un archivo de protocolo creado mediante el software CFX Manager Dx (*.prcl), una ubicacion
de exportacion de datos definida y un formato de exportacion definido.

Una vez finalizada la serie, CFX Manager Dx genera un archivo de datos (.pcrd) y lo guarda en la
ubicacion de la carpeta de exportacion de datos definida. CFX Manager Dx también puede crear un
archivo de datos compatible con LIMS en formato .csv y guardarlo en la misma ubicacion.

Creacidén de archivos de datos compatibles con LIMS

En este apéndice se explica como configurar el software CFX Manager Dx para crear, guardary
exportar archivos de datos compatibles con LIMS.

Configuracién de las opciones de exportacién de datos y
carpetas de LIMS

De forma predeterminada, CFX Manager Dx guarda los protocolos, archivos y archivos de
exportacion de datos de LIMS en esta carpeta:
C:\Users\Public\Documents\Bio-Rad\CFX_Dx\LIMS

Puede configurar CFX Manager Dx para guardar los archivos en otra carpeta, y puede modificar las
opciones de exportacién para los datos de LIMS.

Para configurar las opciones de exportacion de datos y carpetas de LIMS

1. Enlaventana de inicio, seleccione Tools (Herramientas) > Options (Opciones).

2. Enelcuadro de didlogo Options (Opciones), seleccione Data Export Settings (Ajustes de
exportacion de datos).
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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

(Opcional) Seleccione Automatically export LIMS data at end of run (Exportar automaticamente
datos de LIMS al final de la serie).

El software exportara automaticamente los datos de LIMS después de cada serie y los guardara
en la ubicacion especificada.

Para cambiar las opciones de exportacion predeterminadas de los datos de LIMS, haga clic en
LIMS Data Export Settings (Ajustes de exportacion de datos de LIMS).

Importante: Solo los datos de LIMS exportados como un archivo .csv se pueden volver a
importar a CFX Manager Dx.

En el cuadro de didlogo LIMS Data Export Format Settings (Ajustes de formato de exportacion de
datos de LIMS), seleccione las opciones de exportacion requeridas y haga clic en OK (Aceptar).

En el cuadro de dialogo Options (Opciones), navegue hasta una carpeta predeterminada en la
que desee guardar los archivos de datos de LIMS y seleccidnela. Puede seleccionar una
ubicacién distinta para cada tipo de archivo:

B Protocolo
B Archivo LIMS
B Exportacion de datos

Haga clic en OK (Aceptar) para guardar los cambios y cerrar el cuadro de dialogo Options
(Opciones).

278 | Sistemas CFX96 Dxy CFX96 Deep Well Dx



Creacion de archivos de datos compatibles con LIMS

Creacidén de un protocolo de LIMS

Para iniciar una serie de LIMS, cree un archivo de protocolo (*.prcl) de CFX Manager Dx y guardelo en
la ubicacion designada de la carpeta del protocolo de LIMS.

Consulte el Capitulo 6, Creacion de protocolos para obtener mas informacion.

Creacion de un archivo LIMS

Un archivo LIMS (*.plrn) contiene los mismos detalles de configuracion de placa y el nombre de
archivo del protocolo. EI LIMS interno genera este archivo. CFX Manager Dx utiliza un archivo LIMS
para crear un archivo de placa para utilizarlo con un archivo de protocolo.

CFX Manager Dx proporciona archivos de plantilla de importacion de placas, que puede editar para
crear archivos de placa de LIMS personalizados.

Consejo: Esta tarea debe realizarla un especialista en LIMS.

Para crear un archivo LIMS

1.

En la ventana de inicio, seleccione View (Vista) > Show (Mostrar) > LIMS File Folder (Carpeta de
archivo LIMS).

Abra la carpeta LIMS Templates (Plantillas de LIMS) y seleccione un archivo .csv para importarlo
a su LIMS interno.

B UMS Templates

« ' ‘T‘| Cih\Users'Publich\Documents\Bio-Rad\ CFX_DX\LIMS\LIMS Templates ] Search Ll... @

ES

* Downloads ~ Mame Date modified Type Size

b Music EL] CFX 96 LIMS Plate Import Template.csv  3/2/2018 643 AM Microsoft Excel .., 5 KB
&= Pictures

m Videos
e OSDisk (C)
= Groups (G:) w

=

1item =

Mediante el LIMS, edite el archivo de plantilla rellenando los campos necesarios enumerados en
la Tabla 40.

Guarde la plantilla con la extension de nombre de archivo .plrn en la carpeta LIMS File (Archivo
LIMS).

Importante: CFX Manager Dx puede abrir solo el archivo .plrn. Debe guardar el archivo .csv
como .plrn para iniciar la serie de LIMS.
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Tabla 40. Definicion del contenido del archivo .csv LIMS

Columna Fila Descripcion Contenido Propésito
A 1 Encabezado de placa No editar Predefinido
AB,C 2 Campo/datos/instruccion No editar Predefinido
B 3 Version No editar Predefinido
B 4 Tamano de la placa No editar Predefinido
B 5 Tipo de placa Introduzca «BR Necesario
White» (BR

blanco), «BR
Clear» (BR claro) u
otro tipo de placa
calibrada

B 6 Modo de exploracion Introduzca Necesario
«SYBR/FAM
Only:» (Solo
SYBR/FAM:), «All
Channels» (Todos
los canales) o
«FRET»
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Tabla 40. Definicién del contenido del archivo .csv LIMS (continuacién)

Columna Fila Descripcion Contenido Propésito

B 7 Unidades Introduzca una de Necesario
las siguientes
palabras: «copy
number» (copiar
numero), «fold
dilution» (dilucién
de grado),
«micromolesy,
«nanomolesy»,
«picomolesy,
«femtomolesy,
«attomolesy,
«milligrams»
(miligramos),
«micrograms»
(microgramos),
«nanograms»
(nanogramos),
«picograms»
(picogramos),
«femtograms»
(femtogramos),
«attograms»
(attogramos) o
«percent»
(porcentaje)

B 8 ID de serie Introduzca una Opcional
descripcioén breve
o cédigo de barras
para identificar
esta serie (30
caracteres
maximo, no se
permite utilizar
comas)
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Tabla 40. Definiciéon del contenido del archivo .csv LIMS (continuacién)

Columna Fila Descripcion

B 9 Nota de la serie

Contenido

Introduzca una
descripcion de la
serie

Propésito

Opcional

B 10 Protocolo de serie

Introduzca el
nombre del archivo
del protocolo
exactamente como
se indica.

Necesario

A 11 Archivo de datos

Introduzca el
nombre del archivo
de datos

Opcional

A 12-15 Pendiente/vacio

No editar

Predefinido

A 16 Datos de la placa
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Tabla 40. Definicién del contenido del archivo .csv LIMS (continuacién)

Columna Fila
A 17-113
B-G
H
|
J-0
P

Descripcion

Posicion del pocillo

Contenido

No editar

Propésito

Predefinido

Colorante Ch1, colorante
Ch2, colorante Ch3,
colorante Ch4, colorante
Ch5, FRET

Introduzca un
nombre de tinte
calibrado (por
ejemplo, «<FAM»)
para cada canal
(Ch) que se utilice

Necesario

Tipo de muestra

Introduzca uno de

Necesario

los siguientes tipos

de muestras
«Unknown»
(Desconocido),
«Standard»
(Estandar),
«Positive Control»
(Control positivo),

«Negative Control»

(Control negativo),
«NTC» 0 «NRT»

Nombre de la muestra

Introduzca el
nombre de la
muestra

Opcional

CH1 objetivo, CH2 objetivo,
CH3 objetivo, CH4 objetivo,
CH?5 objetivo, FRET objetivo,

Introduzca el

Opcional

nombre objetivo de

cada canal (CH)
utilizado

Nombre del conjunto
bioldgico

Introduzca el
nombre del
conjunto biolégico

Opcional
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Tabla 40. Definiciéon del contenido del archivo .csv LIMS (continuacién)

Columna Fila Descripcion Contenido Propésito

Q Repeticion Introduzca un Opcional
numero entero
positivo para cada
conjunto de
repeticiones. El
valor no puede ser

cero
R-W Cantidad CH1, cantidad Introduzca los Necesario para
CH2, cantidad CH3, valores de todas las
cantidad CH4, cantidad cantidad para normas
CHS5, cantidad FRET cualquier norma.

Introduzca la
concentracion con
formato decimal

X Nota del pocillo Introduzca una Opcional
nota del pocillo (20
caracteres
maximo)
Y-AD Color del pocillo Ch1, color Introduzca Opcional
del pocillo Ch2, color del cualquier color de
pocillo Ch3, color del pocillo estilo de trazo
Ch4, color del pocillo Ch5, definido por el
color del pocillo FRET usuario con

formato decimal de
numero entero
(argb) de 32 bits

Inicio de una serie de LIMS
Para iniciar una serie LIMS

1. Realice una de las siguientes acciones para abrir un archivo LIMS .plrn:

B Enlaventana de inicio, seleccione View (Vista) > Show (Mostrar) > LIMS File Folder
(Carpeta de archivo LIMS) y abra el archivo .plrn objetivo.

B Enlaventana de inicio, seleccione File (Archivo) > Open (Abrir) > LIMS File (Archivo LIMS) y
abra el archivo .plrn objetivo.
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Creacion de archivos de datos compatibles con LIMS

El archivo se abre en la pestafia Start Run (Iniciar serie) en el asistente de Run Setup
(Configuracién de la serie). En la pestafia Start Run (Iniciar serie) se muestra informacién sobre
el experimento que se va a procesar. También muestra el bloque o bloques del instrumento
conectado en el que puede procesar el experimento.

2. Enlapestafa Start Run (Iniciar serie), seleccione un instrumento y haga clic en Start Run (Iniciar
serie).

Run Setup @
Protocal |:J Plate 'IB Start Run
Run Information
Protocol: RespProtocol prel
Plate: LIMS001_96 wells pltd
Motes:

Scan Mode: Al Channels
Start Run on Selected Block(s)

Block Name A Type Run Status Sample Volume ID/Bar Code
[] |[CFX56DW1 [CFX96 Deep Well Idle 25
CFX360W2 CFX96 Deep Well Idle 25
[] CFXs601 CFX36 Idle 25
CFX59602 CFX36 Idle 25
[] Select All Blocks
‘4 Bash Block Indicator ,ﬂ Open Lid ,ﬂ Close Lid
B Start Run

n
.y
@
]

1=

Exportacion de datos a LIMS

Una vez finalizada la serie, CFX Manager Dx genera un archivo de datos (.pcrd) y lo guarda en la
ubicacioén de la carpeta de exportacion de datos definida.

Para exportar el archivo de datos a LIMS

» Abra el archivo .pcrd y seleccione Export (Exportar) > Export to LIMS Folder (Exportar a carpeta
LIMS).

Consejo: Si selecciona Automatically Export Data after Run in LIMS Options (Exportar datos
automaticamente después del procesamiento en las opciones de LIMS), CFX Manager Dx crea
un archivo de datos compatible con LIMS en formato .csv y lo guarda en la misma carpeta.
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Apendice D Resolucion de problemas de
conexion del software CFX Manager Dx

Application Log (Registro de aplicacion)

Antes de comenzar una nueva serie, los instrumentos CFX96™ y CFX96 Deep Well inician una
prueba de autodiagnéstico para comprobar que funcionan dentro de lo especificado. El software
registra los resultados de esta prueba en el archivo Run Log (Registro de serie) y Application Log
(Registro de aplicacion). Si detecta un problema en uno o mas experimentos, abra los registros de
aplicacion y de serie para descubrir cudando empezé el problema.

CFX Manager™ Dx realiza un seguimiento de la informacién sobre el estado de un instrumento
durante una serie en el Application Log (Registro de aplicacion). Utilice estos registros para realizar
un seguimiento de los eventos que se producen en los instrumentos y en el software y para la

resolucion de problemas.

Para abrir el Application log (Registro de aplicacion)

» Enlaventana de inicio, seleccione View (Vista) > Application Log (Registro de aplicacién).

Log for BioRadPCRClientHistoryLog.xm!

Fie:  BioRadPCRCientHistoryLog:xml e
Find
Date v Message O Severty
08/04/201709:3453  Instrument connected- Base SN - ‘SIM85406", Block SN - RN009707., Shuttle SN - 'SG7642, ORM SN Info MachineCollection
- 788BR09588", Model - CFX96
08/04/201709:34:59  Instrument connected- Base SN - ‘SIM58851", Block SN -'RN005883, Shuttle SN - 'SG8719, ORM SN Info MachineCollection
- 788BR02007", Mode - Dual 48 Well
08/04/201709:3453  Instrument connected- Base SN - ‘SIM53857", Block SN - RN008661", Shuttle SN - 'SG6751, ORM SN Info MachineCollection
-788BR03671", Model - Dual 48 Wel
08/04/201709:34:59  Instrument connected- Base SN - 'SIM83878, Block SN -'RN002439', Shuttle SN -'SG8098, ORM SN Info MachineCollection
- 788BR00531", Model - CFX96.
08/04/201709:3453  Instrument connected- Base SN - ‘SIM81435', Block SN - RN004743', Shuttle SN - 'SG0887. ORM SN Info MachineCollection
- 788BR06617. Model - CFX Connect’.
08/04/201709:34:59  Instrument connected- Base SN - ‘SIM42465', Block SN -'RN006483, Shuttle SN - 'SG3551, ORM SN Info MachineCollection
- 788BR04570'. Model - ‘96 Wel"
08/04/201709:34:59  Command line arguments: C:\ProgramData\Bio-Rad\CF X\instrument Info C1000Server
C:\ProgramData\Bio-Rad\C! “FlagshipC ol True' False "1™
08/04/201709:3459  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
08/04/201709:3458  MC status thread started. Info MC
08/04/201709:34:58  C1000 server started successfully Info MachineCollection
[l < » b EventLog
|Event Time: 2017-08-04T02:34:59.706-07:00
Severty: Info
Tag: Unassigned
[Message: Instrument connected- Base SN - ‘SIM35406", Biock SN - RN009707, Shutle SN - 'SG7642. ORM SN - 788BR09588, Model - CFX96.

Manual de funcionamiento | 287



Apéndice D Resolucién de problemas de conexion del software CFX Manager Dx

Resolucion de problemas

Normalmente, los problemas de comunicacion del software y el instrumento se pueden resolver
reiniciando su ordenador y el sistema. Asegurese de guardar cualquier trabajo que se encuentre en
curso antes de reiniciar.

Nota: Verifique que su ordenador dispone de suficiente RAM y espacio de disco libre. La
RAM minima es de 4 GB y el espacio de disco duro minimo es de 128 GB.

Corte de suministro de corriente

En un corte de suministro de corriente, el instrumento y el ordenador se apagaran. Si el corte de
suministro de corriente es breve, el instrumento continuara procesando un protocolo, pero el registro
de aplicacion detectara el corte de suministro de corriente. En funcién de los ajustes del ordenador y
del tiempo en el que no haya alimentacion, el instrumento y el software intentan continuar la serie en
funcion del paso del protocolo:

m  Siel protocolo se encuentra en un paso sin lectura de placa, el protocolo continta la serie en
cuanto el instrumento recupera la alimentacién.

B Siel protocolo se encuentra en un paso con lectura de placa, el instrumento espera a que el
software se reinicie y continde la comunicacion para recopilar los datos. En esta situacion, el
protocolo solo continda si el ordenador no apaga el software. Cuando el ordenador y el software
se inician de nuevo, el protocolo continda.

Retirada de las muestras del médulo de reaccion durante el corte del suministro
de corriente

Puede abrir una tapa motorizada bloqueada en un moédulo de reaccion para retirar las muestras
durante un corte de suministro de corriente.

Para retirar la placa de bloqueo
1. Presione la barra de bloqueo para retirar el médulo de reaccion del termociclador C1000™ Dx.
2. Coloque con cuidado el moédulo de reaccion en un escritorio o en la poyata del laboratorio.

3. Coloque el médulo para que la parte delantera se extienda 5 cm fuera del borde.
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Resolucién de problemas

Con una llave Allen, retire los dos tornillos grandes de debajo de la parte delantera del borde del
modulo de reaccioén (bajo el botén para abrir la tapa).

Debe oir como se desbloquea el cerrojo de seguridad del interior del médulo.

Importante: No retire los dos tornillos pequefios situados en la parte delantera del médulo.

L,

Pulse para abrir la tapa del modulo de reaccion. Observe que el pestillo (plastico oscuro) ya no
esta enganchado. Retire las muestras del bloque.

Vuelva a enganchar el pestillo de seguridad y fijelo con los tornillos grandes para volver a montar
el modulo de reaccién con la tapa abierta.
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Recuperacién de archivos del ordenador de CFX Manager Dx

Puede retirar datos y archivos de registro ubicadas en el instrumento y transferirlos al disco duro de
un ordenador conectado.

Nota: Todos los archivos de la carpeta de datos en tiempo real en la base del instrumento se
recuperan en el ordenador.

Para recuperar los archivos del instrumento

1. Enel panel Detected Instruments (Instrumentos detectados) de la ventana de inicio, haga clic con
el botdn derecho en el instrumento objetivo y seleccione una de las siguientes acciones:

B Retrieve Log Files (Recuperar archivos de registro)
B Retrieve Data Files (Recuperar archivos de datos)
2. Elija una ubicacion de la carpeta para guardar los archivos recuperados.

3. Haga clic en Ok (Aceptar).

Instalacion manual del software CFX Manager Dx

Para instalar el software CFX Manager Dx manualmente
1. Encaso necesario, desconecte cualquier instrumento conectado del ordenador.

Localice y desconecte el cable USB del instrumento en el ordenador de CFX Manager Dx. El
extremo insertado en el instrumento puede quedarse como esta.

2. Inicie sesion en el ordenador de CFX Manager Dx con privilegios de administrador.
3. Inserte el CD del software.

4. En el Explorador de Windows, navegue hasta el CD, haga clic con el boton derecho en el icono
de CD del software y seleccione Explore (Explorar) para abrir la ventana del CD.

5. Haga doble clic en la carpeta CFX_Manager para abrir la carpeta y, a continuacion, haga doble
clic en setup.exe para iniciar el asistente de instalacién del software.

6. Siga las instrucciones del asistente para instalar el software y después haga clic en Finish
(Finalizar).
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Reinstalacion de los controladores
Para volver a instalar los controladores de los instrumentos

» Enlaventana de inicio, seleccione Tools (Herramientas) > Reinstall Instrument Drivers (Volver a
instalar controladores del instrumento).

Nota: Sitiene problemas con el software al comunicarse con un sistema en tiempo real después
de reinstalar los controladores y comprobar la conexion por USB, pdngase en contacto con el
servicio técnico de Bio-Rad.
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Aviso de copyright de Minpack (1999), Universidad de Chicago. Todos los derechos
reservados

La redistribucion y el uso en formatos fuente y binario, con o sin modificaciones, estan permitidos
siempre que se cumplan las siguientes condiciones:

1. Lasredistribuciones de cédigo fuente deben conservar el anterior aviso de copyright, esta lista de
condiciones y el aviso legal que aparece a continuacion.

2. Lasredistribuciones en formato binario deben reproducir el anterior aviso de copyright, esta lista
de condiciones y el aviso legal que aparece a continuacién en la documentacion o en otros
materiales proporcionados con la distribucion.

3. Ladocumentacion del usuario final incluida en la redistribucion, si existe, debe incluir el siguiente
reconocimiento:

«Este producto incluye un software desarrollado por la Universidad de Chicago, como operador del
Laboratorio Nacional de Argonne».
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