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Prélogo

Coémo utilizar esta guia

Finalidad de
esta guia

Publico

Suposiciones

Convenciones
del texto

En esta guia, se explica como realizar experimentos de curva estandar en
Applied Biosystems StepOne”" Real-Time PCR System (sistema StepOne'"). Esta guia
sirve de:

Tutorial, utilizando los datos de los experimentos de ejemplo que se incluyen en
Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System Software (software
StepOne™).

Guia para realizar sus propios experimentos.

Esta guia esta destinada al personal de laboratorio y a los principales investigadores que
realizan experimentos de curva estandar con el sistema StepOne.

En esta guia, se asume lo siguiente:

Esté familiarizado con el sistema operativo Microsoft Windows® XP.

Esta familiarizado con Internet y los navegadores de Internet.

Sabe como manejar muestras de DNA y/o RNA y prepararlas para el PCR.
Sabe almacenar datos, transferir archivos, y copiar y pegar.

Tiene experiencia con redes si tiene pensado integrar el sistema StepOne en el flujo
de datos existente de su laboratorio.

En esta guia, se utilizan las siguientes convenciones:

El texto en negrita indica una accion del usuario. Por ejemplo:
Escriba 0 y, a continuacion, pulse Intro en cada uno de los campos restantes.

El texto en cursiva sefiala palabras nuevas o importantes y también se utiliza para
enfatizar algo. Por ejemplo:

Antes de realizar el analisis, prepare siempre una matriz fresca.

El simbolo de la flecha que apunta a la derecha ( » ) separa los comandos sucesivos
que se seleccionan en un menu desplegable o un menu de acceso directo. Por
ejemplo:

Seleccione File (Archivo) » Open (Abrir).
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Prologo
Como obtener mas informacion

Palabras de aviso En la documentacion de Applied Biosystems, aparecen dos palabras de aviso para el
para el usuario usuario. Cada palabra implica un nivel concreto de observacion o accion, tal y como se
describe a continuacion:

Nota: Proporciona informacion que puede ser interesante o util, pero no es esencial para
el uso del producto.

iIMPORTANTE! Proporciona informacion que es necesaria para poder utilizar el
instrumento correctamente, para poder utilizar un kit de reactivos con precision o para
poder utilizar un producto quimico de manera segura.

A continuacion, se muestran algunos ejemplos de palabras de aviso para el usuario:

Nota: La funcidn de calibracion también esta disponible en la consola de control.

iIMPORTANTE! Para comprobar la conexion del cliente, necesita un identificador de
usuario valido.

Palabras de aviso En la documentacion del usuario, también aparecen palabras de aviso de seguridad. Para
de seguridad obtener mas informacion, consulte “Palabras de aviso de seguridad” en la pagina xi.

Como obtener mas informacion

Documentacion  El sistema StepOne incluye la siguiente documentacion:

relacionada
Num. ref. | Num.ref.

Documento inglés espaiol
Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System Getting 4376786 | 4377729
Started Guide for Genotyping Experiments
Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System Getting 4376787 -
Started Guide for Presence/Absence Experiments
Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System Getting 4377742
Started Guide for Relative Standard Curve and Comparative Cy 4376785
Experiments
Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System Getting 4376784 4377736

Started Guide for Standard Curve Experiments

Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System Installation, 4376782 4377798
Networking, and Maintenance Guide

Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System Installation 4376783 4377792
Quick Reference Card

Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System Site 4376768 4378359
Preparation Guide

Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System — —
Software Help
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Obtencién de
informacioén de la
ayuda del
software

Envienos sus
comentarios

Prologo
Cdémo obtener mas informacion

Applied Biosystems puede proporcionarle la siguiente documentacion auxiliar:

Documento PN

Amplification Efficiency of TagMan® Gene Expression Assays Application Note 127AP05

Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System Installation Performance 4376791
Verification Protocol

Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System Installation Qualification- 4376790
Operation Qualification Protocol

Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System Planned Maintenance 4376788
Protocol

Custom TagMan® Gene Expression Assays Protocol 4334429
Primer Express® Software Version 3.0 Getting Started Guide 4362460
TagMan® Gene Expression Assays Protocol 4333458
User Bulletin #2: Relative Quantitation of Gene Expression 4303859

Nota: Para obtener mas documentacion, consulte “Como obtener asistencia técnica” en
la pagina x.

La ayuda del software StepOne describe como se utiliza cada funcion de la interfaz de
usuario. Para acceder a la ayuda desde el software StepOne, realice una de las siguientes
acciones:

» Pulse F1.
* Haga clic en @ en la barra de herramientas.
» Seleccione Help (Ayuda) » StepOne Help (Ayuda de StepOne).

Para buscar temas de interés en la ayuda:
* Consulte el indice de contenido.

* Busque un tema especifico.
* Busque en un indice alfabético.

Applied Biosystems agradece sus comentarios y sugerencias para mejorar sus
documentos de usuario. Puede enviar sus comentarios a la direccion de correo
electronico:

techpubs@appliedbiosystems.com

iIMPORTANTE! Esta direccion sélo sirve para enviar comentarios y sugerencias en
relacion con la documentacion. Para solicitar documentos, descargar archivos PDF u
obtener ayuda sobre una cuestion técnica, vaya a www.appliedbiosystems.com vy, a
continuacion, haga clic en el vinculo Support (Asistencia técnica). (Consulte “Cdédmo
obtener asistencia técnica” mas adelante).
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Prologo
Como obtener asistencia técnica

Como obtener asistencia técnica

Para acceder a los servicios mas recientes y obtener informacién acerca de la asistencia
técnica, vaya a www.appliedbiosystems.com y, a continuacion, haga clic en el vinculo
Support (Asistencia técnica).
En la pagina Support (Asistencia técnica), puede:

* Buscar las preguntas mas frecuentes (FAQ)

» Enviar una pregunta directamente al Servicio de asistencia técnica

» Solicitar a Applied Biosystems documentos de usuario, fichas técnicas de solicitud
de materiales (MSDS), certificados de analisis y otros documentos relacionados

* Descargar documentos PDF
* Obtener informacion acerca de la formacion del cliente
* Descargar actualizaciones y parches de software
Asimismo, en la pagina Support (Asistencia técnica) podra acceder a los niimeros de

teléfono y fax para ponerse en contacto con el Servicio de asistencia técnica y las
instalaciones de venta de Applied Biosystems en todo el mundo.

iIMPORTANTE! Cuando se le solicite que lo haga en esta guia o cuando tenga que
programar el mantenimiento del instrumento StepOne™ (por ejemplo, el mantenimiento
anual planificado o la verificacion/calibracion de la temperatura), péngase en contacto
con el Centro de atencion al cliente de Applied Biosystems. Para obtener un nimero de
teléfono o enviar un mensaje de correo electronico al centro, visite
http://www.appliedbiosystems.com/support/contact.
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Prologo
Convenciones de seguridad utilizadas en este documento

Convenciones de seguridad utilizadas en este documento

Palabras de aviso En la documentacion del usuario de Applied Biosystems, aparecen cuatro palabras de
de seguridad aviso de seguridad en los puntos del documento en los que debe conocer la existencia de
peligros importantes. Cada palabra de aviso IMPORTANTE, PRECAUCION,
ADVERTENCIA, PELIGRO) implica un nivel de observacion o accion particular, tal y
como se explica a continuacion.

Definiciones

iIMPORTANTE! Proporciona informacion que es necesaria para poder utilizar el
instrumento correctamente, para poder utilizar un kit de reactivos con precision o para
poder utilizar un producto quimico de manera segura.

A (LBl Indica una situacion potencialmente peligrosa que, de no evitarse,

podria causar lesiones leves o moderadas. También puede utilizarse para alertar de
practicas no seguras.

AADVERTENCIA Indica una situacion potencialmente peligrosa que, de no evitarse,

podria causar lesiones graves o mortales.

A =M[e]i{ell Indica una situacion inminentemente peligrosa que, de no evitarse,

tendra como resultado lesiones graves o mortales. Esta palabra de aviso se limita a las
situaciones mas extremas.

A excepcion de los avisos IMPORTANTE, todas las palabras de aviso de seguridad de un
documento de Applied Biosystems aparecen con la figura de un triangulo abierto que
contiene un simbolo de peligro. Estos simbolos de peligro son idénticos a los que se
incorporan en los instrumentos de Applied Biosystems (consulte “Simbolos de
seguridad” en la pagina xiii).
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Prologo

Convenciones de seguridad utilizadas en este documento

Xii

Ejemplos

iIMPORTANTE! Debe crear una hoja de calculo de entradas de muestras diferente para
cada placa de 96 pocillos.

PELIGRO QUIMICO. TagMan® Universal PCR Master Mix

puede causar irritaciones en la piel y los ojos. Puede provocar molestias si se ingiere o se
inhala. Consulte la ficha técnica de seguridad (MSDS) y siga las instrucciones de
manipulacion indicadas. Use protectores oculares, vestimenta protectora y guantes
apropiados.

PELIGRO DE LESIONES FiSICAS. Durante el uso de los

instrumentos, la cubierta caliente y el bloque de muestras, se pueden alcanzar
temperaturas superiores a 100 °C.

PELIGRO ELECTRICO. La continuidad del circuito de toma a

tierra es vital para la seguridad. Jamas utilice el sistema con el conductor de toma de
tierra desconectado.

Guia de introduccion a Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System para experimentos de curva estandar



Simbolos en los instrumentos

Prologo
Simbolos en los instrumentos

Electricidad En la siguiente tabla, se describen los simbolos eléctricos que pueden aparecer en los

Simbolos en los
instrumentos

instrumentos de Applied Biosystems.

Simbolo

Descripciéon

Indica la posicién On
(Encendido) del interruptor de
encendido principal.

O

Indica la posicién Off (Apagado)
del interruptor de encendido
principal.

Simbolo

Descripciéon

Indica un terminal que puede
estar conectado a la referencia
del retorno de tierra del circuito
de sefal de otro instrumento.
No es un terminal de tierra
protegido.

b

0,

Simbolos de
seguridad

Indica un interruptor de espera
por medio del cual se activa la
posicion Standby (Espera) en el
instrumento. Si este interruptor
estd en la posicion de espera,
puede haber tensién peligrosa.

Indica la posicién On/Off
(Encendido/Apagado) de un
interruptor de encendido principal
de contrafase.

Este simbolo indica que se
debe conectar a tierra un
terminal de toma a tierra de
proteccion antes de realizar
ninguna otra conexion eléctrica
en el instrumento.

-
L 4

Indica que un terminal puede
recibir o suministrar tensién o
corriente alternante.

Indica que un terminal puede
recibir o suministrar tensién o
corriente alternante o directa.

En la siguiente tabla, se describen los simbolos de seguridad que pueden aparecer en los
instrumentos de Applied Biosystems. Estos simbolos pueden aparecer en solitario o con

un texto que explique el peligro correspondiente (consulte “Etiquetas de seguridad en los
instrumentos” en la pagina xv). Estos simbolos de seguridad también pueden aparecer

junto a PELIGROS, ADVERTENCIAS y PRECAUCIONES que se incluyen en el texto
de este o de otros documentos de-ayuda de productos.

Simbolo

Descripcion

Simbolo

Descripcion

/N

Indica que deberia consultar el
manual para obtener mas
informacion y proceder con el
cuidado correspondiente.

Indica la presencia de piezas
méviles y recomienda
proceder con el cuidado
correspondiente.

/N

Indica la presencia de una
superficie caliente u otro peligro
debido a altas-temperaturas y
recomienda proceder con el
cuidado correspondiente.

Indica la presencia de un
peligro de descarga eléctrica 'y
recomienda proceder con el
cuidado correspondiente.

> P

Indica la presencia de un laser
en el interior del instrumento y
recomienda proceder con el
cuidado correspondiente.
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Prologo
Simbolos en los instrumentos

Medio ambiente El siguiente simbolo se aplica a todos los productos eléctricos y electronicos de
Simbolos en los  Applied Biosystems que salieron al mercado europeo después del 13 de agosto de 2005.

instrumentos
Simbolo Descripcion
= No tire este producto a la basura municipal normal. Cumpla las ordenanzas
\ '=I municipales sobre residuos correspondientes para reducir el impacto
> medioambiental de los residuos de equipos eléctricos y electronicos (WEEE).
I Clientes de la Unién Europea:

Llame a la oficina de atencion al cliente local de Applied Biosystems para
informarse sobre la recogida de equipos y el reciclaje. Consulte en
http://www.appliedbiosystems.com una lista de oficinas de atencién al cliente
de la Union Europea.
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Prologo
Etiquetas de seguridad en los instrumentos

Etiquetas de seguridad en los instrumentos
Los siguientes simbolos de PRECAUCION, ADVERTENCIA y PELIGRO pueden

aparecer en los instrumentos de Applied Biosystems en combinacion con los simbolos
de seguridad que se han descrito en la seccion anterior.

Inglés Francés

CAUTION Hazardous chemicals. Read the ATTENTION Produits chimiques dangeureux.
Material Safety Data Sheets (MSDSs) before Lire les fiches techniques de sireté de

handling. matériels avant la manipulation des produits.

CAUTION Hazardous waste. Refer to ATTENTION Déchets dangereux. Lire les

MSDS(s) and local regulations for handling fiches techniques de s(reté de matériels et la

and disposal. régulation locale associées a la manipulation
et I'élimination des déchets.

CAUTION Hot surface. ATTENTION Surface br(ilante.

DANGER High voltage. DANGER Haute tension.

WARNING To reduce the chance of electrical | AVERTISSEMENT Pour éviter les risques
shock, do not remove covers that require tool | d'électrocution, ne pas retirer les capots dont

access. No user-serviceable parts are inside. | I'ouverture nécessite I'utilisation d'outils.
Refer servicing to Applied Biosystems L’instrument ne contient aucune piéce
qualified service personnel. réparable par I’ utilisateur. Toute intervention

doit étre effectuée par le personnel de service
qualifié de Applied Biosystems.

CAUTION Moving parts. ATTENTION Parties mobiles.

DANGER Class 3B (lll) visible and/or invisible | DANGER Rayonnement visible ou invisible
LED radiation present when open and d’un faisceau LED de Classe 3B (lll) en cas
interlocks defeated. Avoid exposure to beam. | d’ouverture et de neutralisation des
dispositifs de sécurité. Evitez toute
exposition au faisceau.

Ubicaciones de El sistema StepOne contiene una advertencia en el lugar que se indica a continuacion:
los simbolos de
advertencia

o
-
.

(i —

AY

ﬁ CUIDADO
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Prologo
Seguridad general del instrumento

Seguridad general del instrumento

XVi

Movimiento y
elevacion del
instrumento

Movimiento y
elevacion de
ordenadores y
monitores
autébnomos

Uso del
instrumento

Limpieza o des-
contaminacion
del instrumento

PELIGRO DE LESIONES FiSICAS. Si el instrumento se utiliza

de alguna forma que no especifica Applied Biosystems, se pueden producir lesiones
personales o dafios en el instrumento.

PELIGRO DE LESIONES FISICAS. El instrumento s6lo puede

moverlo y colocarlo el personal o el distribuidor que se especifique en la guia de
preparacion del emplazamiento correspondiente. Si decide levantar o mover el
instrumento después de instalarlo, no intente hacerlo sin la ayuda de otras personas, el
uso del equipo de traslado adecuado y las técnicas de elevacion correctas. La elevacion
inapropriada puede causar dolorosas lesiones dorsales, que pueden resultar permanentes.
Dependiendo del peso, se podrian necesitar dos personas para mover o levantar un
instrumento.

AADVERTENCIA No intente levantar o mover el ordenador ni el monitor sin la ayuda

de otras personas. Dependiendo del peso del ordenador y/o el monitor, se podrian
necesitar dos o0 mas personas para moverlos.

Aspectos a tener en cuenta antes de levantar el ordenador y/o el monitor:

* Asegurese de sujetar el ordenador o el monitor de una forma cémoda cuando los
levante.

* Asegurese de que no hay ningtin obstaculo entre el lugar en el que se encuentra el
objeto y su lugar de destino.

* No levante un objeto a la vez que gira el torso.

* Mantenga la columna vertebral en una posicion neutral mientras levanta el objeto
con las piernas.

* Los participantes deben coordinar las labores de elevacion y movimiento antes de
realizarlas.

* En lugar de levantar el objeto desde la caja del embalaje, incline cuidadosamente la
caja hacia un lado y manténgala fija mientras alguien desliza su contenido hacia
fuera.

Asegurese de que todas las personas que utilicen el instrumento:

» Han recibido instrucciones sobre practicas de seguridad generales para laboratorios
y practicas de seguridad generales para el instrumento.

* Leay comprenda todas las fichas técnicas de seguridad de los materiales (MSDS)
aplicables. Consulte “Acerca de las fichas técnicas de seguridad de los materiales
(MSDS)” en la pagina xviii.

A (UGl Antes de utilizar un método de limpieza o descontaminacion que no

sea el que recomienda el fabricante, consulte al fabricante para comprobar que el método
propuesto no va a daiiar el equipo.
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Prologo
Seguridad quimica

Seguridad quimica

Advertencia de PELIGRO QUIMICO. Antes de manejar algin producto quimico,

peligro quimico consulte la ficha técnica de seguridad de los materiales (MSDS) que suministra el
fabricante y observe todas las precauciones relevantes.

PELIGRO DE ALMACENAMIENTO QUIMICO. No recoja ni

almacene nunca los residuos en un envase de cristal, pues corre el riesgo de que se rompa
o se resquebraje. Las botellas de reactivos y de residuos pueden agrietarse y presentar
fugas. Cada botella de residuos debera asegurarse en un recipiente de seguridad de
polietileno de baja densidad con la tapa fija y las asas bloqueadas en posicion vertical.
Utilice la proteccion ocular, la vestimenta y los guantes adecuados cuando manipule
botellas de reactivos o de residuos.

Directrices de Para reducir al minimo el peligro de los productos quimicos:

seguridad .
quimica

Lea y comprenda las fichas técnicas de seguridad de los materiales (MSDS) que
proporciona el fabricante de los productos quimicos antes de almacenar, manipular
o trabajar con cualquier producto quimico o material peligroso. (Consulte “Acerca
de las fichas técnicas de seguridad de los materiales (MSDS)” en la pagina xviii.)

Minimice el contacto con productos quimicos. Utilice un equipo adecuado de
proteccion personal durante la manipulacion de productos quimicos (por ejemplo,
protectores oculares, guantes o vestimenta protectora). Puede encontrar mas normas
de seguridad en las MSDS.

Minimice la inhalacion de productos quimicos. No deje abiertos los recipientes de
productos quimicos. Utilicelos unicamente con la ventilacion adecuada (por
ejemplo, una campana extractora). Puede encontrar mas normas de seguridad en las
MSDS.

Compruebe periddicamente la ausencia de fugas o salpicaduras. Si se produce una
fuga o un derrame, siga los procedimientos de limpieza del fabricante, tal y como se
recomienda en la MSDS.

Cumpla todas las leyes y normativas locales, estatales/provinciales o nacionales en
materia de almacenamiento, manipulacion y eliminacion de productos quimicos.
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Acerca de las Los fabricantes de productos quimicos incluyen fichas técnicas de seguridad de los
fichas técnicas de materiales (MSDS) con los productos quimicos peligrosos que envian a sus clientes
seguridad de los  nuevos. También incluyen MSDS con el primer envio de un producto quimico peligroso
materiales aun cliente después de que esa MSDS se haya actualizado. En las MSDS, encontrara la
(MSDS) informacion de seguridad necesaria para almacenar, manipular, transportar y desechar
los productos quimicos de forma segura.

Cada vez que reciba una MSDS nueva con un producto quimico peligroso, no se olvide

de reemplazar la MSDS correspondiente en sus archivos.

Obtencion Las MSDS de cualquier producto quimico de Applied Biosystems estan a su disposicion
de MSDS  de manera gratuita las 24 horas del dia. Para obtener MSDS:

1. Vaya a https://docs.appliedbiosystems.com/msdssearch.html

2. En el campo de busqueda de la pagina de busqueda de MSDS:

a. Escriba el nombre del producto quimico, el nimero de serie u otra informacion
de interés que espere que aparezca en la MSDS.

b. Seleccione el idioma que desee.

c. Haga clic en Search (Buscar).

3. Para ver, descargar o imprimir el documento que le interesa:
a. Haga clic con el botdn derecho en el titulo del documento.

b. Seleccione:
* Open (Abrir): para ver el documento.

* Save Target As (Guardar destino como): para descargar una version
PDF del documento en el destino que seleccione.

* Print Target Imprimir destino): para imprimir el documento.

4. Para enviar una copia de una MSDS por fax o correo electronico, en la pagina de
resultados de la busqueda:

a. Seleccione Fax o Email bajo el titulo del documento.

b. Haga clicen RETRIEVE DOCUMENTS (Recuperar documentos) al final
de la lista de documentos.

c. Introduzca la informacion requerida.

d. Haga clic en View/Deliver Selected Documents Now (Ver/enviar ahora los
documentos seleccionados).

Nota: Para obtener las MSDS de productos quimicos que no distribuye
Applied Biosystems, pongase en contacto con el fabricante del producto quimico.
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Seguridad de residuos quimicos

Peligro de
residuos quimicos

Directrices de
seguridad de
residuos quimicos

Eliminacion de
residuos

RESIDUOS PELIGROSOS. Para obtener informacién acerca de su

manipulacion y eliminacion, consulte las fichas técnicas de seguridad de los materiales y
las normativas locales.

PELIGRO DE RESIDUOS QUIMICOS. Los residuos producidos

por los instrumentos de Applied Biosystems son potencialmente peligrosos y pueden
causar lesiones, enfermedades o la muerte.

PELIGRO DE ALMACENAMIENTO QUIMICO. No recoja ni

almacene nunca los residuos en un envase de cristal, pues corre el riesgo de que se rompa
o se resquebraje. Las botellas de reactivos y de residuos pueden agrietarse y presentar
fugas. Cada botella de residuos debera asegurarse en un recipiente de seguridad de
polietileno de baja densidad con la tapa fija y las asas bloqueadas en posicion vertical.
Utilice la proteccién ocular, la vestimenta y los guantes adecuados cuando manipule
botellas de reactivos o de residuos.

Para reducir al minimo el peligro de los residuos quimicos:

* Leay comprenda las fichas técnicas de seguridad de los materiales (MSDS)
proporcionadas por los fabricantes de los productos quimicos en el recipiente de
residuos antes de almacenar, manipular o eliminar los residuos quimicos.

+ Disponga de contenedores de residuos principales y secundarios. (Los contenedores
principales contienen los residuos inmediatos. Los contenedores secundarios
contienen cualquier derrame o fuga del contenedor principal. Ambos contenedores
deben ser compatibles con el material de residuo y deben cumplir los requisitos
federales, estatales y locales sobre el almacenamiento en contenedores).

* Minimice el contacto con productos quimicos. Utilice un equipo adecuado de
proteccion personal durante la manipulacion de productos quimicos (por ejemplo,
protectores oculares, guantes o vestimenta protectora). Puede encontrar mas normas
de seguridad en las MSDS.

* Minimice la inhalacién de productos quimicos. No deje abiertos los recipientes de
productos quimicos. Utilicelos unicamente con la ventilacion adecuada (por
ejemplo, una campana extractora). Puede encontrar mas normas de seguridad en las
MSDS.

* Manipule los residuos quimicos bajo una campana extractora.
» Después de vaciar el recipiente de residuos, ciérrelo bien con la tapa suministrada.

+ Elimine el contenido de la bandeja de residuos y de la botella de residuos conforme
a las buenas practicas de laboratorio y a la normativa local, estatal/provincial o
nacional en materia de medio ambiente y salud.

Si se generan residuos potencialmente peligrosos al utilizar el instrumento, debe:

+ Identificar (mediante analisis, si es necesario) los residuos generados por las
aplicaciones, los reactivos y los sustratos utilizados en su laboratorio.
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* QGarantizar la salud y la seguridad de todo el personal de su laboratorio

» Garantizar que los residuos producidos por el instrumento se almacenan,
transfieren, transportan y eliminan de acuerdo con todas las normativas locales,
estatales/provinciales y/o nacionales.

iIMPORTANTE! Los materiales radiactivos o que impliquen un peligro bioldgico pueden
requerir una manipulacion especial, pudiéndose aplicar limitaciones en materia de
eliminacion.

Seguridad eléctrica

XX

Fusibles

Alimentacion
eléctrica

Potencia de
sobretension

A @=0[c;od PELIGRO DE DESCARGA ELECTRICA. Se puede producir una
descarga eléctrica grave si se utiliza el sistema StepOne sin haber colocado los paneles
de instrumentos. No quite los paneles de instrumentos. Los contactos de alta tension
quedan expuestos al quitar estos paneles del instrumento.

PELIGRO DE INCENDIO. El uso de fusibles o de una fuente de

alimentacion de alta tension incorrectos pueden dafiar el sistema de cableado del
instrumento y provocar un incendio. Antes de encender el instrumento, compruebe que
los fusibles estan bien instalados y que la tensidn del instrumento se corresponde con la
fuente de alimentacion del laboratorio.

PELIGRO DE INCENDIOQ. Para protegerse contra el riesgo de

incendio, s6lo cambie los fusibles por otros que sean del tipo y la potencia que se
especifica para el instrumento.

=

A @ailel;od PELIGRO ELECTRICO. La continuidad del circuito de toma de
tierra es vital para la seguridad del equipo. Jamas utilice el equipo con el conductor de
toma de tierra desconectado.

A a0 PELIGRO ELECTRICO. Utilice cordones eléctricos certificados y
bien configurados para el suministro eléctrico de la instalacion.

A @=0lcl;ed PELIGRO ELECTRICO. Enchufe el sistema a una toma eléctrica
que tenga una toma de tierra adecuada y la capacidad de corriente apropiada.

El sistema StepOne se incluye en la categoria II (de sobretension) de las instalaciones y
esta clasificado como un equipo portatil.
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Seguridad de los LED

Para garantizar un funcionamiento seguro de los LED:

* Un representante de Applied Biosystems debe realizar el mantenimiento del
sistema.

* Todos los paneles del instrumento deben estar colocados en el mismo mientras éste
esta en funcionamiento. Cuando todos los paneles estan instalados, no se detecta
ninguna radiacion. Si se quita algiin panel cuando el LED estd en funcionamiento
(durante una reparacion con los interbloqueos de seguridad desactivados), podria
exponerse a emisiones LED superiores a la potencia de la clase 3B.

* No quite las etiquetas de seguridad ni desactive los interbloqueos de seguridad.

Seguridad bioldgica

Peligro biolégico PELIGRO BIOLOGICO. Las muestras biologicas como, por

general ejemplo, de tejidos, fluidos corporales, agentes infecciosos y sangre humana o de otros
animales, pueden transmitir enfermedades infecciosas. Siga todas las normativas locales,
estatales/provinciales y/o nacionales aplicables. Lleve el equipo de proteccion adecuado,
lo que incluye, entre otras cosas: proteccion ocular, proteccion facial, vestimenta/bata de
laboratorio y guantes. Todo el trabajo se debe realizar en instalaciones que dispongan del
equipamiento adecuado y con el equipo de seguridad apropiado (por ejemplo,
dispositivos de contencion fisica). Los trabajadores deberian recibir formacion de
acuerdo con los requisitos de la institucion o empresa y los requisitos legales aplicables
antes de trabajar con materiales potencialmente infecciosos. Lea y siga las directrices y/o
los requisitos legales aplicables en:

* Las directrices del Departamento de salud y servicios humanos (Department of
Health and Human Services) de EE.UU. publicadas en Biosafety in Microbiological
and Biomedical Laboratories (n° 017-040-00547-4; http://bmbl.od.nih.gov)

* Occupational Safety and Health Standards, Bloodborne Pathogens (29
CFR§1910.1030; http://www.access.gpo.gov/ nara/cfr/waisidx_01/
29¢fr1910a_01.html).

* Los protocolos del programa de seguridad bioldgica de su empresa o institucion
para trabajar o manipular materiales potencialmente infecciosos.

Puede encontrar mas informacion acerca de las directrices sobre peligros bioldgicos en:

http://www.cdc.gov
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Seguridad de la estacion de trabajo

Si configura correctamente la ergonomia de su estacion de trabajo, puede reducir o evitar
problemas de fatiga, dolor y tension. Para minimizar o eliminar estos problemas,
configure la estacion de trabajo para adoptar posiciones neutrales o relajadas cuando esté
trabajando.

PELIGRO MUSCULOESQUELETICO Y POR

MOVIMIENTOS REPETITIVOS. Estos peligros estan causados por posibles factores
de riesgo, incluidos, entre otros, movimientos repetitivos, posturas incomodas, esfuerzos,
mantenimiento de posturas estaticas poco saludables, presion por contacto y otros
factores medioambientales de la estacion de trabajo.

Para minimizar los riesgos musculoesqueléticos y por movimientos repetitivos:

+ Utilice equipos en los que pueda colocarse comodamente en posiciones neutrales y
que permitan acceder de manera adecuada al teclado, el monitor y el raton.

* Coloque el teclado, el raton y el monitor de forma que pueda adoptar una postura
relajada de la cabeza y el cuerpo.
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Estandares de seguridad y compatibilidad electromagnética

(EMC)

Estandares de
seguridad de
EE.UU.

y Canada

Estandar EMC
canadiense

Estandares de
seguridad y EMC
europeos

C€

Estandares EMC
australianos

C

El sistema StepOne ha sido probado y cumple el estandar:

UL 61010A-1/CAN/CSA C22.2 No. 1010.1-92, “Requisitos de seguridad de equipos
eléctricos para la medicion, el control y el uso en laboratorios, primera parte: requisitos
generales”.

UL 61010A-2-010/CAN/CSA 1010.2.010, “Requisitos particulares de equipos de
laboratorio para el calentamiento de materiales”.

“Estandar de rendimiento 21 CFR 1040.10 y 1040.11 de la Ley de control de radiaciones
para la salud y la seguridad de 1968 de la FDA, de la forma que sea aplicable.

Este instrumento ha sido probado y cumple la edicion 3 del estandar ICES-001:
“Generadores de frecuencias de radio industriales, cientificas y médicas”.

Seguridad

Este instrumento cumple los requisitos de seguridad europeos (Directiva de baja tension
73/23/EEC). Este instrumento ha sido probado y cumple los estandares EN 61010-
1:2001, “Requisitos de seguridad de equipos eléctricos para la medicion, el control y el
uso en laboratorios, primera parte: requisitos generales”.

EN 61010-2-010, “Requisitos particulares de equipos de laboratorio para el
calentamiento de materiales”.

EN 61010-2-081, “Requisitos particulares para equipos de laboratorio automaticos y
semiautomaticos para analisis y otras finalidades”.

EN 60825-1, “Seguridad frente a las radiaciones de los productos laser, clasificacion de
los equipos, requisitos y guia del usuario”.

EMC

Este instrumento cumple los requisitos de emisiones e inmunidad europeos (Directiva
EMC 89/336/EEC). Este instrumento ha sido probado y cumple los estandares

EN 61326 (Grupo 1, Clase B) “Equipos eléctricos para la medicion, el control y el uso
en laboratorios: requisitos EMC”.

Este instrumento ha sido probado y cumple el estandar AS/NZS 2064, “Medicion de
limites y métodos de caracteristicas de perturbaciones electromagnéticas de equipos de
radiofrecuencia industriales, cientificos y médicos (ISM)”.
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Capitulo 1

n Introduccion

Este capitulo cubre los siguientes temas:

B Acerca del sistema StepOne’™. . . ... ... ... 2
B Acerca de los experimentos de curvaestandar. .. .............. ... ... ..., 4
B Comoutilizaresta guia. .. ..ot 7
B Acerca del experimentode ejemplo ... ... 8
B Flujo de trabajo del experimento de ejemplo . . ........... ... ... .. ....... 9

Nota: Para obtener mas informacion acerca de alguno de los temas que se explican en
esta guia, acceda a la ayuda desde Applied Biosystems StepOne'™ Real-Time PCR
System Software pulsando F1, haciendo clic en @ en la barra de herramientas o
seleccionado Help (Ayuda) » StepOne Help (Ayuda de StepOne).

Notas
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Acerca del sistema StepOne™

Acerca del sistema StepOne™

Applied Biosystems StepOne™" Real-Time PCR System (sistema StepOne™™) utiliza
reactivos de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) basados en fluorescencias para
proporcionar:

» Deteccion cuantitativa de las secuencias de acido nucléico del gen diana (dianas)
mediante analisis a tiempo real.

* Deteccion cualitativa de secuencias de acido nucléico del gen diana (dianas)
mediante analisis a punto final y curva de fusion (melting).

Acercadela Elsistema StepOne recoge datos brutos de fluorescencia en diferentes puntos de una
recogida de PCR, dependiendo del tipo de proceso que realice:

datos
Tipo de proceso Punto de recogida de datos
Procesos en | Curva estandar El instrumento recoge datos después de cada paso de
tiempo real extension de la PCR.
Cuantificacion
relativa
Cr (AACy)
comparativos
Procesos de | Genotipado El instrumento recoge datos antes y después de la
punto final PCR. En los experimentos de genotipado, el software
StepOne™ también puede recoger datos durante el
proceso (tiempo real), que pueden resultar de ayuda
para solucionar problemas.
Presencia/ausencia El instrumento recoge datos antes y después de la
PCR.

Con independencia del tipo de proceso que se realice, un punto de recogida de datos o
una lectura constan de tres fases:

1. Excitacién: el instrumento StepOne™ ilumina todos los pocillos de la placa de
reaccion en el instrumento StepOne para excitar los fluoréforos de cada reaccion.

2. Emision: la optica del instrumento StepOne se concentra en la fluorescencia
residual que se emite desde los pocillos de la placa de reaccion. La imagen
resultante que recoge el dispositivo solo consta de luz que se corresponde con el
estrecho rango de longitudes de onda.

3. Recogida: el instrumento StepOne crea una representacion digital de la
fluorescencia residual recogida en un intervalo de tiempo fijado. El software
StepOne almacena la imagen fluorescente no analizada para analizarla. Si es
necesario, el software realiza lecturas adicionales si lo requieren los reactivos
fluorescentes que se utilizan en el experimento.

Notas
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Acerca del sistema StepOne™

Después de un proceso, el software StepOne utiliza datos de calibracidn (espacial, de
fluorocromo y de fondo) para determinar la ubicacién y la intensidad de las sefiales
fluorescentes en cada lectura, el fluorocromo asociado a cada sefial fluorescente y el
significado de la sefial.

Consumibles El sistema StepOne admite los consumibles que se enumeran a continuacion. Estos
admitidos  consumibles se utilizan en protocolos o reactivos estandar y rapidos.

. Ndmero de

Consumible referencia
e MicroAmp™ Fast Optical 48-Well Reaction Plates e 4375816
¢ MicroAmp™ Optical 48-Well Adhesive Film e 4375323
e MicroAmp™ Fast 8-Tube Strips e 4358293
¢ MicroAmp™ Optical 8-Cap Strips e 4323032
* MicroAmp® Fast Reaction Tubes with Caps e 4358297
e MicroAmp™ Fast 48-Well Trays e 4375282
¢ MicroAmp™ 48-Well Base Adaptor e 4375284
¢ MicroAmp™ Splash Free 96-Well Base e 4312063

Consumible
MicroAmp™ Fast Optical 48-Well Reaction Plate
MicroAmp™ Fast 48-Well Tray

MicroAmp™ Splash Free 96-Well Base
MicroAmp™ Optical 8-Cap Strip
MicroAmp™ Fast 8-Tube Strip

MicroAmp® Fast Reaction Tubes with Caps

MicroAmp Optical 48-Well Adhesive Film

O M m O O W >»| *

Notas
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Acerca de los experimentos de curva estandar

Para obtener mas Para obtener mas informacién acerca de:

informacion + El sistema StepOne, consulte Applied Biosystems StepOne"" Real-Time PCR System
Software Help.

Nota: Para acceder a la ayuda, seleccione Help (Ayuda) » StepOne Help (Ayuda de
StepOne) desde el software StepOne.

* Experimentos de cuantificacion relativa y/o C (AACy) comparativo, consulte Guia
de introduccion a Applied Biosystems StepOne'" Real-Time PCR System para
experimentos de cuantificacion relativa y o comparacion de Cr.

* Experimentos de genotipado, consulte consulte Guia de introduccion a Applied
Biosystems StepOne"" Real-Time PCR System para experimentos de genotipado.

 Experimentos de presencia/ausencia, consulte Applied Biosystems StepOne"" Real-
Time PCR System Getting Started Guide for Presence/Absence Experiments.

Acerca de los experimentos de curva estandar

Experimentos de Los experimentos de curva estandar son experimentos de PCR en tiempo real. En los
PCR en tiempo  experimentos de PCR en tiempo real:

real  El instrumento monitoriza el progreso de la PCR mientras se produce (Kwok y
Higuchi, 1989).
» Se recogen datos durante el proceso de PCR.

» Las reacciones se caracterizan por el punto temporal del ciclo en el que se detecta
por primera vez la amplificacion de un gen diana (Saiki ef al., 1985).

Nota: En esta guia, el término experimento se refiere a todo el proceso del experimento,
desde su disefio hasta el analisis de los datos.

Acerca de los Los experimentos de curva estandar determinan la cantidad absoluta de un gen diana en
experimentos de una muestra. Para conseguir los resultados, se utiliza una curva estandar construida a
curva estandar partir de una dilucion seriada de una cantidad conocida.

Componentes
Estos son los componentes que se necesitan para preparar las reacciones PCR para los
experimentos de curva estandar:

* Muestra: la muestra en la que la cantidad del gen diana es desconocida.

« Estandar: una muestra de una cantidad conocida.

* Dilucion seriada del estindar: un conjunto de diluciones del estandar (por
ejemplo, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32) que se utilizan para construir una curva estandar.

* Replicados: reacciones idénticas que contienen componentes y volimenes
idénticos.

» Controles negativos: muestras que contienen agua o tampon en lugar de un molde.
Los controles negativos no se deberian amplificar.

Notas
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Opciones Al realizar una PCR en tiempo real, puede elegir entre:
de la PCR * PCR en singleplex y multiplex (mas abajo)

y
* RT-PCR de 1y 2 pasos (pagina 5)

PCR en singleplex y multiplex

Se puede realizar una reaccion PCR como una:

* Reaccion en singleplex, donde solo hay un conjunto de cebadores/sonda en el tubo
de reaccion o pocillo. Soélo se puede amplificar un gen diana o un control endégeno
por reaccion.

0

* Reaccion en multiplex, donde hay dos o més conjuntos de cebadores/sondas en el
tubo de reaccion o pocillo. Cada conjunto amplifica un gen diana o un control
enddgeno especificos.

iIMPORTANTE! No se pueden utilizar reactivos SYBR® Green para las reacciones
en multiplex.

L] 8 oE [ Conjunto de cebadores de diana
=
) 00 (O Conjunto de cebadores

de control endégeno

~~ cDNA

PCR en singleplex PCR en multiplex

RT-PCR de 1 y de 2 pasos

Se puede realizar una retrotranscripcion (RT) y una PCR en una sola reaccién (1 paso) o
en reacciones distintas (2 pasos). La configuracion del reactivo que se utiliza depende de
si va a realizar una RT-PCR de 1 o de 2 pasos:

* En las RT-PCR de 1 paso, la RT y la PCR retrotranscripcion. Sin embargo, no se
puede utilizar una mezcla maestra de PCR rapida (FAST PCR Master Mix) ni la
enzima de prevencién de contaminacion de arrastre, AmpErase® UNG (uracil-N-
glucosilasa), para realizar la RT-PCR de 1 paso.

* La RT-PCR de 2 pasos se realiza en dos reacciones distintas: En primer lugar, el
RNA total se retrotranscribe en cDNA y, a continuacion, el cDNA se amplifica por
medio de la PCR. Este método es ttil para detectar multiples transcritos a partir de
un s6lo molde de cDNA o para almacenar alicuotas de cDNA para utilizarlas
posteriormente. La enzima AmpErase® UNG se puede utilizar para evitar la
contaminacion de arrastre.

Nota: Para obtener mas informacion acerca de AmpErase® UNG, consulte Guia de
reactivos de Applied Biosystems StepOne'" Real-Time PCR System.

Notas
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Reactivos

Reactivos TagMan® y SYBR® Green

Applied Biosystems ofrece reactivos TagMan® y SYBR® Green para utilizarlos en el
sistema StepOne. Ambos tipos de reactivos se describen brevemente en la siguiente tabla.

Tipo de reactivo Proceso
Reactivos o kits TagMan® PCR y deteccion de cDNA
q
Descripcién a. Componentes del ensayo =
13 Sonda / Cebador reverso
Los reactivos TagMan utilizan una sonda @@ SI
fluorogénica para permitir la deteccién de un .
en & Molde de cDNA . \
producto de PCR especifico cuando se SIS, .,
acumula durante los ciclos de PCR. o
venta]as b. Molde desnaturalizado y e hibridacién de los componentes del ensayo Leyenda
e Aumenta la especificidad con una sonda. 2 et Cabadr astoro
La hipridacién especifica~entre lasonday el . sonda e @ Fuorosromo Fau™
gen diana genera una sefial de o @ B atalir
fluorescencia. N X
. X ) I X g Ligando de union
e Proporciona la capacidad de multiplex. : ~ - de surco menor
¢ Hay disponibles ensayos optimizados. - Generacién de sefal DA Potimerase
Fe /,,‘5
e Permite realizar ensayos 5’ nucleasas N T O Sonda
durante la PCR. N Covacor erso S conader
. ebador directo S
¢ Se puede utilizar para la RT-PCR de 1 0 2 Sl d . " Maide
il | AR EENS
T T
pasos. 3 5 Iniciador extendido
: ® .. L
Reactivos SYBR® Green o o o o o Pa® 1: Con guacién de la reai®n
A e e A IR R .
Descripcion El colomnte SYBR® & | emite
una uorescencia cuando se une
Los reactivos SYBR Green utilizan el a DNA bicgenario.
fluorocromo SYBR® Green |, que es un
fluorocromo de unidn a DNA bicatenario que ) ° Pa® 2: Desnturalizacién
sirve para detectar productos de PCR cuando e ® Cuando el DNA se desnatatiza,
se acumulan durante los ciclos de PCR. se libera el olorante SYBR® &&n
. 'y la uorese@ncia disminuye
Ventajas considerablemerte.
e Economico (no se necesita una sonda). ceBroon Pa® 3: Polimézacion
e Permite que los analisis de curvas de fusion o Durante la extension, los iniciadore
midan la Tm de todos los productos de e e L se ponen al rojo viv y se genera
PCR. ® -0- el produdo de PCR.
CEBADOR
e Se puede utilizar parala RT-PCR de 1 0 2
pasos. ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ L
@- -@- -0- O @ Pa® 4: Polimézaciéon empletada

Limitaciones

Se une de manera no especifica a todas las
secuencias de DNA bicatenarias. Para evitar
sefales positivas falsas, compruebe la
formacién de un producto no especifico
utilizando un analisis de gel o de curva de
fusion.

El coloante SYBR® &&n | se une
al produdo bicatenario, lo que
produce un aumerto neto de

la uorescencia que deteta

el instrumerto.

iIMPORTANTE! Applied Biosystems no recomienda el uso de fluorocromo TAMRA™
como notificador o apantallador con el sistema StepOne™™.

Notas
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Como utilizar esta guia

Otros reactivos

Se pueden utilizar otros reactivos basados en fluorescencia en el sistema StepOne, pero
se debe tener en cuenta lo siguiente:

* El software StepOne calcula automaticamente los volimenes de reaccion de los
reactivos TagMan y SYBR Green, pero no lo hace con otros reactivos.

* Se debe disefiar el experimento con el flujo de trabajo Advanced Setup
(Configuracion avanzada), en lugar de con el asistente de disefo. (Consulte el
“Flujo de trabajo Advanced Setup (Configuracion avanzada)” en la pagina 112.)

Para obtener mas Para obtener mas informacion acerca de los experimentos de PCR en tiempo real, las

informacion opciones de PCR y los reactivos, consulte Guia de reactivos de Applied Biosystems
StepOne™ Real-Time PCR System.

Como utilizar esta guia

Esta guia sirve a la vez de tutorial y de guia para realizar sus propios experimentos.

Uso de esta guia  Si emplea los datos de los experimentos de ejemplo que se incluyen con el software
como tutorial StepOne, esta guia le puede servir de tutorial para realizar un experimento de curva
estandar en el sistema StepOne. Siga los procedimientos que se indican en los capitulos 2

as:
Capitulo Procedimiento
2 Disefie el experimento con el asistente de disefio del software StepOne.
3 Prepare el experimento con los reactivos y volumenes que ha calculado el

asistente de disefio en el capitulo 2.

4 Realice el experimento en el instrumento StepOne (disposicion auténoma o
colocalizada).

5 Analice los resultados.

Para obtener mas informacion, consulte “Acerca del experimento de ejemplo” en la
pagina 8.

Uso de esta guia  Después de realizar los ejercicios del tutorial de los capitulos 2 a 5, esta guia le puede
CON Sus propios  servir para guiarle por el flujo de trabajo del asistente de disefio para realizar sus propios
experimentos experimentos de curva estandar. Cada uno de los procedimientos de los capitulos 2 a 5
contiene un conjunto de directrices que ofrecen informacion acerca de cémo realizar la
accion para sus propios experimentos.

Notas
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Acerca del experimento de ejemplo

Asimismo, puede utilizar uno de los otros flujos de trabajo que se incluyen en el software

StepOne para realizar sus experimentos. En la siguiente tabla, se ofrece un resumen de
todos los flujos de trabajo disponibles en el software StepOne.

Flujo de L .
trabajo Descripcion Véase...
Design Wizard | Escriba los parametros del experimento mientras el Capitulo 2
(Asistente de asistente le guia por los mejores procedimientos.
disefio)
Advanced Configure un experimento nuevo basandose en el disefio pagina 112
Setup de su propio experimento. Da flexibilidad de disefio a los
(Configuracién | usuarios experimentados.
avanzada)
QuickStart Realice un experimento nuevo sin informacién de la pagina 113
(Inicio rapido) configuracion de la placa.
Molde Configure un experimento nuevo utilizando la informacion | pagina 114
de configuraciéon de un molde.
Exportacion/ Importe disefios de experimentos desde archivos de texto | pagina 115
importacién ASCII que contienen informacién de configuracién de los
experimentos.

Acerca del experimento de ejemplo

Notas

Descripcion

Para ilustrar como se realizan los experimentos de curva estandar, esta guia le conduce a
través del proceso de disefio, preparacion, procesamiento y analisis de un experimento de
ejemplo. El experimento de ejemplo representa una configuracion tipica que puede
utilizar para familiarizarse rapidamente con el sistema StepOne.

El objetivo del experimento de ejemplo de curva estandar es determinar la cantidad de
gen RNase P en dos poblaciones.

En el experimento de curva estandar de ejemplo:

Las muestras pertenecen a DNA gendémico aislado de dos poblaciones.
El gen diana es el gen RNase P.

Se configura una curva estandar para el gen RNase P (diana). El estdndar que se
utiliza para la dilucion seriada del estandar contiene cantidades conocidas del gen
RNase P. Dado que se estudia un solo gen diana, s6lo se necesita una curva estandar.

Nota: En los experimentos en los que se estudian varios genes diana, se necesita
una curva estandar para cada gen diana.

Se realizan tres replicados de cada muestra y cada punto de dilucion en la curva
estandar para garantizar su relevancia estadistica.

El experimento esta disefiado para una PCR en singleplex, donde todos los pocillos
contienen un conjunto de cebadores/sonda para un solo gen diana.

Guia de introduccion a Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System para experimentos de curva estandar
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Flujo de trabajo del experimento de ejemplo

» Las reacciones estan preparadas para una RT-PCR de 2 pasos.

* Los conjuntos de cebadores/sonda pertenecen al ensayo de RNase P de
Applied Biosystems.

Nota: Human RNase P-MGB-Probe TagMan® Gene Expression Assay no estd
disponible. Se puede solicitar como un Custom TagMan® Gene Expression Assay
(PN 4331348). Applied Biosystems no recomienda el uso de fluorocromo
TAMRA™ como notificador o apantallador con el sistema StepOne™.

Disposicion de la A continuacion, se muestra la disposicion de la placa de reaccion del experimento de
placa de reaccién curva estandar de ejemplo.

| [3 show in wells w | [ view Legend | |

1 | 2 \ : | 4 | § \ 8 | 7 | g \

papl popl popl pap2 pop2

A | [ rhase r [ mnase e [ rnaser RMase P [ rhase P RNase P RMase P [ rhase P

(= ] rhase P [ ruase ¢ & rhase P ] rhase P [ ruase ¢ & rhase P ] rhase P

Ritiase P 164 1E4 1E4 SE3 S5E3 5E3 2,563

m

o |[Elruaser ] rhase P [ ruase ¢ & rhase P ] rhase P [ ruase ¢ & rhase P ] rhase P
625

2.5E3 2.5E3 1.25E3 1.25E3 1.25E3 625 625

Acerca de los El archivo de datos del experimento de ejemplo se instala con el software StepOne.
datos del Encontrara el archivo del experimento de ejemplo en su ordenador:
experimento de

ejemplo <unidad>:\Applied Biosystems\StepOne System\experiments\examples

donde <unidad> es la unidad del disco duro del ordenador en la que esta instalado el
software StepOne. La unidad de instalacion predeterminada del software es la unidad C.

Flujo de trabajo del experimento de ejemplo

La figura de la pagina 10 muestra el flujo de trabajo del experimento de curva estandar
de ejemplo.

Notas
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Notas

10

Capitulo 1 Introduccion
Flujo de trabajo del experimento de ejemplo

Inicio del experimento

h 4
Diseno del experimento (Capitulo 2)

Cree un nuevo experimento.
Defina las propiedades del experimento.
Defina los métodos y los materiales.

Configure los genes diana.

1.

2.

3.

4.

5. Configure los estandares.
6. Configure las muestras.

7. Configure el método de proceso.

8. Revise la configuracion de la reaccion.

9. Solicite materiales para el experimento.
10.Finalice el flujo de trabajo del asistente de disefio.

h 4
Preparacion de las reacciones (Capitulo 3)

. Prepare las diluciones de muestras.
. Prepare la dilucion seriada del estandar.

. Prepare la mezcla de reaccion para cada ensayo diana.

A WO N =

. Prepare la placa de reaccién.

v
Realizacion del experimento (Capitulo 4)

. Prepare el proceso.
. Active las opciones de notificacion.
. Inicie el proceso.

. Monitorice el proceso.

a b WO N =

. Descargue la placa del instrumento y transfiera los datos.

v
Analisis del experimento (Capitulo 5)

Seccion 1, revision de los resultados:

1. Analice.

2. Revise la pantalla Standard Curve (Curva estandar).

3. Revise la pantalla Amplification Plot (Grafica de amplificacion).

4. Revise la tabla de pocillos.

5. Publique los datos.

Seccién 2, Solucion de problemas (si es necesario):

1. Revise las opciones de andlisis; ajuste la linea basal y la linea umbral.
Revise la pantalla QC Summary (Resumen QC).

Omita pocillos.

Revise la pantalla Multicomponent Plot (Grafica multicomponente).

A

Revise la pantalla Raw Data Plot (Grafica de datos brutos).

, N
Fin del experimento
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Diseno del experimento

Este capitulo cubre los siguientes temas:

B Resumendel capitulo .. ...t 12
B Creacion de un nUEVO eXPerimento. . .. ..o vt vt et ettt e e e e e eeeenn 13
B Definicion de las propiedades del experimento ... ........................ 16
B Definicion de los métodos y materiales .. ............. ... ... ... ... .. ... 18
B Configuracionde los genesdiana. .. .......... ... . it 21
B Configuracionde losestandares. .. ........... ... i, 23
B Configuracion de las muestras . .. ........vt et it 25
B Configuracion protocolo de termociclado .. .......... ... ... ... .. ..... 27
B Revision de la configuracion de lareaccion. .. ..., 29
B Solicitud de materiales para el experimento. ......................oun.... 35
B Finalizacion del flujo de trabajo del asistente de disefio. . ................... 38

Nota: Para obtener mas informacion acerca de alguno de los temas que se explican en
esta guia, acceda a la ayuda desde Applied Biosystems StepOne'™ Real-Time PCR
System Software pulsando F1, haciendo clic en @ en la barra de herramientas o
seleccionado Help (Ayuda) » StepOne Help (Ayuda de StepOne).

Notas
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Resumen del capitulo

Resumen del capitulo

En este capitulo, se explica como utilizar el asistente de disefio en el software StepOne™
para configurar el experimento de curva estandar de ejemplo. El asistente de disefio le
guiara por los mejores procedimientos recomendados por Applied Biosystems a medida
que vaya introduciendo los parametros de disefio del experimento de ejemplo.

Flujo de trabajo A continuacion, se muestra el flujo de trabajo para disefiar el experimento de ejemplo que
del experimento se incluye en esta guia de introduccion.
de ejemplo
Nota: Disefie el experimento de ejemplo con el flujo de trabajo del asistente de disefio
del software StepOne. Cuando disefie sus propios experimentos, puede seleccionar flujos
de trabajo alternativos (consulte “Uso de esta guia con sus propios experimentos” en la
pagina 7).

Inicio del experimento

v
Diseno del experimento (Capitulo 2)

. Cree un nuevo experimento.

. Defina las propiedades del experimento.
. Defina los métodos y los materiales.

. Configure los genes diana.

. Configure los estandares.

. Configure el método de proceso.
. Revise la configuracién de la reaccion.

1
2
3
4
5
6. Configure las muestras.
7
8
9. Solicite materiales para el experimento.
1

0. Finalice el flujo de trabajo del asistente de disefio.

v
Preparacion de las reacciones (Capitulo 3)

v
Realizaciéon del experimento (Capitulo 4)

v
Anadlisis del experimento (Capitulo 5)

v

Fin del experimento

Notas
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Creacion de un nuevo experimento

Creacion de un nuevo experimento

Cree un experimento nuevo con el asistente de disefio del software StepOne.

Creacion de un 1. Haga doble clic en € (acceso directo al software StepOne) o seleccione Start
experimento (Inicio) » All Programs (Todos los programas) » Applied
Biosystems » StepOne » StepOne v1.0.

2. En la pantalla Home (Inicio), haga clic en Design Wizard (Asistente de
disefio) para abrir el asistente de diseflo.

& StepOne™ v1.0

File Edit Instrument Analysis Tools Help

[i] New Experiment + [-5 open.. [ I Jl_“ Send Experiment to Instrument E Download Experiment from Instrument... 480

3. Consulte “Elementos del software” mas adelante para obtener informacion acerca
de la navegacion por el asistente de disefio.

Elementos del A continuacion, se ilustran los elementos del software StepOne para el asistente de
software disefio.

1. Barra de ments: muestra los menus disponibles en el software:
* File (Archivo)
+ Edit (Edicion)
* Instrument (Instrumento)
* Analysis (Analisis)
* Tools (Herramientas)
* Help (Ayuda)

Notas
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Creacion de un nuevo experimento

2. Barra de herramientas: muestra las herramientas disponibles en el software:
* New Experiment (Experimento nuevo)
* Open (Abrir)
* Close (Cerrar)
* Send Experiment to Instrument (Enviar experimento a instrumento)

* Download Experiment from Instrument (Descargar experimento de
instrumento)

3. Encabezamiento del experimento: indica el nombre del experimento, el tipo de
experimento y los reactivos del experimento abierto.

4. Panel de navegacion: ofrece enlaces a todas las pantallas del asistente de disefio:
* Experiment Properties (Propiedades del experimento)
* Methods & Materials (Métodos y materiales)
» Targets (Genes diana)
» Standards (Estandares)
* Samples (Muestras)
* Run Method (Método de proceso)
* Reaction Setup (Configuracion de la reaccidn)
» Materials List (Lista de materiales)

Nota: Inicialmente, el asistente de disefio muestra el tipo de experimento
Quantitation - Standard Curve (Cuantificacidon: curva estandar). Las pantallas
disponibles de este asistente pueden cambiar si se selecciona otro tipo de
experimento. Por ejemplo, la pantalla Relative Quantitation Settings (Opciones de
cuantificacion relativa) no aparece hasta que se selecciona el tipo de experimento de
curva estandar o C; (AAC;) comparativo.

5. Fichas del experimento: muestra una ficha por cada experimento abierto.

Notas
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Creacion de un nuevo experimento

1 File Edit Instrument Analysis Tools Help

2 [ newExpenment - 5 open.. M 2 Close % Send Experimentto Instrument... B¢, Download Experiment fom Instrument... @) & FrintRepor

S — i e e Experiment: Untitled

1B mstructions: Enter identifying information, then select the type of experiment to design.

* Bxperiment How do you want to identify this experiment?

Properties
* Experiment Name:

Barcode (Optional): | J

User Name (Optional): | ]

2. Set Up Comments (Optional): ‘ =

What type of experiment do you want to design?

[  Quantitation } { Genotyping J [ Presence | Absence J

Design a gene quantitation experiment to determine the amount of targst nucleic acid sequence in a sample.,

3. (Optional) Order

+ Finish Designing Experiment

5 (| L] untitled x | )

Notas
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Definicion de las propiedades del experimento

Definicion de las propiedades del experimento

En la pantalla Experiment Properties (Propiedades de experimento), escriba la
informacion de identificacion del experimento y, a continuacion, seleccione el tipo de
experimento que desea disefiar.

Acerca del En el experimento de curva estandar de ejemplo:
experimento de .

4 El experimento se identifica como un ejemplo.
ejemplo

* Se utiliza una MicroAmp™" Fast Optical 48-Well Reaction Plate.
» El tipo de experimento es de cuantificacion.

Pantalla 1. Haga clic en el campo Experiment Name (Nombre de experimento) y, a

Experiment continuacion, escriba Standard Curve Example (Ejemplo de curva estandar).
Properties
(Propiedades de Nota: El encabezamiento del experimento se actualiza con el nombre del
experimento) experimento que acaba de escribir.

2. Haga clic en el campo Barcode (Codigo de barras) y, a continuacion, escriba el
codigo de barras de la placa de reaccion PCR. (Sélo en caso de utilizar los codigos
de barras con préopositos de control.)

3. Haga clic en el campo User Name (Nombre de usuario) y, a continuacion, escriba
Example User (Usuario de ejemplo).

4. Haga clic en el campo Comments (Comentarios) y, a continuacion, escriba
Standard Curve Getting Started Guide Example (Ejemplo de la guia de
introduccion de las curvas estandar).

5. Seleccione Quantitation (Cuantificacion) en el tipo de experimento.

6. Haga clic en Next (Siguiente) >.

Notas
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Definicion de las propiedades del experimento

1A. Define: Experiment Properties Experiment Properties Help B
a Instructions; Enter identifying information, then selectthe type of experiment to design.
1 * Experiment Mame Standard Curve Example
2 Barcode (Optional) 123456783
3 User Mame (Optional): | Example User
4 Comments (Optional). |Standard Curve Getting Started Guide Example A
5 : ¥ Quantitation | [ Genotyping ] [ Presence [ Absence ]
Design a gene guantitation experiment to determine the amount of target nucleic acid sequence in a sample
Directrices de Cuando disefie su propio experimento de curva estandar:
disefio » Escriba un nombre para el experimento que sea descriptivo y facil de recordar. El
nombre del experimento se utiliza como nombre de archivo predeterminado del
experimento. Puede introducir hasta 100 caracteres en el campo Experiment Name
(Nombre de experimento).
Nota: No se pueden utilizar los siguientes caracteres en en campo Experiment
Name (Nombre de experimento): barra inclinada hacia delante (/), barra inclinada
hacia atras (\), signo mayor que (>), signo menor que (<), asterisco (*), signo de
interrogacion (?), comillas ("), linea vertical (]), dos puntos (:) o punto y coma (;).

+ Utilice MicroAmp"" Fast Optical 48-Well Reaction Plates, MicroAmp" Fast 8-Tube
Strips, o MicroAmp® Fast Reaction Tubes with Caps. Los consumibles FAST
(rapidos) se pueden utilizar con reactivos FAST (rapidos) y estandar.

* (Opcional) Introduzca un cédigo de barras para identificarlo en la placa de reaccion
de PCR. Puede introducir hasta 100 caracteres en el campo Barcode (Codigo de
barras).

* (Opcional) Escriba un nombre de usuario para identificar al propietario del
experimento. Puede introducir hasta 100 caracteres en el campo User Name
(Nombre de usuario).

* (Opcional) Escriba comentarios para describir el experimento. Puede introducir
hasta 1000 caracteres en el campo Comments (Comentarios).

* Seleccione Quantitation (Cuantificacidon) en el tipo de experimento.

Notas
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Definicion de los métodos y materiales

Para obtener mas Para obtener mas informacién acerca de:

informacion » La pantalla Experiment Properties (Propiedades de experimento), acceda a la ayuda
del software StepOne haciendo clic en @) o pulsando F1.

* Consumibles, consulte “Consumibles admitidos” en la pagina 3.

» Experimentos de cuantificacion, consulte Guia de reactivos de Applied Biosystems
StepOne™ Real-Time PCR System.

Definicidn de los métodos y materiales

En la pantalla Methods & Materials (Métodos y materiales), seleccione el método de
cuantificacion, los reactivos, la velocidad de rampa y el molde de PCR que se van a
utilizar en el experimento.

Acerca del En el experimento de curva estandar de ejemplo:
eXperime_nto de » Se utiliza el método de cuantificacion de curva estandar.
ejemplo + Se utilizan reactivos TagMan®.
* Se utiliza la velocidad de rampa estandar en el proceso del instrumento.

» Eltipo de molde es gDNA purificado (aislado a partir de dos poblaciones). Antes de
utilizar el molde de gDNA, debe extraer el gDNA de un tejido o muestra.

Pantalla Methods 1. Seleccione Standard Curve (Curva estandar) como método de cuantificacion.

& Materials _ . _
(Métodos y 2. Seleccione TagMan® Reactives (Reactivos TagMan®) para los reactivos.

materiales) 3. Seleccione Standard (~2 hours to complete a run) (Estandar (2 horas

aproximadamente para completar un proceso)) para la velocidad de la rampa.
4. Seleccione gDNA (genomic DNA) (gDNA (DNA genomico)) para el tipo de molde.

5. Haga clic en Next (Siguiente) >.

Notas
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Definicion de los métodos y materiales

1B. Define: Methods & Materials Methods & Materials Help B

a Instructions: Select the quantitation method, reagents, ramp speed, and type of template for the real-time PCR reactions.

Which quantitation method are you using?

1 i  Standard Curve | { Relative Standard Curve } [ Comparative CT (AACT) ]

With the standard curve method, you use standards ko determine the absolute quantity of target sequence in a sample,

Which reagents do you want to use to detect the target sequence?

|

2 i + TagMan® Reagents | { SYBR® Green Reagents }

These real-time PCR reactions contain two primers and a TagMan® probe. The primers are designed to amplify the target sequence. The TagMan probe is designed to hybridize to the target sequence and
generate fluorescence signal when the target sequence is amplified,

|

Which ramp speed do you want to include in the instrument run?

3 : Standard (~ 2 hours to complete & run) | { Fast (~ 40 minutes ko complete a run) }

For optimal results using the standard ramp speed, Applied Biosystems recommends standard reagents for your real-time PCR reactions.

What type of template do you want to use in the real-time PCR reactions?

[ cDNA (complementary DHA) } [ RNA ] ‘ + gDNA (genomic DNA) |

'ou are adding purified gDNA to the real-time PCR reactions, You have already extracted the gDMA From tissue or sample.

Directrices Cuando disefie su propio experimento de curva estandar:

de disefio * Seleccione Standard Curve (Curva estandar) como método de cuantificacion. Los
experimentos de curva estandar determinan la cantidad absoluta de un gen diana en
una muestra. Para conseguir los resultados, se utiliza una curva estandar construida
a partir de una dilucion seriada del de una cantidad conocida. Para configurar la
placa de reaccion, el método de curva estandar requiere genes diana, estandares y
muestras.

» Seleccione los reactivos que desea utilizar:

— Seleccione TagMan® Reactives (Reactivos TagMan®) si desea utilizar estos
reactivos para detectar la amplificacion y cuantificar la cantidad de gen diana en
las muestras. Los reactivos TagMan se componen de dos cebadores y una sonda
TagMan®. Los cebadores estan disefiados para amplificar el gen diana. La sonda
TagMan esta disefiada para hibridarse con el gen diana y generar una sefial de
fluorescencia cuando se amplifica el gen diana.

iIMPORTANTE! Applied Biosystems no recomienda el uso de fluorocromo
TAMRA™ como notificador ni apantallador con el sistema StepOne ™.

Notas

Guia de introduccién a Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System para experimentos de curva estandar 19



Capitulo 2 Disefio del experimento
Definicion de los métodos y materiales

— Seleccione reactivos SYBR® Green si desea utilizar estos reactivos para detectar
la amplificacién y cuantificar la cantidad de diana en las muestras. Los reactivos
SYBR Green se componen de dos cebadores y un SYBR Green. Los cebadores
estan disefiados para amplificar el gen diana. E1 SYBR Green genera una sefial de
fluorescencia cuando se une a DNA bicatenario. E1 SYBR Green suele formar
parte de la mezcla maestra SYBR Green que se afiade a la reaccion. Si utiliza un
SYBR Green:

Active la casilla de verificacion Include Melt Curve (Incluir curva de fusion)
para realizar un analisis de curva de fusion del gen diana amplificado.

Seleccione Standard (Estandar) para la velocidad de la rampa. Applied
Biosystems no dispone de una mezcla maestra FAST (rapida) para reactivos
SYBR Green.

Nota: Se pueden utilizar otros reactivos basados en fluorescencia en el sistema
StepOne; sin embargo, debe disefiar su experimento con el flujo de trabajo
Advanced Setup (Configuracion avanzada) en lugar de con el asistente de disefo.
Consulte “Flujo de trabajo Advanced Setup (Configuracion avanzada)” en la
pagina 112.

» Seleccione la velocidad de rampa apropiada para el proceso del instrumento:

— Seleccione Fast (~40 Minutes to Complete a Run) (Rapido (aproximadamente
40 minutos para completar un proceso)) si utiliza reactivos rapidos para las
reacciones PCR.

— Seleccione Standard (~2 Hours to Complete a Run) (Estandar
(aproximadamente 2 horas para completar un proceso)) si utiliza reactivos
estandar para las reacciones PCR (incluidos reactivos SYBR Green y reactivos
TagMan estandar).

» Seleccione el molde de PCR apropiado:

— Seleccione cDNA (complementary DNA) (cDNA (DNA complementario)) si va
a realizar una RT-PCR de 2 pasos y ya ha realizado la retrotranscripcion para
convertir el RNA en cDNA. Se afiade DNA complementario a las reacciones
PCR.

— Seleccione RNA si va a realizar una RT-PCR de 1 paso. Se afade el RNA o
mRNA total a las reacciones PCR.

— Seleccione gDNA (genomic DNA) (gDNA (DNA gendmico)) si ya ha extraido el
gDNA de un tejido o una muestra. Se afiade DNA gendmico purificado a las
reacciones PCR.

Para obtener mas Para obtener mas informacion acerca de:

Notas
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informacion » La pantalla Methods & Materials (Métodos y materiales), acceda a la ayuda del
software StepOne haciendo clic en @) o pulsando F1.

» El uso de otros métodos de cuantificacion, consulte Guia de reactivos de Applied
Biosystems StepOne"" Real-Time PCR System.

* Los reactivos TagMan y SYBR Green, consulte Applied Biosystems StepOne"" Real-
Time PCR System Reagent Guide.
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Configuracion de los genes diana

* La PCR, incluidas las PCR en multiplex y singleplex y las RT-PCR de 1 y 2 pasos,
consulte la Guia de reactivos de Applied Biosystems StepOne'" Real-Time PCR
System.

Configuracién de los genes diana

En la pantalla Targets (Dianas), escriba el nimero de dianas que desea cuantificar en la
placa de reaccion PCR vy, a continuacion, configure el ensayo para cada diana.

Acerca del En el experimento de curva estandar de ejemplo:
experimento de

4 » Se cuantifica un gen diana en la placa de reaccion.
ejemplo

* Se activa la casilla de verificacion Set Up Standards (Configurar estandares).
Cuando se activa esta casilla de verificacion, el software muestra automaticamente
la pantalla Standards (Estandares) después de completar la pantalla Targets
(Dianas). En la pantalla Standards (Estandares), se puede configurar una curva
estandar para el ensayo diana (consulte “Configuracion de los estandares” en la
pagina 23).

» El ensayo Target 1 (Diana 1) esta configurado para el gen diana que esta estudiando.
Para el experimento de ejemplo, es el gen RNase P.

Pantalla Targets 1. Haga clic en el campo How many targets do you want to quantify in the reaction
(Dianas) plate? (;Cuantas dianas desea cuantificar en la placa de reaccion?) y, a
continuacion, escriba 1.

Nota: El numero de filas de la tabla de ensayos diana se actualiza con el nimero
que escriba.

2. Active la casilla de verificacion Set Up Standards (Configurar estandares) para
configurar estandares para el ensayo diana.

Nota: La casilla de verificacion Set Up Standards (Configurar estandares) esta
activada de manera predeterminada.

3. Configure el ensayo Target 1 (Diana 1):

a. Haga clic en la celda Enter Target Name (Escribir nombre de diana) y, a
continuacion, escriba RNase P.

b. En el menu desplegable Reporter (Notificador), seleccione FAM
(predeterminado).

c. En el menu desplegable Quencher (Apantallador), seleccione NFQ-MGB
(predeterminado).

d. Deje la opcion predeterminada en el campo Color.

Notas
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4. Haga clic en Next (Siguiente) >.

Nota: Deje en blanco el campo (Optional) Enter Gene Name ((Opcional) escriba el
nombre del gen). Puede buscar el identificador del gen/ensayo para solicitar los
materiales (consulte “Solicitud de materiales para el experimento.” en la pagina 35).

2A. Set Up: Targets Targets Help n
a Instructions: Enter the number of targets to quantify in the reaction plate, then set up the assay for each targst,
* How many targets do you wank to quantify in the reaction plate? | 1
1 For each target assav in the reaction plate, select whether to set up standards, enter a target name, select the reporter and guencher to use to detect the target, and select a target color, Optionally,
enter a gene name, find Applied Biosystems gene expression assays, then select an assay to fill in the Assay 1D,
Set Up Standards * Enter Target Name Reporter Quencher Color {Optional) Enter Gene Name and Click "F.., | Assay ID
2 |\Rma e P | ‘FAM ¥ |NFQ—MGE v ‘ ¥ | |E|
3a 3b 3c 3d
Directrices de Cuando disefie su propio experimento de curva estandar:
disefio » Active la casilla de verificacion Set Up Standards (Configurar estandares).
Applied Biosystems recomienda configurar una curva estandar para cada ensayo
diana en la placa de reaccion.
* Identifique cada ensayo diana con un nombre y un color Unicos. Puede introducir
hasta 100 caracteres en el campo Target Name (Nombre de diana).
* Seleccione el fluorocromo del notificador utilizado en el ensayo diana:
— Seleccione FAM si el fluorocromo FAM™ est unido al extremo de 5" de la sonda
TagMan que se utiliza para detectar el gen diana.
— Seleccione JOE si el fluorocromo JOE™ esta unido al extremo de 5 de la sonda
TagMan que se utiliza para detectar el gen diana.
— Seleccione VIC si el fluorocromo VIC® esta unido al extremo de 5’ de la sonda
TagMan que se utiliza para detectar el gen diana.
— Seleccione SYBR si utiliza fluorocromo SYBR® Green para detectar DNA
bicatenario.
* Seleccione el apantallador utilizado en el ensayo diana:
— Seleccione NFQ-MGRB si la sonda TagMan que esta utilizando porta como
apantallador (quencher) una molécula no fluorescente, NFQ-MGB.
Notas
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Configuracion de los estandares

— Seleccione None (Ninguno) si se utiliza SYBR Green.

iIMPORTANTE! Applied Biosystems no recomienda el uso del fluorocromo
TAMRA™ como notificador ni apantallador con el sistema StepOne ™.

Para obtener mas Para obtener mas informacion acerca de la pantalla Targets (Dianas), acceda a la ayuda
informacion  del software StepOne haciendo clic en @) o pulsando F1.

Configuracion de los estandares

En la pantalla Standards (Estandares), escriba el nimero de puntos y replicados de todas
las curvas estandar de la placa de reaccion. Para cada curva estandar, escriba la cantidad
inicial y seleccione el factor de dilucion seriada.

Acerca del En el experimento de curva estandar de ejemplo:

eXper'me_nto de » Se configura una curva estandar para el gen diana (RNase P). El estandar que se
ejemplo utiliza para la dilucién seriada del estandar contiene cantidades conocidas del gen
RNase P. Dado que se estudia un solo gen, sélo se necesita una curva estandar.

* Se utilizan cinco puntos en la curva estandar.

» Se utilizan tres replicados para cada punto. Los replicados son reacciones idénticas
que contienen componentes y volimenes idénticos.

» La cantidad inicial es 10.000 copias y el factor de dilucion es 1:2.

Pantalla 1. Haga clic en el campo How many points do you need for each standard curve?
Standards (¢ Cuantos puntos necesita por cada curva estandar?) y, a continuacion, escriba 5.

(Estandares) .
2. Haga clic en el campo How many replicates do you need for each point?

(¢ Cuantos replicados necesita para cada punto?) y, a continuacion, escriba 3.

3. Defina el rango de cantidades de estandar para el ensayo de RNase P:

a. Haga clic en el campo Enter Starting Quantity (Escriba cantidad inicial) y, a
continuacion, escriba 10000.

b. En el menu desplegable Select Serial Factor (Seleccionar el factor de dilucion),
seleccione 1:2.

4. Revise el panel Standard Curve Preview (Vista previa de la curva estandar).
La curva estandar tiene los siguientes puntos: 10000, 5000, 2500, 1250 y 625.

5. Haga clic en Next (Siguiente) >.

Notas
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2B. Set Up: Standards Standards Help [E)

B Instructions: Enterthe number of points and replicates for all standard curves in the reaction plate. For each standard curve, enter the starting quantity and selectthe serial factor

Set Up Standards = Required : View Plate Layout

9 * How many points do you need for each standard curve? | g Arrange Plate by: Rows w | Place Negative Controls in: [Upper Left  «
+ How many replicates do you need for each point? | 3 | El | B D D

2 Show in Wells ¥ V\ew Legend
For each standard curve, define the range of standard quantities by entering the starting quantity and serial factor 1 | 2 | 3 | I | 5 | B | 7 | a |

3 Define the standard curve so thatthe range of standard quantities spans the expected range of quantities for the Sample1 | Sample1 | Sampled | Sample2 | Sample 2
a i = & | [drna...| e L8N | [0 ns...| [0 Re.. | [0 ev.. [0 Rts...| [ Re..
Target Name Enter Starting Quantity Select Serial Factor
() RNass P |l0000.0 12 e
3b | g | 522 | e Elava. | [Elrie. Erva | [Erve. | Eeve.. | Hrve
N m RNa... | 1E4 1E4 1E4 5E3 5E3 5E3 2.5E3
Standard Curve Preview .
Standard Curve Preview for (3 RNase F o | Erre. Elrve.. Elrve. | Elre. Elrve.. | [ rne. | Erva.. 5w
2.5E3 2.5E3 1.25E3 |1.25E3 |1.25E3 |625 625 625
1E4 ||
4 5E3 D
24E3
1.25E3 —
B 25E2
E
F
m 6 - Unknown D 15 - Standard D 3 - Negative Control 24 - Empty

Directrices Cuando disefie su propio experimento de curva estandar:

de diseno » Configure una curva estandar para cada diana de la placa de reaccion. Los genes

diana se definen previamente en la pantalla Targets (Dianas) (“Configuracion de los
genes diana” en la pagina 21).

» Escriba el nimero de puntos para cada curva estandar de la placa de reaccion.
Applied Biosystems recomienda al menos cinco puntos de dilucion por cada curva
estandar.

» Escriba el numero de reacciones idénticas (replicados) para cada punto de la curva
estandar. Applied Biosystems recomienda tres replicados para cada punto.

* Dado que el rango de cantidades de estandar afecta a la eficiencia de los calculos de
la amplificacion, estudie cuidadosamente el rango de cantidades de estandar que es
apropiado para su ensayo:

— Para obtener medidas mas precisas de la eficiencia de la amplificacion, utilice un
amplio rango de cantidades de estandar, de entre 5 y 6 logaritmos. Si especifica
un amplio rango de cantidades para los estandares, debe utilizar un producto de
PCR o un molde altamente concentrado como, por ejemplo, un clon de cDNA.

— Si tiene una cantidad limitada de molde de cDNA y/o si el gen diana es transcrito
de un nimero de copia bajo, o se sabe que esta en un rango determinado, puede
que sea necesario un rango menor de cantidades de estandar.

» El factor de dilucion seriada sirve para calcular las cantidades en todos los puntos de
la curva estandar. Si la cantidad inicial es la cantidad mas alta, seleccione un factor
de dilucion como, por ejemplo, 1:2, 1:3, etc. Si la cantidad inicial es la cantidad
menor, seleccione un factor de concentraciéon como, por ejemplo, 2X, 3X, etc.

Para obtener mas Para obtener mas informacidn acerca de:

informacion » La pantalla Standards (Estandares), acceda a la ayuda del software StepOne

haciendo clic en @) o pulsando F1.

Notas
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Configuracion de las muestras

+ La eficiencia de la amplificacion, consulte Amplification Efficiency of TagMan®
Gene Expression Assays Application Note.

Configuracion de las muestras

En la pantalla Samples (Muestras), escriba el nimero de muestras, replicados y controles
negativos que va a incluir en la placa de reaccion, escriba los nombres de las muestras y,
a continuacion, seleccione las reacciones de muestra/diana que va a configurar.

Acerca del En el experimento de curva estandar de ejemplo:

experlme_nto de * Se utilizan dos muestras: DNA gendémico procedente de dos poblaciones. Las
ejemplo muestras contienen cantidades desconocidas del gen diana (RNase P).

» Se utilizan tres replicados. Los replicados son reacciones idénticas que contienen
componentes y volimenes idénticos.

» Se utilizan tres controles negativos. Las reacciones de control negativo contienen
agua en lugar de la muestra y no se deberian amplificar.

Pantalla Samples 1. Haga clic en el campo How many samples do you want to test in the reaction
(Muestras) plate? (;Cuantas muestras desea analizar en la placa de reaccion?) y, a
continuacion, escriba 2.

Nota: El numero de filas de la tabla de muestras se actualiza con el nimero que
escriba.

2. Haga clic en el campo How many replicates do you need? (;Cuantos replicados
necesita?) y, a continuacion, escriba 3.

3. Haga clic en el campo How many negative controls do you need for each target
assay? (;,Cuantos controles negativos necesita para cada ensayo diana?) y, a
continuacion, escriba 3.

4. Configure la muestra 1:

a. Haga clic en el campo Enter Sample Name (Escriba nombre de muestra) y, a
continuacion, escriba pop1 (para la poblacion 1).

b. Deje la opcidn predeterminada en el campo Color.

5. Configure la muestra 2:

a. Haga clic en el campo Enter Sample Name (Escriba nombre de muestra) y, a
continuacion, escriba pop2 (para la poblacion 2).

b. Deje la opcion predeterminada en el campo Color.

6. Seleccione All Sample/Target Reactions (Todas las reacciones de muestra/diana)
para probar todas los genes diana en todas las muestras.

Notas
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Configuracion de las muestras

7. En el panel Well Count (Ntmero de pocillos), confirme que hay:
* 6 pocillos desconocidos
* 15 pocillos estandar [5]
* 3 pocillos de control negativo [
* 24 pocillos vacios

8. En la ficha View Plate Layout (Ver disposicion de placa):

a. En el menu desplegable Arrange Plate by (Ordenar placa por), seleccione Rows
(Filas) (predeterminado).

b. En el ment desplegable Place Negative Controls (Colocar controles negativos),
seleccione Upper Left (Superior izquierda) (predeterminado).

9. Haga clic en Next (Siguiente) >.

2C. Set Up: Samples Samples Help n
a Instructions: ENte! the number of samples ko kest in the reaction plate, enter the number of sample/target reaction replicates, enter the number of negative controls, enter sample names, then select the
sample/target reactions ko set up,
_— < e
Set Up Samples = Required View Plate Layout
4 ‘ 8a
* How many samples do you want to test in the reaction plate? 12 Arrange Plate by: Rows | Place Negative Controls in: Upper Left v 8b
* How many identical reactions (replicates) do you need? | 3
Show inWelis ¥ | ¥ view Legend s
* How many negative controls do you need for each target assay? 3 | El oW in LS | e ML |
For each sample in the reaction plate, enter a sample name and select a sample color, 1 ‘ 2 | 3 | 4 | 5 ‘ G | 7 | 8 ‘
* Enter Sample Name Color papl popl popl pop pop2
[y | K & | [ wva.. C wna..| ] #na RNa... [ ANa... [ Rha...| [ Rua RNa...
I L |
[pop2 | v g P Erna Elrus. Eres.. B rna. Elrve.. [ rus.. [E Ry
RNa.. 1E4 1E4 1E4 SE3 SE3 SE3 2.5E3
o E rna... B rna..| B /ra...| B rua...| B ha... B rra..| B rua..| B rua
2,563 2.5E3 1.25E3 1.25E3 1.25E3 625 625 625
Which sample/target reactions do you want to set up? [v]
: + All Sample/Target Reactions ‘ [ Specify SamplejTarget Reactions ] |
' E
r
T 6 - Unknown D 15 - Standard D 3 - Negative Control 24 - Empty
. . . ~ . . 4 .
Directrices de Cuando disefie su propio experimento de curva estandar:
.. ;. . .
disefio * Identifique cada muestra con un nombre y un color unicos. Puede introducir hasta

100 caracteres en el campo Sample Name (Nombre de muestra).

» Escriba el numero de reacciones idénticas (replicados) que desea configurar.
Applied Biosystems recomienda tres replicados para cada reaccion de muestra.

» Escriba el numero de reacciones de control negativo que desea configurar. Applied
Biosystems recomienda tres reacciones de control negativo por cada ensayo diana.

» Seleccione la combinacidn de reacciones de muestra/diana deseada:

— Seleccione All Sample/Target Reactions (Todas las reacciones de
muestra/diana) para probar todas los genes diana de todas las muestras.
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Configuracion protocolo de termociclado

— Seleccione Specify Sample/Target Reactions (Especifique reacciones de
muestra/diana) para especificar los genes diana que se van a probar en cada
muestra.

Nota: En el asistente de disefio, cada reaccion de PCR soélo puede contener una
muestra y un ensayo diana.

Para obtener mas Para obtener mas informacion acerca de la pantalla Samples (Muestras) , acceda a la
informacion  ayuda del software StepOne haciendo clic en g) o pulsando F1.

Configuracidén protocolo de termociclado

En la pantalla Run Method (Método de proceso), revise el volumen de la reaccion y el
perfil térmico del método de proceso predeterminado. Si es necesario, puede editar el
método de proceso predeterminado o sustituirlo por otro de la biblioteca Run Method
(Método de proceso).

Acerca del En el experimento de curva estandar de ejemplo, se utiliza el método de proceso
experimento de predeterminado con un cambio: El volumen de la reaccion por pocillo se cambia de
ejemplo 20 uL a25pL.

Revision de la 1. Haga clic en la ficha Graphical View (Vista grafica) (predeterminada) o Tabular
pantalla Run View (Vista tabular).

Method (Método ) .
de proceso) 2. Haga clic en el campo Reaction Volume Per Well (Volumen de reaccion por
pocillo) y, a continuacion, escriba 25 uL.

3. Asegurese de que en el perfil térmico aparecen las fases de espera y ciclicas que se
indican a continuacion.

4. Haga clic en Next (Siguiente) >.

Notas
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2D. Set Up: Run Method Fun Methoel Help B3}

n Instructions: Review the reaction volume and the thermal profile For the default run method, If needed, edit the default run method or select a run method From the library.

1 [ Graphical View | Tabular View ]
2 Reaction Yolume Per Well ‘25 HL
[ adastage ¥ | adustep v | petste seiscted | 1] collsctnata v || open Runmetho | save Run Method . | Revertto Defautts ||
Holding Stage Cyeling Stage
Mumber of Cycles:40 %
[] Enable Autos
100 — 95.0°C 95.0°C
10:00 100%  goits
3 TE —| Toee
B 00% 60.0°C
o 50.0°C 01:00
02:00 -
&3
26 —|
o
Step 1 Step 2 Step 1 Step 2
< >
T Legend
@ Data Collection On Data Collection OFF A Autol On A Autod OFf

Directrices de Cuando disefie su propio experimento de curva estandar:

disefo * Escriba un nimero entre 10 y 30 para el volumen de reaccidén/pocillo. El sistema
StepOne admite volimenes de reaccion de entre 10 y 30 pL.

* Revise el perfil térmico:
— Asegurese de que el perfil térmico es apropiado para los reactivos.
— Si va arealizar una RT-PCR de 1 paso, incluya un paso de retrotranscripcion.

Si el experimento necesita un perfil térmico diferente, modifique el perfil térmico o
cambie el método de proceso por otro de la biblioteca Run Method (Método de
proceso). La biblioteca Run Method (Método de proceso) esta incluida en el
software StepOne.

Para obtener mas Para obtener mas informacion acerca de la biblioteca Run Method (Método de proceso) o
informacidén acerca de la pantalla Run Method (Método de proceso), acceda a la ayuda del software
StepOne haciendo clic en @) o pulsando F1.

Notas
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Revision de la configuracion de la reaccion

Revisidon de la configuracion de la reaccion

En la pantalla Reaction Setup (Configuracién de reaccion), seleccione el tipo de ensayo
(si utiliza reactivos TagMan) y, a continuacion, revise los volumenes calculados para
preparar las reacciones PCR, las series de dilucion estandar y las diluciones de muestras.
Si es necesario, puede editar el volumen de reaccion, el volumen de reaccion de exceso,
las concentraciones de componente, la concentracion estandar y/o la concentracion de
muestra diluida.

iIMPORTANTE! Realice estos pasos para cada ensayo diana de la placa de reaccion.

Acerca del En el experimento de curva estandar de ejemplo:

eXperime_nto de * Se utiliza un ensayo de RNase P de Applied Biosystems.
ejemplo

El volumen de reaccion por pocillo es 25 pL.
* El volumen de reaccion de exceso es del 10%.
* Los componentes de la reaccion son:

TagMan® Universal PCR Master Mix (2X) o TagMan® 2X Universal PCR
Master Mix, No AmpErase® UNG

— Mezcla del ensayo de RNase P (20X)
— Muestra o estandar

— Agua
» La concentracion estdndar en la solucion madre es de 20.000 copias/uL.
» La concentracion de la muestra diluida es de 6,6 ng/uL.

» La concentracion de la solucion madre de la muestra es de 100 ng/pL.

Pantalla Reaction Complete la ficha Reaction Mix Calculations (Calculos de la mezcla de reaccién).

Setu
(Configuracion dg 1. Seleccione la ficha Reaction Mix Calculations (Célculos de la mezcla de reaccion)
reaccion) (predeterminada).

2. En el panel Select Target (Seleccionar diana), seleccione RNase P.

3. Enel ment desplegable Assay Type (Tipo de ensayo), seleccione Inventoried/Made
to Order (En inventario/Fabricado bajo pedido).

4. Asegurese de que en el campo Reaction Volume Per Well (Volumen de reaccion por
pocillo) aparece 25 pL.

5. Asegurese de que en el campo Excess Reaction Volume (Volumen de reaccion en
exceso) muestra 10%.

6. En el panel Reactions for RNase P (Reacciones para RNase P):

a. Asegurese de que en el campo Master Mix Concentration (Concentracion de
mezcla maestra) aparece 2.0X.

Notas
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Revision de la configuracion de la reaccion

b. Asegurese de que en el campo Assay Mix Concentration (Concentracion de
mezcla de ensayo) aparece 20.0X.

c. Revise los componentes y los volimenes calculados para las reacciones PCR:

Componente Volumen (uL) para 1 reaccion

Mezcla maestra (2.0X)

12,5
Mezcla de ensayo (20.0X) 1,3
Muestra (10X) o estandar 2,5%
H,0 8,8
Volumen total 25,0

1 Elvolumen de la muestra o estandar se limita al 10% del volumen
total de la reaccion.

3 4 5

2E. Set Up: Reaction Setup > Reaction Mix Calculalions

Reaction Setup Help n

ated valumes For preparing the standard dilution series, samples, and PCR

For each target assay in the reaction pl

ate, select the assay type (if using ThigMan reagents), then review the calcy
a Instructions: reactions. If needed, edi the reaction |

rolume, excess reaction volume, com

sonent concentrations, andfor stock coficentrations. Click "Print Reaction Setup” to print instructions on how to
prepare the PCR reactions.
r = = =
1 Reaction Mix Calculations I Sarnple Dilution Calculations ]
Select Targ - ———
2 Assay Type [Inventoried/Made to Order + Reaction Yolume Per Well: 25 | pL  Excess Reaction Volume: 10 | % \ Print Reaction Setup
RNase P
Reactions for RNase P A
6a H ‘
Master Mix Concentration: 2.0 | = Assay Mix Concentration: 200 | =
6b ‘
||| component Volume (uL) for 1 Reaction
Master Mix (2,0%)
6c
H:O
Total Volume
Standard Dilution Series for RNase P
Standard Concentration in Stock: 100.0 per L
Dilution Point Source Source Volume (pL) Diluent Volume (L) Total Volume (pL) Standard Concentration (...
1[100.0] Stock | 4.5‘ 6.8‘ 11.3| 40.0
v
Notas
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Revision de la configuracion de la reaccion

7. En el panel Standard Dilution Series for RNase P (Dilucion seriada del estandar para
RNase P):

a. Haga clic en el campo Standard Concentration in Stock (Concentracion
estandar en solucién madre) y, a continuacion, escriba 20000.

b. Haga clic en el campo de las unidades y, a continuacion, escriba copies per pL

(copias por uL).
c. Revise los volumenes calculados para preparar la dilucion seriada del estandar:
Volumen Volumen Concentracion
Punto de Origen de origen de Volumen estandar
dilucién diluyente | total (pL) :
(uL) (copias/pL)
(L)
1[10.000,0] | Solucién 3,6 14,5 18,2 4000,0
madre

2 [5.000,0] Dilucion 1 9,1 9,1 18,2 2000,0

3 [2.500,0] Dilucién 2 9,1 9,1 18,2 1000,0

4 11.250,0] Dilucién 3 9,1 9,1 18,2 500,0

5 [625,0] Dilucion 4 9,1 9,1 18,2 250,0

2E. Set Up: Reaction Setup > Reaction Mix Calculati

Reaction Setup Help n

i Faor each target assay in the reaction plate, selectthe assay type (if using Taghian reagents), then review the calculated volumes for preparing the standard dilution
a Instructions: series, samples, and PCR reactions. Ifneeded, editthe reaction volume, excess reaction volume, companent concentrations, and/or stock concentrations. Click "Print
Reaction Setup” to print instructions on how to prepare the PCR reactions.

Reaction Mix Calculations I Sarnple Dilution Calculations ]
Select Targ

Assay Type (Inventoried/Made to Order s Reaction Volume PerWell: 25| UL Excess Reaction Volume: 10| % \ ErlntReadlonSetupJ

i il -~
Total Volume 250
7 Standard Dilution Series for RNase P

a

7b Standard Concentration in Stock: 20000 ‘ v | peruL
|| Dilution Paint Source Source Volume (uL) Diluent Valume (uL) Total Volume (L) Standard Concentrati...
1[10,000] Stock 36 14.5 18.2 4000.0
2 [5,000] Dilution 1 91 91 18.2 2000.0
7c 3[2,500] Dilution 2 a1 91 18.2) 1000.0
41,250] Dilution 3 91 91 18.2 500.0
5 [625] Dilution 4 a1 g1 18.2 250.0

Complete la ficha Sample Mix Calculations (Calculos de la mezcla de muestra).
1. Seleccione la ficha Sample Mix Calculations (Calculos de la mezcla de muestra).

2. Haga clic en el campo Diluted Sample Concentration (10X for Reaction Mix)
(Concentracion de muestra diluida (10X por mezcla de reaccidn)) y, a continuacion,
escriba 6.6.

Notas
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Revision de la configuracion de la reaccion

3. En el ment desplegable de la unidad, seleccione ng/uL (predeterminado).

4. Revise los volumenes calculados para las diluciones de la muestra:

Concentracion | Volumende | Volumende A Volumen total
Nom:;:t‘:: la de solucién muestra diluyente de muestra
madre (ng/pL) (uL) diluida (pL)
100,0 1,0 15,2
100,0 1,0 15,2

2E. Set Up: Reaction Setup > Reaction Mix Calculations

Reaction Setup Help n

1 prepare the PCR reactions, )
P ” [ Reaction Mix Calculations T Sahple Dilution Calculations ]
3 Diluted Sample Concentration (10 For Reaction Mix): : 3 | hajut Y | print Reaction Setup |
| jampla Name Stock Concentration (ngfuL) Sample Volume (pL) Diluent Volume (pL) Total Volume of Diluted Sample {pL)
4 popl ‘100.0 1.0 14.2 15.2
pop2 ‘100.0 1.0 14.2 15.2

For each target assay in the reaction plate, select the assay type (if using TagMan reagents), then review the calculated volumes For preparing the standard dilution series, samples, and PCR
a Instructions: yeactions. If needed, edit the reaction volume, excess reaction volume, component concentrations, andjor stock concentrations. Click "Print Reaction Setup” to print instructions on how to

Imprima las instrucciones de la configuracién de la reaccién.

Imprima las instrucciones detalladas de la configuracion de la reaccion y, a continuacion,
guardelas para el Capitulo 3, “Preparacion de las reacciones.”

1. Haga clic en Print Reaction Setup (Imprimir configuracion de reaccion).

2E. Set Up: Reaction Setup > Reaction Mix Calculations Reaction Setup Help n

) For each target assay in the reaction plate, select the assay type (if using TagMan reagents), then review the calculated volumes For preparing the standard dilution series, samples, and PCR
u Instructions: yeactions. If needed, edit the reaction volume, excess reaction volume, component concentrations, andjor stock concentrations. Click "Print Reaction Setup” to print instructions on how to
prepare the PCR reactions.

j Reaction Mix Calculations T Sample Dilution Calculations ]

Diluted Sample Concentration (10 For Reaction Mix): 3 | nall

Print Reaction Setup | ii ” 1

2. En el cuadro de dialogo, seleccione:

* Detailed Reaction Setup Instructions (Instrucciones detalladas de la
configuracion de la reaccion)

* Include Plate Layout (Incluir disposicion de la placa)
» Use sample color (Utilizar color de muestra)

Notas
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Revision de la configuracion de la reaccion

w

Haga clic en Print (Imprimir).

Print Reaction Setup Instructions g|

9] Selectthe type of instructions to print.

Y,

) Summary Reaction Setup Instructions

|| @ Befailed Reachion Setup Instructions

2 Include Plate Layout
Plate Layout Print Optiv

| | (% Use sample colar

O Usetask color

S—|
‘ Preview | Prinit ‘ Cancel

4. En el cuadro de dialogo Print (Imprimir), seleccione la impresora y las opciones de
impresion y, a continuacion, haga clic en OK (Aceptar).

5. Haga clic en Next (Siguiente) >.

Directrices de Cuando disefie su propio experimento de curva estandar:
disefo + Si utiliza reactivos TagMan, seleccione el tipo de ensayo que va a utilizar:

— Seleccione Inventoried/Made to Order (En inventario/Fabricado bajo pedido) si
utiliza Applied Biosystems TagMan® Gene Expression Assays (en inventario o
fabricados bajo pedido) o Applied Biosystems Custom TagMan® Gene
Expression Assays.

— Seleccione Custom (Personalizado) si va a disefiar sus propios ensayos con el

software Primer Express®.

» Escriba un numero entre 10 y 30 para el volumen de reaccion/pocillo. El sistema
StepOne admite volimenes de reaccion de entre 10 y 30 pL.

* Incluya el volumen de reaccion en exceso para contabilizar la pérdida que se
produce durante el pipeteado. Applied Biosystems recomienda un volumen de
reaccion en exceso de al menos el 10%.

* Revise las concentraciones de la mezcla de reaccion para cada diana: Si es
necesario:

— Para los reactivos TagMan, modifique las concentraciones de la mezcla maestra 'y
la mezcla de ensayo.

— Para los reactivos SYBR Green, modifique las concentraciones de la mezcla
maestra, el cebador directo y el cebador reverso.

— Para la RT-PCR de 1 paso, modifique la concentracion de retrotranscriptasa.
* Revise los componentes de la mezcla de reaccion para cada diana:

— Si va a utilizar reacciones PCR Fast (rapidas), asegurese de utilizar una mezcla
maestra Fast (rdpida) en las reacciones PCR.

— Siva a utilizar reacciones PCR estandar, asegurese de utilizar una mezcla maestra
estandar en las reacciones PCR.

— Enla RT-PCR de 1 paso, asegurese de incluir retrotranscriptasa en las reacciones
PCR vy utilizar un tampén especifico.

Notas
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Revise los calculos de la dilucidn seriada del estandar para cada diana. Si es
necesario, modifique la concentracion estandar en la solucion madre (incluidas las
unidades).

Nota: En el campo de las unidades de Standard Concentration in Stock
(Concentracion estandar en solucion madre), puede seleccionar ng o g en el menu
desplegable o introducir otra unidad en el campo (por ejemplo, copies (copias), IU
[unidades internacionales], nmol, pg, etc). La tabla se actualiza de la manera
correspondiente.

Revise los calculos de la dilucion de muestra para cada muestra. Si es necesario,
modifique la concentracion de muestra diluida (incluidas las unidades) y la
concentracion de solucion madre.

Para obtener mas Para obtener mas informacidn acerca de:

Notas
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informacion

La pantalla Reaction Setup (Configuracion de reaccion), acceda a la ayuda del
software StepOne haciendo clic en @) o pulsando F1.

Los ensayos de Applied Biosystems se refieren a:
— TagMan® Gene Expression Assays Protocol

— Custom TagMan® Gene Expression Assays Protocol.
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Solicitud de materiales para el experimento.

Solicitud de materiales para el experimento.

En la pantalla Materials List (Lista de materiales), revise la lista de materiales que se
recomiendan para preparar para la placa de reacciéon PCR.

Opcionalmente, puede solicitar los materiales recomendados a la tienda de Applied
Biosystems. Cree una cesta de la compra, aflada productos a la lista de la compra y, a
continuacion, inicie la sesion para enviar su pedido. Para acceder a la tienda de Applied
Biosystems, debe tener una conexion a Internet ilimitada.

Nota: El software StepOne recomienda los materiales que debe solicitar de acuerdo con
el disefio del experimento. Se da por hecho que se va a disefiar el experimento, solicitar

los materiales y luego preparar (Capitulo 3) y procesar (Capitulo 4) la placa de reaccion
cuando reciba los materiales.

Acerca del En el experimento de curva estandar de ejemplo, los materiales recomendados son:
experimento C:e + MicroAmp"" Fast Optical 48-Well Reaction Plate
elemplo s MicroAmp"" Optical 48-Well Adhesive Film

+ TagMan® Universal PCR Master Mix (2X) o TagMan® 2X Universal PCR Master
Mix, No AmpErase® UNG

* Ensayo de RNase P de Applied Biosystems

Nota: Human RNase P-MGB-Probe TagMan® Gene Expression Assay no estd
disponible. Se puede solicitar como un TagMan® Gene Expression Assay
personalizado (PN 4331348). Applied Biosystems no recomienda el uso de
fluorocromo TAMRA™ como notificador o apantallador con el sistema StepOne'™.

Pantalla Ordering 1. Busque el ensayo diana en la tienda de Applied Biosystems:
Materials , .
(Solicitud de a. Asegurese de que el ordenador estd conectado a Internet.

materiales) b. Haga clic en el campo Enter Gene Name (Escriba nombre de gen), escriba
RNase Py, a continuacion, haga clic en Find Assay (Buscar ensayo).

c. En el cuadro de dialogo Find Assay Results (Buscar resultados de ensayo),
seleccione su ensayo.

d. Haga clic en Apply Assay Selection (Aplicar seleccion de ensayo).

2. Complete el panel Experiment Materials List (Lista de materiales del experimento):

a. En el menu desplegable Display (Visualizacion), seleccione All Items (Todos
los elementos) (predeterminada) y, a continuacion, revise los materiales
recomendados. Si es necesario, utilice la barra de desplazamiento situada a la
derecha para ver todos los elementos.

b. Active la casilla de verificacion junto a cada uno de los siguientes elementos:
+ MicroAmp"™ Fast Optical 48-Well Reaction Plate

Notas
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+ MicroAmp"™ Optical 48-Well Adhesive Film

+ TagMan® Universal PCR Master Mix (2X) o TagMan® 2X Universal PCR
Master Mix, No AmpErase® UNG

* Ensayo de RNase P de Applied Biosystems

Nota: Para obtener mas informacion acerca de un elemento especifico, haga
clic en el vinculo del numero de referencia para conectarse a la tienda de
Applied Biosystems. En la pagina de inicio, escriba el nimero de referencia en
el campo Search (Busqueda) y, a continuacion, haga clic en [©1 Go (Ir).

c. Haga clic en Add Selected Items to Shopping List (Afadir elementos
seleccionados a la lista de la compra).

3. Compruebe si la lista de la compra del experimento contiene los materiales
deseados y que las cantidades son correctas y, a continuacion, haga clic en Order
Materials in List (Solicitar materiales de la lista).

3A. (Optional) Order: Materials List Materials List Help B

Review the list of materials recommended to prepare the PCR reaction plate. To create a shopping basket on the Applied Biosystems Store, add items to the shopping

Instructions:
a list, enter a name for the shopping basket, click"Order Materials in List" then log in.

Find Assay

Enter Gene Name | RNase P

1b !

Experiment Materials List

[ Find Assay | ENter a gene name, then click"Find Assay” to search the Applied Biosystems Store for a gene expression
—— == assay.

|

2a

2c |- Add Selected ftems to Shopping List | Display - |All ltems v | Print Materials List |

[ check Al Item Part Number Description

The MicroAmp™ Fast Optical 48-Well Reaction Plate, constructed ()

2b MicroAmp™ Fast Optical 48-Well Reaction Plate 4375816 from a single rigid piece of polypropylene in a 46-well format.
| Increased thermal contact for faster, more uniform heating

| hd

An anficalberlaar adhasiva film nead fn eaal tha eamnlas intatha

Experiment Shopping List (3 items) 3
|

| Remowve Selected ttems from Shopping List ‘ Shopping Basket Name | Standard Curve Example StepOne ‘ Oreler Materials in List | | Prirt Shopping List |

[ Check All Item Part Mumber Quantity

] MicroAmp™ Fast Optical 48-Well Reaction ... 4375816 |1

] MicroAmp™ Optical 48-Well Adhesive Film 4375928 |1 |

4. En el cuadro de dialogo, Order Materials - Log In (Solicitar materiales — Inicio de
sesion), escriba el nombre de usuario y la contrasefa de la tienda de Applied
Biosystems y, a continuacion, haga clic en Login and Submit (Iniciar la sesion y
enviar).

Nota: Si no tiene cuenta en la tienda de Applied Biosystems, haga clic en Register
Now (Registrarse ahora) para crear una cuenta.

Notas
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Solicitud de materiales para el experimento.

Order Materials - Log In E|
Log into the Applied Biosystems Store to place the selected items in your shopping basket. [fyou do not
have a user name and passwaord, click "Register Now" to create a new account.

] OR i
Store Log In Redgister
To log into the Applied Biosystems Store, enter your user Ifyou do not have
name and password then click"Log In and Submit'. an Applied
Biosystems
User Mame | | account, click the
link below to
create a new
4 Password | | account.
| Log In and Submit Cancel |
Register Mow
[ Remember my user name and password for future orders

5. Después de realizar el pedido, haga clic en Finish Designing Experiment (Finalizar
el disefio del experimento).

Directrices de Cuando disefie su propio experimento de curva estandar:
disefio * Confirme que el ordenador tiene una conexion a Internet ilimitada.
+ Applied Biosystems recomienda las siguientes versiones de navegadores y Adobe®
Acrobat® Reader para utilizar el sitio web de Applied Biosystems:

Sistema operativo Netscape® Microsoft® Adobe® Acrobat®
del escritorio Navigator Internet Explorer Reader
Windows® v6.X 0 posterior v6.X 0 posterior v4.0 o posterior
98/NT/2000
Macintosh® 0S 9 o v6.X 0 posterior v5.2 o posterior v4.0 o posterior
posterior

Nota: Aseguirese de que se han activado las cookies y Java Script para que el sitio
web funcione correctamente.

» Seleccione todos los materiales que necesite para el experimento y afiadalos a la
lista de la compra.

Para obtener mas Para obtener mas informacion acerca de la pantalla Materials List (Lista de materiales),
informacion  acceda a la ayuda del software StepOne haciendo clic en g) o pulsando F1.

Notas
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Finalizacién del flujo de trabajo del asistente de diseno

Para finalizar el flujo de trabajo del asistente de disefio, revise la disposicion de la placa
y, a continuacion, seleccione una opcion de salida.

Acerca del El software StepOne selecciona automaticamente ubicaciones para los pocillos en la
experimento de placa de reaccion. En el experimento de curva estandar de ejemplo:

ejemplo

* Los pocillos se colocan tal y como se muestra a continuacion.

| [3 | show inwells ¥ | [BE view Legend | |
1 [ 2 I 3 4 5 I 6 7 [ 8 |
pop1 popt popt pop2 pop2
A | [ rhase r [ mnase e [ rnaser RMase P [ rhase P RNase P RMase P [ rhase P
B (= ] rhase P [ ruase ¢ & rhase P ] rhase P [ ruase ¢ & rhase P ] rhase P
Riase P 164 1E4 1E4 SE3 5E3 5E3 2.563
o |[Elruaser ] rhase P [ ruase ¢ & rhase P ] rhase P [ ruase ¢ & rhase P ] rhase P
2563 2.563 1.25€3 1.2563 1.25€3 625 625 625

» El experimento se guarda tal y como esta y se cierra.

Nota: Para el experimento de ejemplo, no realice el proceso en este momento.

Finalizacion del 1. En la ventana Review Plate for Experiment (Revisar placa para el experimento),

asistente de

* 15 pocillos estandar [5]

* 3 pocillos de control negativo [

* 24 pocillos vacios

revise la disposicion de la placa. Asegurese de que hay:
diseno 6 pocillos desconocidos

Nota: Sila disposicion de la placa es incorrecta, haga clic en Return to the Wizard
(Volver al asistente) y compruebe los valores que ha introducido.

2. Haga clic en Save Experiment (Guardar experimento).

Notas
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& Review Plate Layout for Experiment "Standard Curve Example Experiment Design™

a Review the plate layout, then select what you want to do next

2 | Save Experiment Start Run for This Experiment Edlit Plate Layout Create Another Experiment Return to the Wizard

| Using the Design Wizard

Save and close this experiment. Save this experiment, then start  Use advanced setup to edit the  Sawve and close this experiment, Continue designing this

the run, Make sure the reaction plate layout, then create another experiment experiment using the design
plate is loaded inko the using the design wizard. wizard.
instrument.
| B | show in wells ¥ | View Legend | ‘
1 | 2 | 3 | i \ 5 | 8 | 7 \ 8 |

popl pop1 popl pop2 pop2
# [ reser [ rnaser [ rnaserp [ rnase P [0 ruase ¢ [ rnase P [ rnase P [0 ruase ¢

m

o - P"P; [ rhase P [ rhase P [ rhase P 5] rhase P [ rhase P [ rhase P 5] rhase P
ase

1E4 1E4 1E4 SE3 SE3 SE3 2.5E3

¢ |Elruase p [ rhase P [ rhase P [ rhase P 5] rhase P [ rhase P [ rhase P 5] rhase P
1 2.5E3 2.5E3 1.25E3 1.25E3 1.25E3 625 625 625
]
E
F
3. En el cuadro de didlogo Save Experiment (Guardar experimento), haga clic en Save
(Guardar) para aceptar la ubicacion y el nombre de archivo predeterminados. El
experimento de ejemplo se guarda y se cierra, y regresa a la pantalla de inicio.
Nota: De manera predeterminada, el experimento de ejemplo se guarda en la
carpeta Applied Biosystems\StepOne System\experiments.
i Save Experiment Standard Curve Example
Save jn |@ experiments V| @I;ﬂ[@
l_:é I examples
My Recent
Documents
Desktop
My [;ocument:
Mv.C‘umpuler
‘-g Fils pame: | Standard Curve Example | | save +7 3
My MNetwaork
Places Files of type |ExpenmentDocumentswngle files (*.eds) V| | cancel J
Notas
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Directrices de Cuando disefie su propio experimento de curva estandar:

diseno * En la ventana Review Plate for Experiment (Revisar placa para el experimento),

seleccione la opcion de salida apropiada:

— Haga clic en Save Experiment (Guardar experimento) si desea guardar y cerrar
el experimento sin realizar ningun otro cambio ni iniciar el proceso.

— Haga clic en Start Run for This Experiment (Iniciar proceso para este
experimento) si desea guardar el experimento e iniciar el proceso. Asegurese de
que la placa de reaccion esta cargada en el instrumento.

— Haga clic en Edit Plate Layout (Editar disposicion de placa) si desea utilizar el
flujo de trabajo Advanced Setup (Configuracion avanzada) para modificar la
disposicion de la placa.

— Haga clic en Create Another Experiment Using the Design Wizard (Crear otro
experimento con el asistente de diseflo) si desea guardar y cerrar el experimento
y, a continuacion, crear otro experimento con el asistente de disefio.

— Haga clic en Return to the Wizard (Regresar al asistente) si desea regresar al
experimento para realizar cambios con el asistente de disefio.

* De manera predeterminada, los experimentos se guardan en la carpeta Applied
Biosystems\StepOne System\experiments. Para cambiar:

— La ubicacidn en la que se guarda un experimento especifico, desplacese a la
ubicacion deseada con el cuadro de didlogo Save Experiment (Guardar
experimento).

— La ubicacion en la que se guardan los experimentos de manera predeterminada,
seleccione Tools (Herramientas) » Preferences (Preferencias) y, a continuacion,
seleccione la ficha General (predeterminada). En el campo Default Data Folder
(Carpeta de datos predeterminada), desplacese a la ubicacion deseada.

Para obtener mas Para obtener mas informacion acerca del uso del flujo de trabajo Advanced Setup

Notas
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informacioén (Configuracion avanzada), consulte “Flujo de trabajo Advanced Setup (Configuracion
avanzada)” en la pagina 112.
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Capitulo 3

Preparacion de las reacciones

Este capitulo cubre los siguientes temas:

B Resumendel capitulo .. ...t 42
B Preparacion de las diluciones de muestras .. ..o 43
B Preparacion de la dilucion seriadadel estandar . .......................... 45
B Preparacion de lamezcladereaccion. . ... 48
B Preparaciéon de laplacadereaccion ........... ... ... . i 50

Nota: Para obtener mas informacion acerca de alguno de los temas que se explican en
esta guia, acceda a la ayuda desde Applied Biosystems StepOne'™ Real-Time PCR
System Software pulsando F1, haciendo clic en @ en la barra de herramientas o
seleccionado Help (Ayuda) » StepOne Help (Ayuda de StepOne).

Notas
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Resumen del capitulo

Resumen del capitulo

En este capitulo, se explica como preparar las reacciones de PCR para el experimento de
curva estandar de ejemplo y se ofrecen directrices para preparar las reacciones PCR para
su propio experimento de curva estandar.

Flujo de trabajo A continuacion, se muestra el flujo de trabajo para preparar las reacciones PCR para el
del experimento experimento de ejemplo que se incluye en esta guia de introduccion.
de ejemplo
Inicio del experimento

v
Diseno del experimento (Capitulo 2)

v
Preparacion de las reacciones (Capitulo 3)

Prepare las diluciones de muestras.
Prepare la dilucién seriada del estandar.

Prepare la mezcla de reaccién para cada ensayo diana.

L=

Prepare la placa de reaccion.

v
Realizacién del experimento (Capitulo 4)

v
Analisis del experimento (Capitulo 5)

h 4
Fin del experimento

Notas
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Preparacién de las diluciones de muestras

Realice diluciones de las muestras antes de afiadir las muestras a la mezcla de reaccion
final. Diluya las muestras con los volumenes que ha calculado el software StepOne™
(“Complete la ficha Sample Mix Calculations (Calculos de la mezcla de muestra).” en la
pagina 31).

Acerca del Para el experimento de curva estandar de ejemplo:

eXper'me_nto de » Las diluciones de muestras son necesarias porque el volumen de muestras se limita
ejemplo al 10% del volumen total de la reaccidn en el software StepOne. El volumen total de
la reaccion es de 25 pL/reaccion, por lo que el volumen de muestras es de
2,5 uL/reaccion.

» La concentracion de solucion madre es de 100 ng/pL. Después de diluir la muestra
de acuerdo con la tabla Sample Dilutions Calculations (Calculos de diluciones de
muestras), la muestra tendra una concentracion de 6,6 ng/iL. Esto supone una
concentracion de 10X cuando se afiaden 2,5 uL al volumen de mezcla de reaccion
final de 25 pnL. Hay una concentracion de 1X en la reaccion final.

¢ Los volimenes calculados en el software son:

Concentracion Volumen de Volumende | Volumen total
Nombre de la

de solucion muestra diluyente de muestra

muestra madre (ng/pL) (uL) (uL) diluida (uL)
pop1 100,0 1,0 14,2 15,2
pop2 100,0 1,0 14,2 15,2

Materiales  Agua para diluir la muestra
necesarios + Tubos de microcentrifuga
* Pipetas
* Puntas de pipeta
* Soluciéon madre de muestras
* Agitador
* Centrifuga

Preparacion de 1. Etiquete un tubo de microcentrifuga diferente para cada muestra diluida:
las diluciones de ¢ Poblacién 1

muestras  Poblacién 2

2. Anada el volumen de agua requerido (diluyente) a cada tubo vacio:

Volumen de

Tubo | Nombre de la muestra diluyente (uL)

1 Poblacién 1 14,2

2 Poblacién 2 14,2

Notas
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3. Aifada el volumen de solucion madre de muestras requerido (diluyente) a cada tubo

5.

vacio:

Volumen de

Tubo | Nombre de la muestra muestra (uL)

1 Poblacién 1 1,0

2 Poblacién 2 1,0

Agite cada muestra diluida entre 3 y 5 segundos y, a continuacion, centrifugue
brevemente los tubos.

Coloque las muestras diluidas en hielo hasta que prepare la placa de reaccion.

Directrices de Cuando prepare su propio experimento de curva estandar:

preparacién

* Podria necesitar diluciones de muestras porque el volumen de las muestras se limita

al 10% del volumen total de la reaccion en el software StepOne. Debe realizar
diluciones de muestras antes de afadir las muestras a la mezcla de reaccion final.

Para conseguir un rendimiento 6ptimo de los TagMan® Gene Expression Assays o
los Custom TagMan® Gene Expression Assays, utilice entre 10 y 100 ng de molde
de cDNA por 20 pL de reaccion. Para reactivos rapidos, Applied Biosystems
recomienda 10 ng.

o Utilice tampo6n TE o agua para diluir la muestra.

Para obtener mas Para obtener mas informacion acerca de los ensayos de Applied Biosystems, consulte:

informacion

» TagMan® Gene Expression Assays Protocol

s Custom TagMan® Gene Expression Assays Protocol

Notas
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Preparacién de la dilucién seriada del estandar

Prepare la dilucién seriada del estdndar con los volimenes que calcula el software
StepOne (“Complete la ficha Reaction Mix Calculations (Calculos de la mezcla de
reaccion).” en la pagina 29).

Acerca del Para el experimento de curva estandar de ejemplo:

experimento de » La concentracion estandar en la solucién madre es de 20.000 copias/uL.

ejemplo ¢ Los volimenes calculados en el software son:
Punto de Volumen Volg:wn Volumen Concentraciéon
dilucién Origen | deorigen ' gy onte | total uu) =~ SStandar
(uL) (uL) (copias/pL)
1[10.000,0] Solucion 3,6 14,5 18,2 4000,0
madre

2 [5.000,0] Dilucion 1 9,1 9,1 18,2 2000,0

3 [2.500,0] Dilucion 2 9,1 9,1 18,2 1000,0

4 [1.250,0] Dilucion 3 9,1 9,1 18,2 500,0

5 [625,0] Dilucion 4 9,1 9,1 18,2 250,0

Materiales  Agua para diluir los estandares
necesarios + Tubos de microcentrifuga
* Pipetas

* Puntas de pipeta
¢ Solucién madre de estandar
» Agitador

* Centrifuga

Preparacion 1. Etiquete un tubo de microcentrifuga diferente para cada estandar:
de la serie * RNase P Std. 1

c’ie dilucion * RNase P Std. 2
estandar para
el ensayo * RNase P Std. 3

de RNase P e RNase P Std. 4
¢ RNase P Std. 5

Notas
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2. Anada el volumen de agua requerido (diluyente) a cada tubo vacio:

Volumen de
Tubo Nombre de estandar diluyente que se
debe anadir (uL)
1 RNase P Std. 1 14,5
2 RNase P Std. 2 9,1
3 RNase P Std. 3 9,1
4 RNase P Std. 4 9,1
5 RNase P Std. 5 9,1

3. Prepare la dilucién 1 en el tubo RNase P Std. 1:

a. Agite la solucién madre entre 3 y 5 segundos y, a continuacion, centrifugue
brevemente el tubo.

b. Con una punta de pipeta nueva, afiada 3,6 pL de solucion madre al tubo RNase
P Std. 1.

c. Agite el tubo Std. 1 entre 3 y 5 segundos y, a continuacion, centrifiiguelo
brevemente.

4. Prepare la dilucién 2 en el tubo RNase P Std. 2:

a. Con una punta de pipeta nueva, afiada 9,1 uL de la dilucién 1 al tubo RNase P
Std. 2.

b. Agite el tubo Std. 2 entre 3 y 5 segundos y, a continuacion, centrifuguelo
brevemente.

5. Prepare la dilucion 3 en el tubo RNase P Std. 3:

a. Con una punta de pipeta nueva, afiada 9,1 uL de la dilucioén 2 al tubo RNase P
Std. 3.

b. Agite el tubo Std. 3 entre 3 y 5 segundos y, a continuacion, centrifuguelo
brevemente.

6. Prepare la dilucion 4 en el tubo RNase P Std. 4:

a. Con una punta de pipeta nueva, aflada 9,1 uL de la dilucion 3 al tubo RNase P
Std. 4.

b. Agite el tubo Std. 4 entre 3 y 5 segundos y, a continuacion, centrifuguelo
brevemente.

Notas
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7. Prepare la dilucion 5 en el tubo RNase P Std. 5:

a. Con una punta de pipeta nueva, afada 9,1 pL de la dilucion 4 al tubo RNase P
Std. 5.

b. Agite el tubo Std. 5 entre 3 y 5 segundos y, a continuacion, centrifuguelo
brevemente.

8. Coloque los estandares en hielo hasta que prepare la placa de reaccion.

Directrices de Cuando prepare su propio experimento de curva estandar:

preparacion * Los estandares son esenciales para realizar un analisis preciso de los datos del
proceso.

* Cualquier error o imprecision a la hora de realizar las diluciones afecta directamente
a la calidad de los resultados.

» La calidad de las pipetas y las puntas, y el cuidado que se tenga a la hora de medir y
mezclar las diluciones, afecta a la precision.

» Utilice tampén TE o agua para diluir el estandar.

Notas

Guia de introduccién a Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System para experimentos de curva estandar 47



m Capitulo 3 Preparacion de las reacciones
Preparacion de la mezcla de reaccion

Preparacién de la mezcla de reaccion

Acerca del
experimento de
ejemplo

Materiales
necesarios

Notas

Prepare la mezcla de reaccion con los componentes y volumenes que ha calculado el
software StepOne (“Complete la ficha Reaction Mix Calculations (Célculos de la mezcla
de reaccion).” en la pagina 29).

Nota: El software calcula todos los componentes de las reacciones PCR. Sin embargo,
para preparar la mezcla de reaccion de esta seccion, incluya unicamente la mezcla
maestra, la mezcla del ensayo y agua. Afada la muestra o el estdndar cuando prepare la
placa de la reaccion (consulte “Preparacion de la placa de reaccion” en la pagina 50).

Para el experimento de curva estandar de ejemplo:
* Los componentes de la mezcla de reaccion son:

— TaqMan® Universal PCR Master Mix (2X) o TagMan® 2X Universal PCR
Master Mix, No AmpErase® UNG

— Mezcla del ensayo de RNase P (20X)
— Agua
¢ Los volimenes calculados en el software son:

Componente Volumen (uL) para

1 reaccién
Mezcla maestra (2X) 12,5
Mezcla de ensayo (20X) 1,3
H,O 8,8
Volumen total 22,6

Nota: En este momento, no se anade la muestra ni el estandar.

* Tubos de microcentrifuga

* Pipetas

* Puntas de pipeta

* Componentes de la mezcla de reaccion (enumerados arriba)
* Centrifuga
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Preparacién de la PELIGRO QUIMICO. TagMan® Universal PCR Master Mix

mezcla de (2X) puede causar irritaciones en la piel y los ojos. Puede provocar molestias si se ingiere
reaccion o se inhala. Consulte la ficha técnica de seguridad (MSDS) y siga las instrucciones de
manipulacion indicadas. Use protectores oculares, vestimenta protectora y guantes
apropiados.

PELIGRO QUIMICO. TagMan® 2X Universal PCR Master Mikx,

No AmpErase® UNG puede causar irritaciones en la piel y en los ojos. Puede provocar
molestias si se ingiere o se inhala. Consulte la ficha técnica de seguridad (MSDS) y siga
las instrucciones de manipulacion indicadas. Use protectores oculares, vestimenta
protectora y guantes apropiados.

1. Etiquete un tubo del tamafio apropiado para la mezcla de reaccion: Mezcla de
reaccion de RNase P.

2. Para el ensayo de RNase P, afiada los volimenes requeridos de cada componente al

tubo:
Volumen (uL) para
Componente Volu1mree|;‘(:;éli.gr;‘)ara 24 reacciones
(mas un exceso del 10%)
TagMan® Universal PCR Master 12,5 330,0
Mix (2X) o TagMan® 2%
Universal PCR Master Mix, No
AmpErase® UNG
Mezcla del ensayo de RNase P 1,3 34,3
(20X)
Agua 8,8 232,3
Volumen total de la mezcla de 22,6 596,6
reaccion

3. Para mezclar la mezcla de reaccion, pipete suavemente hacia arriba y hacia abajo y,
a continuacion, tape el tubo.

4. Centrifugue brevemente el tubo para quitar las burbujas de aire.

5. Coloque la mezcla de reaccion en hielo hasta que prepare la placa de reaccion.

Notas
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Directrices de  Cuando prepare su propio experimento de curva estandar:

preparacion

Si el experimento incluye mas de un ensayo diana, prepare la mezcla de reaccion
para cada ensayo diana de manera separada.

Incluya un volumen de exceso en los calculos para compensar la pérdida que se
produce durante las transferencias de reactivos. Applied Biosystems recomienda un
volumen de exceso de al menos el 10%.

Incluya todos los componentes requeridos.
Prepare los reactivos de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Mantenga la mezcla del ensayo protegida de la luz, en el refrigerador, hasta que esté

listo para usarla. Una exposicion excesiva a la luz puede afectar a las sondas

fluorescentes.

Antes de utilizarlo:

— Agite a la botella para mezclar bien la mezcla maestra.

— Agite la mezcla del ensayo para resuspenderla y, a continuacion, centrifugue
brevemente el tubo.

— Para descongelar las muestras congeladas, coloquelas en hielo. Una vez
descongeladas, agite las muestras para resuspenderlas y, a continuacion,
centrifugue los tubos brevemente.

Para obtener mas Para obtener mas informacion acerca de la preparacion de la mezcla de reaccion,
consulte el protocolo apropiado para los reactivos que esta utilizando en las reacciones
PCR:

informacion

TagMan® Gene Expression Assays Protocol

Custom TagMan® Gene Expression Assays Protocol

Preparacion de la placa de reaccidn

Acerca del

experimento de

Notas

50

ejemplo

Prepare las reacciones para cada grupo de replicados y, a continuacion, transfiéralas a la
placa de reaccion. Utilice la disposicion de la placa que se muestra en el software
StepOne.

Para el experimento de curva estandar de ejemplo:

Se utiliza una MicroAmp"™ Fast Optical 48-Well Reaction Plate.
El volumen de la reaccién es de 25 ul/pocillo.

La placa de reaccion contiene:

— 6 pocillos desconocidos [

15 pocillos estandar [

3 pocillos de control negativo []
— 24 pocillos vacios
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» Se utiliza la disposicion de la placa que genera automaticamente el software
StepOne:

| ElShUW\HWE”S' | VwewLegend | | |

i | : | : | 4 | s | B | i | e |

popt popl popl pop2 popl

A | rhaser L rraser [ rheser [ rhase P [0 ~hase P [ ruase P [ rhase P [0 ~hase P

pep2 D RNase P D RNase P D RMase P D RNase P D RNase P D RMase P D RNase P

B
[ rrase p 184 1E+ 1E4 563 563 563 2.563

c D RNase P D RNase P D RNase P D RNase P D RNase P D RNase P D RNase P D RNase P
625

2.5E3 2.5E3 1.25E3 1.25E3 1.25E3 625 625

Materiales * Tubos de microcentrifuga

necesarios * Pipetas
* Puntas de pipeta
* Mezcla de reaccion de RNase P (de la pagina 49)
* Agua

» Estandares (de la pagina 45)

* Muestras (de la pagina 43)

» MicroAmp"" Fast Optical 48-Well Reaction Plate
+ MicroAmp"" Optical 48-Well Adhesive Film

* Centrifuga

Preparacion de la 1. Prepare las reacciones de control negativo para el gen diana:

laca de reaccion < . N . iy
P a. A un tubo del tamafio apropiado, afiada los volimenes de la mezcla de reaccion

y de agua que se indican a continuacion.

Volumen de

Tubo | Mezcla de reacciéon | la mezcla de V:qurgeinlje
reaccioén (uL) gua {u
1 Mezcla de reacciéon 74,6 8,3

de RNase P

b. Para mezclar la reaccion, pipete suavemente hacia arriba y hacia abajo y, a
continuacion, tape el tubo.

c. Centrifugue brevemente el tubo para quitar las burbujas de aire.

d. Anada 25 pL de la reaccion de control negativo a los pocillos apropiados de la
placa de reaccion.

Notas
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2. Por cada grupo de replicados, prepare las reacciones estandar:

a. A tubos del tamafio adecuado, afiada los volumenes de la mezcla de reaccion y
de estandar que se indican a continuacion.

Vo(;:n:aen Volumen
Tubo Rea'c clon Mezclg'de mezcla de Estandar ‘.je
estandar reaccion . estandar
reaccion (L)
(uL) #
1 RNase P Mezcla de 74,6 RNase P 8,3
Std 1 reaccion de Std 1
RNase P
2 RNase P Mezcla de 74,6 RNase P 8,3
Std 2 reaccion de Std 2
RNase P
3 RNase P Mezcla de 74,6 RNase P 8,3
Std 3 reaccion de Std 3
RNase P
4 RNase P Mezcla de 74,6 RNase P 8,3
Std 4 reaccion de Std 4
RNase P
5 RNase P Mezcla de 74,6 RNase P 8,3
Std 5 reaccion de Std 5
RNase P

b. Para mezclar las reacciones, pipete suavemente hacia arriba y hacia abajo y, a
continuacion, tape los tubos.

c. Centrifugue brevemente los tubos para quitar las burbujas de aire.

d. Anada 25 pL de la reaccion estandar a los pocillos apropiados de la placa de
reaccion.

3. Por cada grupo de replicados, prepare las reacciones para los elementos
desconocidos:

a. A tubos del tamafio adecuado, afiada los volumenes de la mezcla de reaccion y
de muestras que se indican a continuacion.

Volumen
.. de la Volumen
Reaccion Mezcla de
Tubo desconocida reaccion mezcla}’de Muestra de muestra
reaccion (uL)
(uL)
1 Pop1 de Mezcla de 74,6 pop1 8,3
RNase P reaccion de
RNase P
2 Pop2 de Mezcla de 74,6 pop2 8,3
RNase P reaccion de
RNase P

Notas
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b. Para mezclar las reacciones, pipete suavemente hacia arriba y hacia abajo y, a
continuacion, tape los tubos.

c. Centrifugue brevemente los tubos para quitar las burbujas de aire.

d. Afiada 25 pL de la reaccion desconocida (muestra) a los pocillos apropiados de
la placa de reaccion.

4. Selle la placa de reaccion con pelicula adhesiva Optica.
5. Centrifugue brevemente la placa de reaccion para quitar las burbujas de aire.

6. Hasta que esté preparado para realizar el proceso, coloque la placa de reaccion en
hielo en un sitio oscuro.

Directrices de Cuando prepare su propio experimento de curva estandar:

preparacion ¢ Procure utilizar los consumibles adecuados.

» Asegurese de que la colocacion de las reacciones PCR se corresponde con la
disposicion de la placa que se muestra en el software StepOne. Puede:
— Aceptar la disposicion de la placa que genera automaticamente el software.
0

— Utilizar el flujo de trabajo Advanced Setup (Configuracion avanzada) para
cambiar la disposicién de la placa en el software.

Para obtener mas Para obtener mas informacién acerca de:

informacion » La preparacion de la placa de reaccion, consulte el protocolo apropiado para los

reactivos que esta utilizando en las reacciones PCR:

— TagMan® Gene Expression Assays Protocol
— Custom TagMan® Gene Expression Assays Protocol
* Los consumibles, consulte “Consumibles admitidos” en la pagina 3.

* El uso del flujo de trabajo Advanced Setup (Configuracion avanzada) para cambiar
la disposicion de la placa, consulte “Flujo de trabajo Advanced Setup
(Configuracion avanzada)” en la pagina 112.

Notas
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Capitulo

4

n Realizacidon del experimento

Este capitulo cubre los siguientes temas:

B Resumendel capitulo .. ...t 56
B Preparacion delareaccion .. ............. i 57
B (Opcional) Activacion de las notificaciones. .. ..., 59
B Iniciodelareaccion . ....... ... ... i 61
B Monitorizacidn de lareaccion. . . .......... ... . 64
B Descarga de la placa de reaccion y transferenciade datos . .. ................ 73

Nota: Para obtener mas informacion acerca de alguno de los temas que se explican en
esta guia, acceda a la ayuda desde Applied Biosystems StepOne'” Real-Time PCR
System Software pulsando F1, haciendo clic en @ en la barra de herramientas o
seleccionado Help (Ayuda) » StepOne Help (Ayuda de StepOne).

Notas
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Resumen del capitulo

En este capitulo, se explica como realizar un proceso en Applied Biosystems StepOne"™
Real-Time PCR System.

Flujo de trabajo A continuacion, se muestra el flujo de trabajo para realizar el experimento de ejemplo
del experimento que se incluye en esta guia de introduccion.
de ejemplo
Inicio del experimento

v
Diseno del experimento (Capitulo 2)

v
Preparacion del experimento (Capitulo 3)

v

Realizacion del experimento (Capitulo 4)

Prepare el proceso.

Active las opciones de notificacion.
Inicie el proceso.

Monitorice el proceso.

o > 0N~

Descargue la placa del instrumento y transfiera los datos.

v
Analisis del experimento (Capitulo 5)

h 4
Fin del experimento

Notas
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Preparacién de la reaccién

Para preparar el proceso, abra el experimento y cargue la MicroAmp™ Fast Optical 48-
Well Reaction Plate en el instrumento StepOne™.

Apertura del 1. Siatin no se esta ejecutando el software StepOne™”, haga doble clic en g (acceso
experimento de directo al software StepOne) o seleccione Start (Inicio) » All Programs (Todos los
ejemplo programas) » Applied Biosystems » StepOne » StepOne v1.0.

2. En la pantalla Home (Inicio), haga clic en Open (Abrir).

3. En el cuadro de dialogo Open (Abrir), desplacese hasta la carpeta experiments
(experimentos) (predeterminada).

4. Haga doble clic en Standard Curve Example (Ejemplo de curva estandar) para
abrir el archivo del experimento de ejemplo que ha creado en el Capitulo 2.

%, StepOne™ v1.0

trument Analysis Tools Help

2 [ ] Mow Evharima: N ";J_‘I Send Experiment to Instrument r\"‘ Download Experiment from Instrument

3 Coon . L) experiments
| |20 examples
4 . = Standard Curve Example

My Recert
Documerts

My Computer

File name: Standard Curve Example eds

My Network y
Places Files oftype: |ail SDS Files (eds; edt, sds)

* Home

Notas
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Carga de la placa ' PELIGRO DE LESIONES FiSICAS. Durante el uso del

de reaccidén instrumento, la temperatura del bloque de muestras puede superar los 100 °C. Si el
instrumento se ha utilizado recientemente, mantenga las manos alejadas de ¢l hasta que
el bloque de muestras alcance la temperatura ambiente.

iIMPORTANTE! Lleve guantes sin polvo para manejar la placa de reaccion.

1. Abra el cajon del instrumento.

/W’,”W
—
¢ A\ caution Hot A
Y y o B
v N — N@m——/

2. Coloque las reacciones en el bloque de muestras.

La orientacion de la placa de reaccion depende del tipo de consumible que se utilice:

 Si utiliza una placa de reaccion, coloque el bloque de muestras con el pocillo
Al en la esquina posterior izquierda.

 Si utiliza tiras de tubos de reaccion, coléquelas en el bloque de muestras.

e
g

3. Cierre cuidadosamente el cajon del instrumento.

Ji T

v

Al

é CUIDADO

Notas
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(Opcional) Activacion de las notificaciones

Active las opciones de notificacion para que el software StepOne le avise por correo
electronico del momento en que el instrumento StepOne comienza y completa el
proceso, o si se produce algtn error en el proceso. La activacion de la funcion de
notificacion es opcional y no afecta al rendimiento del sistema StepOne'™ ni a la duracion
del proceso.

iIMPORTANTE! La funcion de notificacion so6lo esta disponible si el ordenador que
utiliza esta ejecutando el instrumento StepOne y esta conectado a una red Ethernet.

Nota: El sistema de notificacion también esta disponible en los ordenadores que
monitorizan un instrumento StepOne de manera remota. Para obtener mas informacion
acerca de la monitorizacidon remota, consulte “Monitorizacion remota” en la pagina 69.

Acerca del En el experimento de ejemplo, el software StepOne esta configurado para enviar
experimento de notificaciones a tres usuarios (cientifico, supervisor y técnico de mycompany.com)
ejemplo  cuando el sistema StepOne termina el proceso y si encuentra algtn error durante la
operacion. El servidor SMTP de ejemplo (www.mycompany.com) esta configurado para
el cifrado SSL (Secure Sockets Layer) y, para utilizarlo, se requiere autentificacion.

Configuracion de 1. En el software StepOne, haga clic en % Run (Proceso) en la columna de
las opciones de navegacion.
notificacion .
2. Haga clic en [} Notification Settings (Opciones de notificacion).

3. Seleccione Enable Notifications (Activar notificaciones).

4. Seleccione los eventos que desencadenaran las notificaciones:
a. Seleccione Instrument Error (Error del instrumento).

b. Seleccione Run Completed (Proceso completado).

5. En el campo Enter e-mail addresses for notifications (Escriba las direcciones de
correo electronico para las notificaciones), escriba: scientist@mycompany.com,
supervisor@mycompany.com, technician@mycompany.com.

6. En el campo Outgoing Mail Server (SMTP) (Servidor de correo saliente (SMTP)),
escriba smtp.mycompany.com.

7. Ajuste las opciones de autentificacion:

a. Seleccione No en Server requires authentication (El servidor requiere
autentificacion).

b. En el campo User Name (Nombre de usuario), escriba supervisor.

c. En el campo Password (Contraseia), escriba password.

Notas
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Notification Settings
Enable Notifications (lj Yes O Mo
Select the events to generate notifications: Instrument Errar
4 [[] Run Started
Run Completed
Enter e-mail addresses for notifications: |scientist@mycompany.com, superisor@mycompany.com, technician@mycompany.com
Separate e-mail addresses with commas.
For example: jane_smith@mydomain.com,awong@bigmailhost.com
6 Outgoing Mail Server (SMTP): | smitp.mycompany.com
For example: smip.mycompany.com
Server rzquires an encrypted connection? O Yes & No
7a ]
Server requires authentication? (O Yes O No
7b (Server Authentication) User Mame: | ExampleUser
7C (Server Authentication) Password. wnwn—nwn—nl

Directrices del Si configura el sistema StepOne para la notificacién automatica:

proceso » El sistema StepOne debe estar configurado para su uso en red. Consulte Guia de

instalacion de Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System.
» Determine los eventos de los que quiere recibir una notificacion:

— Instrument Error (Error del instrumento): el sistema StepOne envia por correo
electronico a los destinatarios todos los errores que se producen en el instrumento
StepOne durante cada proceso.

— Run Started (Proceso iniciado): el proceso StepOne envia un correo electronico
a los destinatarios cada vez que el instrumento inicia un proceso.

— Run Completed (Proceso completado): el proceso StepOne envia un correo
electronico a los destinatarios cada vez que el instrumento completa un proceso.

* Obtenga las direcciones de correo electronico en las que desea recibir
notificaciones.

iIMPORTANTE! Separe las direcciones con una coma ( , ).

» Podngase en contacto con el administrador del sistema o con el departamento de
informatica para obtener:

— Ladireccidn de red de un servidor de protocolo de transferencia de correo simple
(SMTP) en la LAN

— Un nombre de usuario y contrasefa para el servidor, si son necesarios para el
acceso

— La configuracion de SSL (Secure Sockets Layer) del servidor (activada o
desactivada)

Notas
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Inicio de la reaccion

Inicie el proceso de acuerdo con la disposicidon del instrumento StepOne. La forma en la
que hay que iniciar el proceso depende de la disposicion del sistema StepOne:

Disposicion Descripcion Consulte...
Conectada El cable amarillo del sistema StepOne conecta el “Inicio en
ordenador al instrumento StepOne disposicién
colocalizada” mas
abajo
Auténoma e Elordenadory el instrumento StepOne no estan | “Inicio en disposicién
conectados, o autbnoma” en la
* El ordenador y el instrumento StepOne estan pagina 62
conectados a la misma red.

Inicio en  Realice este procedimiento si el ordenador esta conectado directamente al instrumento
disposicion  StepOne por medio del cable del sistema StepOne.

colocalizada _ ,
1. En el software StepOne, haga clic en @ Temperature Plot (Grafica de

temperatura).

2. Haga clic en START RUN (Iniciar proceso) .

o StepOne™ v1.0

File Edit Instrument Analysis Tools Help

[E2] New Experiment - (55 Open.. g Save - 5 Close i“ Send Experiment to Instrument.. L_ri Download Experiment from Instrument..  &# Export. = 5 Print Report...

Experiment Menu« ] Fxperiment: Standard Curve Fxample Type: Standard Curve Reagents: TagMan® Reagents

Instrument Status: , J& Connected
RunStatus:  Not Started [ Enable Nofifications
Temperature Plot Current Temperatures
[ - 5 Sample:
L Run Method =Y litg Ié Eoia
Block:
Notification Settings Temperature Plot
e View Temperature

07 W Biock

% o8

5

0 view [l v/
03 Fixed View [] )

00
00:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00
Time

& Home | [ Standard Curve Example.eds x

Notas
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Inicio en  Realice este procedimiento si el ordenador y el instrumento StepOne no estdn
disposicién directamente conectados por medio del cable amarillo del sistema StepOne.

autbnoma _ . _ .
1. Siel ordenador y el instrumento StepOne estan conectados a la misma red, realice

los pasos la a 1f. De lo contrario, vaya al paso 2.

a. En el software StepOne, haga clic en ‘%) Send Experiment to Instrument
(Enviar experimento a instrumento).

b. En el cuadro de dialogo Send Experiment to Instrument (Enviar experimento a
instrumento), haga clic en Browse (Examinar), seleccione el archivo Standard
Curve Example.eds y, a continuacion, haga clic en Open (Abrir).

c. Seleccione el instrumento StepOne en el menu desplegable Select Instrument
(Seleccionar instrumento).

Si no aparece su instrumento StepOne, configtrelo para la monitorizacion, tal
y como se explica en Guia de instalacion de Applied Biosystems StepOne™
Real-Time PCR System.

d. Haga clic en Send Experiment (Enviar experimento) para enviar el
experimento al instrumento StepOne a través de la red.

Send Experiment to Instrument El

u Select an sxperiment to send, selectthe instrument to receive the experiment, then click )
"Send Experiment.” &/

1 b ——— 1. Select Experiment: experiments\Standard Curve Example.eds | Browse

1C 1 2 selectinstrument: % Lacal Instrument (Default) v

1 d : Send Experiment | Cancel

e. Cuando se le solicite, haga clic en OK (Aceptar) para cerrar el mensaje de
confirmacion.

f. Vaya al paso 6.

2. Si el instrumento StepOne no esta conectado al ordenador, realice los pasos 2a a 2d
para utilizar una unidad USB para transferir el experimento.

a. Conecte la unidad USB a uno de los puertos USB del ordenador.

b. En el software StepOne, seleccione [ Save (Guardar) » Save As (Guardar
como).

c. En el cuadro de dialogo Save (Guardar), desplacese a la unidad USB y, a
continuacion, haga clic en Save (Guardar).

d. Extraiga la unidad USB del ordenador y, a continuacion, conéctela al puerto
USB del instrumento StepOne.

Notas
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I

1////////«/"””"1/ N I‘_
3. Toque la pantalla tactil del instrumento StepOne y, a continuacion, toque @

4. En la pantalla del ment principal, toque Browse Experiments (Buscar
experimentos).

5. En la pantalla Browse Methods (Métodos de busqueda), toque @ (Folders)
(Carpetas).

6. En la pantalla Choose an Experiment Category (Elija una categoria de
experimento):
* Toque USB si ha transferido el experimento a una unidad USB.

* Toque Default (Predeterminado)si ha enviado el experimento a través de una
conexion de red.

7. En la pantalla Browse USB/Default Experiments (Buscar USB/experimentos
predeterminados):

a. Toque Standard Curve Example (Ejemplo de curva estandar) para
seleccionar el experimento.

b. Toque [ Start Run (Iniciar proceso).

( @ Browse USB Experiments (1)

Experiment I Folder I Last Used I @'

5

o elalzlele) -

Start Run MNew View/Edit Copy Delete
Touch an experiment to select it,
then touch any of the buttons to perform an action.

8. En la pantalla Run Parameters (Parametros de proceso):

a. Toque el campo Reaction Volume (Volumen de reaccion), utilice el teclado
para escribir 25 pL y, a continuacion, toque Done (Finalizado).

Notas
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b. Toque Start Run (Iniciar proceso).

(‘ ﬁ) Experiment Parameters
5

L

Reaction Yolume: ul

8a [2

Cover Temperature: |105.0 o

Experiment Name: IExampIe_Experiment

Now

8b Start Run l

to edit the contents. When you are finished,

Touch each field then use the keyboard
touch Start Run. *

Monitorizacion de la reaccion

Monitorice el progreso desde un ordenador que ejecute el software StepOne o desde la
pantalla tactil del instrumento StepOne. La forma en la que monitorice el proceso
depende de la disposicion del sistema StepOne:

Disposicion Descripcion Consulte...
Conectada El cable del sistema StepOne conecta el “Disposicion conectada”
ordenador al instrumento StepOne. mas abajo
Auténoma El ordenador y el instrumento StepOne estan “Monitorizacion remota”
(en red) conectados a la misma red. en la pagina 69
Auténoma El ordenador y el instrumento StepOne no estan “Monitorizacion
(basica) conectados. autonoma” en la
pagina 72

Notas
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Disposicion  Si el ordenador esta directamente conectado al instrumento StepOne por medio del cable
conectada del sistema StepOne, puede ver el progreso del proceso en tiempo real de la forma que se
describe a continuacioén. Durante el proceso, observe periddicamente las tres graficas
disponibles en el software StepOne para detectar posibles problemas.

# Para...

Accién

A | Detener el proceso

1. En el software StepOne, haga clic en STOP RUN (Detener
proceso).

2. En el cuadro de dialogo Stop Run (Detener proceso), haga
clic en una de las siguientes opciones:

— Stop Immediately (Detener inmediatamente) para
detener el proceso inmediatamente.

— Stop after Current Cycle/Hold (Detener después de
ciclo actual/espera) para detener el proceso después del
ciclo o la espera actual.

— Cancel (Cancelar) para continuar el proceso.

B | Ver los datos de
amplificacién en tiempo
real

Seleccione |_// Amplification Plot (Gréfica de amplificacion).

Consulte “Acerca de la pantalla Amplification Plot (Gréafica de
amplificacién)” en la pagina 66.

C | Ver los datos de la
temperatura del
proceso en tiempo real

D | Ver el progreso del
proceso en la pantalla
Run Method (Método
de proceso)

Seleccione @ Temperature Plot (Grafica de temperatura).

Consulte “Acerca de la pantalla Temperature Plot (Grafica de
temperatura)” en la pagina 67.

Seleccione |: Run Method (Método de proceso).

Consulte “Acerca de la pantalla Run Method (Método de
proceso)” en la pagina 68.

E | Activar/desactivar las
opciones de
notificaciéon

Active o desactive la opcion Enable Notifications (Activar
notificaciones).

Notas

Guia de introduccién a Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System para experimentos de curva estandar 65




n Capitulo 4 Realizacion del experimento

Monitorizacion de la reaccion

&, StepOne™v1.0

File Edit Instrument Analysis Tools Help

[i] New Experiment ~ (-5 Open.. [ Save - £ Close JI_‘| Send Experiment to Instument. . r. Download Experimentam Instument.. % Export. ~ 2 PrintReport.

Experiment Menu <] Fxperiment: Standard Curve Fxample Type: Standard Curve

Reagents: TagMan® Reagents

U Estimated Time Remaining:56 min 22 sec Instrument Status: g4 Connected
Run Status mn Enable Nofifications «r—
B A Amplification Plot I m O E
C — m Temperature Plot
| etk Temperature Plot Current Temperatures
i~ _ o _ Sample:
D Run Method B iy \% Eauas
Block:
Notification Settings Temperature Plot
i View Temperature
0e
W sample
a8 I cover
07 Il Biock
@
2 08
T
&os Temperature Plot
ﬂ 04 ’—|
View |All |
03 Fixed View []
02
01
00
00:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00:000:00:
Time

& Home | =] Standard Curve Example.eds x

Acerca de la pantalla Amplification Plot (Grafica de amplificacién)

La pantalla Amplification Plot (Grafica de amplificacion) permite ver la amplificacion
de las muestras a medida que el instrumento StepOne recoge datos de fluorescencia
durante un proceso. Si se configura un método para recoger datos en tiempo real, en la
pantalla Amplification Plot (Grafica de amplificacion) aparecen los datos de los pocillos
seleccionados en la ficha View Plate Layout (Ver disposicion de placa). La grafica
presenta la fluorescencia de fluorocromo normalizada (DRn) frente al nimero de ciclos.
La siguiente figura muestra la pantalla Amplification Plot (Grafica de amplificacion)
cuando aparece durante el experimento de ejemplo.

>
o — — SelectWells With: |- Selecttem- +
P poamEE | | |
Ampliﬁcation Plot | ElshumeEIISV | VwewLegend ‘ | | |
1 2 3 4 5 [} 7 8
178
150 A | rua... [ rea.... [2] riva.... [0 Ria...| [0 Rha.... [0 Ra..| [0 REa.. [ RHa..
125 E rna... [ rua.. B rus.. 5 riae. B rva. B fve. B Rha..
Bl 2 LiEs At  ASes  ASe3  Ase3 . A26E3
= 100
% I D RNa D RMa B RNa D RNa D RMa B RNa D RNa D RNa
075 2.5E3 2.5E3 1.25E3 QA1.25E3 &1.25E3 A625 625 625
050 D
025
E
000
2 4 L] & 0 12 14 18 18 20 X2 M X 2B N 2 M ¥ M 4«0
Cyele 7
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La pantalla Amplification Plot (Grafica de amplificacion) es ttil para identificar y
examinar amplificaciones anormales. Una amplificacion anormal puede incluir lo
siguiente:

* Fluorescencia incrementada en los pocillos de control negativo.

» Ausencia de fluorescencia detectable en un ciclo esperado (determinada a partir de
experimentos similares anteriores utilizando los mismos reactivos en las mismas
condiciones).

Si se observa una amplificacion anormal o una completa ausencia de sefial, solucione el
error de la forma que se explica en la ayuda del software StepOne (haga clic en @ en la
barra de herramientas o seleccione Help (Ayuda) » StepOne Help (Ayuda de StepOne)).

Nota: Para ver los datos de la pantalla Amplification Plot (Grafica de amplificacion),
seleccione los pocillos que desea ver en la ficha View Plate Layout (Ver disposicion de
placa).

Acerca de la pantalla Temperature Plot (Grafica de temperatura)

Durante un proceso, la pantalla Temperature Plot (Grafica de temperatura) muestra las
temperaturas del bloque de muestras, la cubierta caliente y las muestras (calculadas) en
tiempo real. La siguiente figura muestra la pantalla Temperature Plot (Grafica de
temperatura) cuando aparece durante el experimento de ejemplo.

Para... Accién
A | Anadir/quitar graficas de Seleccione Sample (Muestra), Heated Cover
temperatura (Cubierta caliente) o Sample Block (Bloque de

muestras) para cambiar la presencia de los datos
asociados en la gréfica.

B | Cambiar el tiempo que se muestra | Seleccione View (Ver) » (duracién).

por grafica
C | Restringir el eje Y de la grafica Seleccione Fixed View (Vista fija).
- - Sample:
i E Cover,
Block:
Temperature Plot
110
A
100
a0 . Sample
&0 I cover
- M Block
§ 80
T o view Al w1 — B
30 Fixed View q
20 =  C
10

[
000000 00:08:20 00:1G:40  00:25:00 00:33:20 00:41:40 005000  00:58:20 010840 014500 012320 013140
Time
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Monitorizacion de la reaccion

La pantalla Temperature Plot (Grafica de temperatura) puede ser util para identificar
averias del hardware. Al monitorizar la pantalla Temperature Plot (Grafica de
temperatura), observe las graficas Sample (Muestra), Heated Cover (Cubierta caliente) y
Sample Block (Bloque de muestras) para detectar algiin comportamiento anormal.

* En general, las graficas Sample (Muestra) y Block (Bloque) deberian ser mas o
menos un espejo la una de la otra. Una desviacion significativa de las graficas puede
indicar un problema.

» La grafica Heated Cover (Cubierta caliente) deberia mantener la temperatura
constante que se especifica en el método. Cualquier desviacion de la temperatura
constante puede indicar un problema.

Si observa una grafica de temperatura anormal, solucione el error de la forma que se
explica en la ayuda del software StepOne (haga clic en @ en la barra de herramientas o
seleccione Help (Ayuda) » StepOne Help (Ayuda de StepOne)).

Nota: La temperatura de las muestras que se indica en el grupo Current Temperatures
(Temperaturas actuales) es un valor estimado.

Acerca de la pantalla Run Method (Método de proceso)

Después de comenzar el proceso, el sistema StepOne muestra su progreso en la pantalla
Run Method (Método de proceso). La vista informa del progreso del proceso en
referencia con el perfil térmico del método. La siguiente figura muestra la pantalla Run
Method (Método de proceso) cuando aparece durante el experimento de ejemplo.

Para... Accion

A | Cambiar el método de 1. En el panel de navegacién, haga clic en [~ Run Method
proceso (afadir ciclos, (Método de proceso).
unaesperaounacurva | ,

de fusion) . En la pantalla Run Method (Método de proceso), haga

cualquiera de las siguientes acciones:

— Escriba el nimero de ciclos que se van a aplicar a la fase
ciclica.

— Seleccione Add Melt Curve Stage to End (Afadir fase
de curva de fusion al final) si desea afiadir una fase de
curva de fusién al final del proceso.

— Seleccione Add Holding Stage to End (Afadir fase de
espera al final) si desea afiadir una fase de espera al final
del proceso.

3. Haga clic en Send to Instrument (Enviar a instrumento).
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Run Method Edit Run Method

Holding Stage Cyeling Stage

Starting Cycle: [ |

100 —

75 —|

50 —| T

25 —|

o —

Step 1 Step 2 Step 1 Step 2
< >

Legend
Data Caollection On Data Collection Off & Auto AOn A Auto A Off

Nota: Si aparece una alerta, haga clic en el error para obtener mas informacion y
solucionar el problema tal y como se explica en la ayuda del software StepOne (haga clic
en @ en la barra de herramientas o seleccione Help (Ayuda) » StepOne Help (Ayuda de
StepOne)).

Monitorizacidn Si el instrumento StepOne esta conectado a una red, puede utilizar la funcion de
remota monitorizacion remota del software StepOne para ver el progreso del proceso en tiempo
real desde cualquier ordenador de la red.

iIMPORTANTE! Los ordenadores en red no pueden controlar el instrumento StepOne,
s6lo monitorizarlo.

# Para... Acciéon

A | Ver los datos de Haga clic en Amplification Plot (Grafica de amplificacion).
amplificacién en tiempo

Consulte “Acerca de la pantalla Amplification Plot (Gréafica de

feal amplificacion)” en la pagina 66.

B | Verlos datos de la Haga clic en Temperature Plot (Grafica de temperatura).
temperatura del

proceso en tiempo real Consulte “Acerca de la pantalla Temperature Plot (Grafica de

temperatura)” en la pagina 67.

C | Ver el progreso del Haga clic en Run Method (Método de proceso).
proceso en la pantalla
Run Method (Método
de proceso)

Consulte “Acerca de la pantalla Run Method (Método de
proceso)” en la pagina 68.

D | Activar/desactivar las Active o desactive la opcion Enable Notifications (Activar
opciones de notificaciones).
notificacién

Consulte “(Opcional) Activacion de las notificaciones” en la
pagina 59.

Notas
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< Applied Biosystems StepOne™ v1.0 El@gl

File Edit Instrument Analysis Tools Help

[&] New Experiment ~ [=5 Open.. [ & Close ‘JI_‘| Send Experiment to Instrument... F{ Download Experiment from Instrument... 8 B
Manage Instruments click "Moni i [ SIS/ Local Instrument (Default ~ | Wonitor _
Add Instrument... P 9
Run Status: Tde ]| Instrument Name: Local Instrument 0] Enable Run Nt Fications D
# Local Instrument 2 Estimated Time Remaining: Cannot determine Status: P
- Experiment Name: Block Type: 48-Well Block G | notification Settings
Type: Applied Biosystems StepOne™ Experiment Type: SerialNumber: 100010001
Host Name: 192,168.0.1 LED:
DEEEw :
- I
:
AN NN ~ Temperature Plot
( A )i /B ) ( C\ £ Current Temperatures
N \E/ >/
sample: 5.0
105 | — — . . H 5 o |
Cover: 105.0
100
Block: 5.0
a5
20
a5 View Temperature
an M sample
75 I cover
W Biock
70

Para monitorizar el instrumento StepOne de manera remota:

1. En el software StepOne, seleccione Instrument (Instrumento) » Remote Monitor
(Supervisor remoto).

2. Enla barra de navegacion, seleccione el instrumento StepOne.

Si en la barra de navegacion no aparece el instrumento StepOne:
a. Haga clic en Add Instrument (Afadir instrumento).

b. Haga clic en el campo Instrument Name (Nombre de instrumento) y, a
continuacion, escriba el nombre del instrumento.

c. Haga clic en el campo Host Name (Nombre de host) y, a continuacion,
introduzca la direccion IP del instrumento.

d. Haga clic en Save & Exit (Guardar y salir).

Add Instrument E‘
a Enter an instrument name, select the instrument type, then enter the host name. — Required
Click "Sawve & Exit" to save the instrument profile and return to the remote monitor. A
2b —+ * Instrument Name ‘ ExampleInstrument |
* Instrument Type ‘App\led Biosystems StepOne™ v|
2C — ¥ Host Name

2d *Save & Exit | | Save & Add Anciher | | Cancel |

Nota: Para obtener mas informacion acerca de la configuracion del instrumento
StepOne para el uso en red o la monitorizacion remota, consulte la Guia de
instalacion de Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System.

3. Hagaclicen |E (Start monitoring this instrument) (Comenzar a monitorizar este
instrumento) para su instrumento.

Notas
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Instrument  Analysis Tools Help

[E] New Experiment - (5 Open.. [ 1 Close Send Experiment to Instrument... L_ri Download Experiment from Instrument... &9 3

Manage Instruments < Local Instrument (Defaul v [l Monitor _

Add Instrumert.

Run Status: Tde ]| Instrument Name: Local tnstrument [ Enable Run Notfications

2 B Local Instrument A Estimated Time Remaining: Cannot determine Status: S
Experiment Name: Block Type: 48-Well Block Netification Setings |
Type: Applied Biosystems StepOne™ Experiment Type: Serial Number: 100010001
Host Name: 192.168.0.1 LED:
—m oo IS0 AR
3 o] 1] (] "_/” | Temperature Plot

Temperature Plot
i Current Temperatures

10
Sample: 25.0
108
Cover: 105.0
100
Block: 25.0

View Temperature

M sample
I cover
W Block

View Chart

View 10 Minutes

50 Fixed View []

Temperature
o
=

00:02:30 00:03:20 00:04:10 00:05:00 00:05:50 00:06:40 00:07:30 00:08:20 00:0910 00:10:00 00:10:50 00:11:40
Time

& Home | ¥ Remote Monitor x

( ) Local Instrument : connected
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Monitorizacidn Si ha comenzado el proceso desde el instrumento StepOne, puede ver el progreso de
autobnoma  dicho proceso desde la pantalla tactil. La pantalla Run Method (Método de proceso)
muestra el método del experimento y resalta los pasos del perfil térmico a medida que el
instrumento va realizandolos.

# Para... Accién

A | Afadir una fase de Toque i|-A (Add Dissociation Curve) (Afiadir curva de
disociacioén al proceso disociacién) y, a continuacion, toque OK (Aceptar).

B | Ver el tiempo que Toque Display Method Time (Ver tiempo de método) y, a
queda en el proceso continuacion, toque 3 para regresar a la pantalla Run Method

(Método de proceso).

C | Detener el proceso Toque [ Stop (Detener) y, a continuacion, toque:

e Stop (Detener) para detener el proceso después de que el
instrumento StepOne complete el ciclo o la espera actual.
e Abort (Abortar) para detener el proceso inmediatamente.

e X para continuar el proceso sin ningun cambio.

D | Verinformacion del Toque E View Method Information (Ver informacién del
experimento método) y, a continuacion, toque X para regresar a la pantalla
Run Method (Método de proceso).
E | Ver el registro de Toque la barra de estado para ver el registro de errores.
errores

St 2

( 60.0 °C 00:40:13

Experiment: Example_Experiment
HOT

Stage 1
¥l

95.0" | 95.0°
T

50.0°
0:E0

D ‘ B

CE s e e

Ad Melt Curve View Experi Display Expetil STOP
Information Time

© wenasesnimme 7
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Descarga de la placa de reaccion y transferencia de datos

Cuando el instrumento StepOne muestre la pantalla Run History (Historial del proceso),
descargue la placa de reaccion del instrumento StepOne y transfiera los datos del
experimento al ordenador para analizarlos.

Descarga de la ' PELIGRO DE LESIONES FiSICAS. Durante el uso del

placa de reaccion instrumento, la temperatura del bloque de muestras puede superar los 100 °C. Mantenga
las manos alejadas hasta que la bandeja de muestras alcance la temperatura ambiente.

Nota: Cuando el instrumento StepOne complete un proceso, el sistema guardara los
detalles en el historial de procesos, que permanece en el sistema hasta que el sistema
completa otro proceso.

1. Cuando aparezca la pantalla Run Report (Informe de proceso) en la pantalla tactil
del instrumento StepOne, toque w'
2. Abra el cajon del instrumento.

3. Saque la placa de reaccion del bloque de muestras.

4. Cierre con cuidado el cajon del instrumento.

A CUIDADO

iIMPORTANTE! No apague el instrumento StepOne después de un proceso. El
instrumento activa automaticamente un modo de hibernacion cuando no se esta
utilizando.

Notas
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Seleccion  Transfiera el experimento al ordenador para analizarlo, de acuerdo con la disposicion del
de un método  sistema StepOne:
de transferencia

de datos Disposicion Descripcion Consulte...
Conectada El cable del sistema StepOne conecta el “Transferencia de datos
ordenador al instrumento StepOne. colo cada” mas abajo
Auténoma El ordenador y el instrumento StepOne estan “Transferencia de datos
(en red) conectados a la misma red. remo ta” en la pagina 74
Auténoma El ordenador y el instrumento StepOne no “Transferencia de datos
(basica) estan conectados. autébnoma” en la pagina 75

Transferencia de Si el ordenador esta conectado directamente al instrumento StepOne por medio del cable
datos colo cada del sistema StepOne, no hay que hacer nada. El software StepOne transfiere
automaticamente los datos del experimento al instrumento StepOne después del proceso.

Transferencia de Si el ordenador y el instrumento StepOne estan conectados a la misma red Ethernet,
datos remo ta envie el experimento al instrumento StepOne a través de la red:

1. En el software StepOne, haga clic en ir. Download Experiment from Instrument
(Descargar experimento del instrumento).

2. En el cuadro de didlogo Download Experiment from Instrument (Descargar
experimento del instrumento), seleccione Select Instrument (Seleccionar
instrumento) » <su instrumento>.

3. Seleccione Experiment (Experimento) » Standard (Estandar) Curve Example
(Ejemplo de curva).

4. En el campo Download File (Descargar archivo), haga clic en Browse (Examinar),
seleccione una carpeta en la que recibir los datos del experimento y, a continuacion,
haga clic en Select (Seleccionar).

5. Haga clic en Download Experiment (Descargar experimento) para descargar el
experimento desde el instrumento StepOne al ordenador a través de la red.

Download Experiment from Instrument &l

n Selectthe instrument with the experiment, select a location on this computer for the n
experiment, then click "Download Experiment”

2 ——* 1. Select Instrument: QLocaI Simulator (Default) | Experiment: MNew_Experiment We——— 3

4 ———* 2, Download File Ta: :1Applied Biosystems|StepOne System|experiments | Browse...

5 } Download Experiment | Cancel ‘

6. Cuando se le solicite, haga clic en OK (Aceptar) para cerrar el mensaje de
confirmacion.

Notas
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Download Complete

.
‘Ej) Experiment successfully downloaded from Local Instrument.,

ok} 6

Transferencia de Si el ordenador no esta conectado al instrumento StepOne, utilice la unidad USB para
datos autbnoma transferir el experimento al intrumento:

1. Si aun no esta conectada al instrumento, conecte una unidad USB al puerto USB.

|
|
L

(“-Fhm
i

2. Toque la pantalla tactil del instrumento StepOne para activarla y, a continuacion,
toque

3. En el ment principal, toque Collect Results (Recoger resultados) para guardar los
datos en la unidad USB.

Si el instrumento StepOne no encuentra la unidad USB, toque OK (Aceptar), espere
30 segundos y, a continuacién, vuelva a tocar Collect Results (Recoger resultados).

4. Cuando aparezca un mensaje que le informa de que los datos se han transferido
correctamente, toque OK (Aceptar).

(v

Browse / New q Collect

Experiments ' Settings Menu' Tools Menu l Results l
& Information
RiaseP Wi FICHED
Experiment results ready
You may remove your USB storage
Shorteu Shortcut
5 0K l 8

@ 2006-11-16 | 2:15PM "
b

5. Extraiga la unidad USB del instrumento StepOne y, a continuacion, conéctela al
puerto USB del ordenador.

6. En el escritorio del ordenador, utilice el explorador de Windows para abrir la unidad
USB.

Notas
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7. Copie el archivo Standard Curve Example.eds en:
<unidad>:\Applied Biosystems\StepOne System\experiments

donde <unidad> es la unidad del disco duro del ordenador en la que esta instalado
el software de StepOne. La unidad de instalacion predeterminada del software es la
unidad C.

Notas
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Capitulo 5

E Analisis del experimento

Este capitulo cubre los siguientes temas:

B Resumendel capitulo .. ...t 78
B Seccion 5.1 Revisionde losresultados. . .......... ... . oL, 79
B Seccion 5.2 Solucion de problemas (si €8s preciso). . .ovove e e e 97

Nota: Para obtener mas informacion acerca de alguno de los temas que se explican en
esta guia, acceda a la ayuda desde Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR
System Software pulsando F1, haciendo clic en @ en la barra de herramientas o
seleccionado Help (Ayuda) » StepOne Help (Ayuda de StepOne).

Notas
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Resumen del capitulo

El software StepOne"" analiza los datos mediante el método de cuantificacion de curva
estandar. En la primera seccion de este capitulo, se explica como revisar los datos
analizados mediante varias de las pantallas de analisis y como presentar los datos. Si los
resultados son cuestionables, en la Seccion 2 de este capitulo se explican algunos pasos
para solucionar los problemas.

Flujo de trabajo A continuacion, se muestra el flujo de trabajo para analizar el experimento de ejemplo
del experimento que se incluye en esta guia de introduccion.
de ejemplo
Inicio del experimento

Diseio del experimento (Capitulo 2)
Preparacion de las reacciones (Capitulo 3)

v
Realizacién del experimento (Capitulo 4)

v

Analisis del experimento (Capitulo 5)
Seccion 1, Revision de los resultados:

. Analice.

. Revise la pantalla Standard Curve (Curva estandar).

Revise la pantalla Amplification Plot (Grafica de amplificacion).
Revise la tabla de pocillos.

N N

Publique los datos.

Seccion 2, Solucién de problemas (si es necesario):

1. Revise las opciones de analisis; ajuste las lineas basal y umbral.

. Revise la pantalla QC Summary (Resumen QC).

Omita pocillos.

Revise la pantalla Multicomponent Plot (Grafica multicomponente).
Revise la pantalla Raw Data Plot (Grafica de datos brutos).

o > 0D

Fin del experimento

Notas
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Seccion 5.1 Revision de los resultados

Esta seccion cubre los siguientes temas:

B Analisis del eXperimento . ............o.utitirntnne i 80
B Visualizacionde lacurvaestandar .. .......... ... ... i 85
B Revision de la grafica de amplificacion. ... ........... ... .. ... .. .. ... 88
B Revisionde latabladepocillos ......... ... ... .. . . 93
B Presentacionde losdatos . ....... ... 96

Notas
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Analisis del experimento

El software StepOne analiza el experimento y muestra los resultados en las pantallas de
analisis (por ejemplo, en la pantalla Amplification Plot (Grafica de amplificacion), QC
Summary (Resumen QC), etc.)

Acerca del Para el experimento de curva estandar de ejemplo, utilice el archivo de datos que se
experimento de instala con el software StepOne. Este archivo de datos se ha creado con los mismos
ejemplo  pardmetros de disefio que se indican en el Capitulo 2 y luego se ha procesado y analizado
en un instrumento StepOne"™.

Encontrara el archivo de datos del experimento de ejemplo en su ordenador:
<unidad>:\Applied Biosystems\StepOne System\experiments\examples
donde <unidad> es la unidad del disco duro del ordenador en la que esta instalado el

software de StepOne. La unidad de instalacion predeterminada del software es la unidad C.

Analisis del 1. Siaun no se esta ejecutando el software StepOne, haga doble clic en Q' (acceso
experimento de directo al software StepOne) o seleccione Start (Inicio) » All Programs (Todos los
ejemplo programas) » Applied Biosystems » StepOne » StepOne v1.0.

2. En la pantalla Home (Inicio), haga clic en Open (Abrir).

3. En el cuadro de didlogo Open (Abrir), desplacese hasta la carpeta examples
(ejemplos).

4. Haga doble clic en Standard Curve Example (Ejemplo de curva estandar) para
abrir el archivo de datos del experimento de ejemplo.

Notas
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File Edit Instrument Analysis Tools Help

2 ] hlow by - = open.. “"._—l Send Experiment to Instrument... Fr Download Experiment fram Instrument..  £5

3 oo |2 example

2. [#] Comparative CT Example

[#] Relative Standard Curve Example
4 Ty @ standard Curve Example
Daocuments

(d

Desktop

2
My Documents
Er
My Computer
My Netwaork y
Places Files oftype:  |AIl SDS Files (eds; edt sds)

File pame Standard Curve Example.eds

* Home

5. Haga clic en Analyze (Analizar). El software analiza los datos utilizando las
opciones de analisis predeterminadas.

% StepOne™ v1.0

File Edit Instrument Analysis Tools Help

New Experiment - |5 Open.. |el Save - i Close % Send Experimentto Instrument... B¢, Download Experiment from Instrument.. &% Export.. = £ Print Revort 5

\
Experiment Menu<« | Experime... Standard Curve Example Type: Standard Curve Reagents: TagMan® Reagents @J

T N < (View Plate Layout | View Well Table |

6. Consulte “Elementos del software” mas adelante y “Consejos de desplazamiento”
en la pagina 83 para obtener informacion acerca de como desplazarse por las
pantallas de analisis.

Directrices Cuando analice su propio experimento de curva estandar:

* Inmediatamente después de una reaccion, el software StepOne analiza
automaticamente los datos utilizando las opciones de andlisis predeterminadas y, a
continuacion, muestra la pantalla Amplification Plot (Grafica de amplificacion) en
el ordenador.

» Para volver a analizar los datos, seleccione todos los pocillos de la disposicion de la
placa y, a continuacion, haga clic en Analyze (Analizar).

Notas
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Elementos del A continuacion, se ilustran los elementos del software StepOne de las pantallas de
software anilisis.

1. Barra de ments: muestra los menus disponibles en el software:
* File (Archivo)
» Edit (Edicion)
* Instrument (Instrumento)
* Analysis (Analisis)
* Tools (Herramientas)
* Help (Ayuda)

2. Barra de herramientas: muestra las herramientas disponibles en el software:
* New Experiment (Experimento nuevo)
* Open (Abrir)
» Save (Guardar)
* Close (Cerrar)
» Send Experiment to Instrument (Enviar experimento a instrumento)

* Download Experiment from Instrument (Descargar experimento de
instrumento)

» Export (Exportar)

* Print Report (Imprimir informe)

3. Encabezamiento del experimento: indica el nombre del experimento, el tipo de
experimento y los reactivos del experimento abierto.

4. Panel de menus del experimento: incluye vinculos a las siguientes pantallas del
software:

» Pantallas de configuracion
» Pantallas de proceso
 Pantallas de analisis:
—Grafica de amplificacion
—Curva estandar
—Grafica multicomponente
—Grafica de datos brutos
—Resumen QC
—Vista de multiples graficas

5. Panel de graficas: muestra la pantalla de analisis seleccionada para el experimento
abierto.

6. Fichas de visualizacion: muestra la disposicion de la placa o la tabla de pocillos del
experimento abierto.
7. Fichas del experimento: muestra una ficha por cada experimento abierto.

Notas
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& StepOne™ v1.0

1

File Edit Instrument Analysis Tools Help

Capitulo 5 Anadlisis del experimento ﬂ

Anadlisis del experimento

[BEIE]

2 ——— [ NewExperiment ~ 5 Open

3

= save -

=

Close

";J_‘I Send Experiment to Instrument. r\'l Download Experiment from Instrument.

4% Export.. » S PrintReport

Amplifi
Standard Curve

( Plot Settings |

Plot Type:[ARnvs Cycle | Graph Type: [Linear | Color Plot By: Well ~ ‘

PN 4
Amplification Plot

AR

>

SelectWells With: - Select tem - v |

| El Show in Wells ¥

View Legend

1 2 3 4 b B

T 8

(] Riisse. [ Riase [ Ryase B8 RS g =

Cr:Undef, CT: Undel, CT- Undef, 249E3 | 268E3 |248E3 481

=

Cr.28.96 C1:28.85 Ct 28.97 CT: 27.98 C1: 27.97

Rha Rha
E3 483E3

M rna: EH e B rna Bl rve B rvac Bl rva B rva [ rua
495E3  1E4 1E4 1E4 5E3 5E3 5Ed 25E3
Cr.27.93 Cr:26.89 Cr 26.85 CT. 26.8§ CT. 27.86' C1:27.82 CT. 27.93 CT: 28.97

Elrna: B e B rra Bl rve B rva Bl rva B rva 5 rua
2:5Ed] 25Ed 1.25E3 [125E3 |1.25E3 |625 625 625
C1:29.01 Cr:28.87 Cr: 20.85 C1:28.97 C1:30.05 C1:31.05 Cr. 31.05 Cr: 31.04

m

o

2 4 68 8 W | 14 W 1B W W MK BN R KB M A

Cycle

Options
Target: }RNaseP ~ | Threshold: [¥] Auto L

Show: [] Threshold — [] Baseline Start Well © Target Baseline End: Well

wells: [ 6 Unknown []] 15 Standard [] 3 Negative Control 24 Empty

Analysis Summary:  Total Wells inPlate: 48 Wells SetUp: 24 Wells Processed: 24 Wells Flagged: 0 Wells Omitted from Analysis:0  Samples Used:2  Targets Used: 1

Curve Example.eds x )

Consejos de  Como seleccionar pocillos

desplazamiento Para ver pocillos especificos en las pantallas de analisis, seleccione los pocillos en la

ficha View Plate Layout (Ver disposicion de placa) de la siguiente manera:

1. Para seleccionar pocillos de un tipo especifico, utilice los menus desplegables Select
Wells With (Seleccionar pocillos con): Seleccione Sample (Muestra), Target
(Diana) o Task (Tarea) y, a continuacion, seleccione el nombre de la muestra, el gen
diana o la tarea.

2. Para seleccionar un solo pocillo, haga clic en ¢l en la disposicion de la placa.

3. Para seleccionar varios pocillos, haga clic y arrastre el raton por encima de los
pocillos deseados, pulse CTRL+clic, o pulse Mayus+clic en la disposicion de la

placa.

4. Para seleccionar los 48 pocillos, haga clic en la esquina superior izquierda de la

disposicion de la placa.

Notas
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View Plate Layout | View Well Table | ‘ I 1
| 1
Select Wells With: |Sample | - Select Tkem - »
| El Show in Wells ¥ | View Legend lpopl |
pop2
4 I 1 ] 3 4 5 B 7 [l
[ rase » [ ruasep [ fhiase RhNase P RMase P RNase P RhNase P RMase P
A lcr: Undetermined CT: Undetermined CT: Undetermined 2-45E3 2 68E3 2482 4-B1E3 4833
' : : CT: 28.96 CT: 28.85 Cr: 28,97 Cr; 27.98 Cr; 27.97
RNase P [E] Rhase P [ rhase P [ ruase ¢ [E] Rhase P [ rhase P [ ruase ¢ [E] Rhase P
B |+4.95E3 1E4 1E4 1E4 SE3 SE3 SE3 2.5E3
CT! 27.93 Cr: 26.89 CT:26.85 CT! 26.88 Cr: 27.86 Cr:27.92 CT! 27.93 CT: 28.97
[ Riase P =] Rhase P [ rhase P ST =] Rhase P [ rhase P ST =] Rhase P
C |2.5E3 2.5E3 1.25E3 1.25E3 1.25E3 625 625 625
CT:29.01 Cr: 28.97 CT:29.95 Cr: 29.97 Cr:30.05 CT:31.05 T 31.05 Cr:31.04
D
E
F
wells: [l 6 Unknown [ 15 Standard [1] 3 Negative Control 24 Empty

Coémo ver multiples graficas

Utilice la pantalla Multiple Plots para ver simultaneamente hasta cuatro graficas. Para
desplazarse por la pantalla Multiple Plots (Multiples graficas):

1. En el panel Experiment Menu (Ment del experimento), seleccione Analysis
(Analisis) » Multiple Plots View (Vista de multiples graficas).

2. Para ver cuatro graficas, haga clic en 55 Show plots in a 2 X 2 matrix (Mostrar
graficas en una matriz de 2X2).

3. Para ver dos graficas en filas, haga clic en — Show plots in two rows (Ver graficas
en dos filas).

4. Para ver dos graficas en columnas, haga clic en ||| Show plots in two columns
(Ver graficas en dos columnas).

Notas
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Visualizacion de la curva estandar

5. Para ver una grafica especifica, seleccione la grafica en el menu desplegable situado
encima de la visualizacion de cada grafica.

5

Muripi Plots View _qu

‘Ampllflcatmn Plot - ARn vs Cycle - |

PP B mEE
Amplification Plot
1.5

z 1.0

05

0.0

|5tandard Curve

|

Standard Curve

B B K

T
Lag (Quantity)

1000 10000

Multicomponent Plot £v3 |

B B

Multicomponent Plot

300,000
250,000
200,000
150,000
100,000

50,000

Fluorescence

Raw Data Plot

|

400,000

200,000

Amplitude

100,000

300,000 =

Raw Data Plot

[
|

R
T

Visualizacion de la curva estandar

La pantalla Standard Curve (Curva estindar) muestra la curva estandar de las muestras
designadas como estandares. El software StepOne calcula la cantidad de un gen diana
desconocido a partir de la curva estandar.

Acerca del
experimento de
ejemplo .

Pendiente/eficiencia de amplificacion

* Valor R? (coeficiente de correlacion)

* Valores Cy

Visualizaciéon de 1.
la curva estandar

En el experimento de ejemplo de la curva estandar, se puede revisar la pantalla Standard
Curve (Curva estandar) para los siguientes valores del coeficiente de regresion:

En el panel Experiment Menu (Ment del experimento), seleccione Analysis
(Analisis) » Standard Curve (Curva estandar).

Nota: Si en la pantalla Standard Curve (Curva estandar) no aparece ningtn dato,
haga clic en Analyze (Analizar).

2. Para ver los 48 pocillos en la pantalla Standard Curve (Curva estandar), haga clic en
la esquina superior izquierda de la disposicion de la placa en la ficha View Plate
Layout (Ver disposicion de placa).

Notas
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3. En el menu desplegable Target (Diana), seleccione All (Todas).

4. En el menu desplegable Plot Color (Color de grafica), seleccione Default
(Predeterminado).

5. Haga clic en "= Show/Hide the plot legend (Mostrar/ocultar la leyenda de la
grafica).

6. Observe los valores que se muestran bajo la curva estandar. En el experimento de
ejemplo, los valores del gen diana (RNase P) se encuentran en rangos aceptables:

— La pendiente es —3,464.
— ElvalorR%es 1.
— La eficiencia de amplificacion (Eff%) es del 94,376%.

7. Compruebe si todas las muestras estan en la curva estandar. En el experimento de
ejemplo, todas las muestras (puntos azules) estan dentro de la curva estdndar
(puntos rojos).

3 4

Plot i
| [
Target |All 4 Plot Color Default A ‘

a == 5

Standard Curve

310
305
300
295

5 290 7
285
280
275

27.0

100 200 1000 10000 1000C
Log (Quantity)

6 } Target: RMNaseP Slope; -3.464 Ynter: 40732 g2 1 Efft: 94.376 ‘

Legend
[. standard [l Unknown B Unknown (Flagged) ‘

8. Compruebe los valores C:
a. Haga clic en la ficha View Well Table (Ver tabla de pocillos).

b. En el menua desplegable Group By (Agrupar por), seleccione Replicate
(Replicado).

c. Fijese en los valores de la columna C. En el experimento de ejemplo, los
valores Cy estan dentro del rango esperado (>8 y <35).

Notas
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8a
View Plate Layout | View Well Table ]
8b SelectWells With: |- Select ftem - v
[ snow nTasie v | eroupsy v | Expand All Collapse Al
' 8c
# | wen omit Flag Ssample .. | TargetN.. | Task Dyes cr CTMean | CTSD Rn ARn Quantity
=l RNase P ~
] Al 0 RNassP  NTC FAM-NFG-.. Undstermi.. 0 0617 0
2 a2 0 RNassP  NTC FAM-NFG-.. Undstermi... 0 0.563 -0
3 a3 0 RNassP  NTC FAM-NFG-.. Undstermi.. 0 0.563 0.005
= RNase P - 10000.0
4 B2 0 RNaseP  STANDARD FAM-NFQ-. 26390259 26674556 0.021 2422 1.851 10,
5 B3 0 RNaseP  STANDARD FAM-NFQ-. 2685095 26674556 0.021 2.464 1874 10
6 B4 0 RNaseP  STANDARD FAM-NFQ-. 26382454 26674556 0.021 2.459 1873 0
= RNase P - 1250.0
7 c3 0 RNaseP  STANDARD FAM-NFG-. 29.943043 29989813 0.053 2.208 1622 1
8 ce 0 RNaseP  STANDARD FAM-NFQ-. 29.8701 29989813 0.053 2229 1,643 1
g c5 0 RNaseP  STANDARD FAM-NFQ-. 30.050293 29989813 0.053 2176 1.601 1
= RNase P - 2500.0
10 B8 0 RNaseP  STANDARD FAM-NFQ-. 20,7373 28981377 0.021 2.264 1.705 2
11 ci 0 RNaseP  STANDARD FAM-NFQ-. 29.005375 28981377 0.021 2,338 171 2
12 c2 0 RNaseP  STANDARD FAM-NFQ-. 20.965023 28981377 0.021 228 1,698 2
= RNase P - 5000.0
11 Bs 0 RNaseP  STANDARD FAM-NFQ-. 27.860065 27904566 0.039 2413 1034 5)
14 B 0 RNaseP  STANDARD FAM-NFQ-. 27.921917 27904566 0.039 2,391 1918 5)
15 o7 0 RNaseP  STANDARD FAM-NFQ-. 27.931719 27004566 0.039 2.366 1801 5)
RNase P - 625.0
16 c6 0 RNaseP  STANDARD FAV-NFQ-. 3105255  31.04659 0.01 2074 1.499 o
< >

Directrices de Cuando analice su propio experimento de curva estandar, fijese en:

analisis * Valores de pendiente/eficiencia de amplificacion: la eficiencia de la
amplificacion se calcula utilizando la pendiente de la recta de regresio en la curva
estandar. Una pendiente proxima al —3,3 indica una eficiencia de amplificacion de
la PCR optima del 100%. Factores que afectan a la eficiencia de la amplificacion:

— Rango de cantidades de estandar: para obtener mediciones mas precisas de la
eficiencia, utilice un amplio rango de cantidades de estandar, de entre 5y 6
registros. (10° a 10%).

— Numero de replicados estandar: para obtener mediciones mas precisas de la
eficiencia, incluya replicados para reducir los efectos de las imprecisiones del
pipeteado.

— Apantalladores de la PCR: los apantalladores de la PCR de la reaccion pueden
reducir la eficiencia de la amplificacion.

* Valores R? (coeficiente de correlacion): el valor R?> mide la proximidad del ajuste
entre la recta de regresion y los puntos de datos C individuales de las reacciones
estandar. El valor 1,00 indica un ajuste perfecto entre la recta de regresion y los
puntos de datos. Es deseable que el valor R? sea >0,99.

* Valores Cy. el ciclo umbral (Cy) es el nimero de ciclo de PCR en el que el nivel de
fluorescencia alcanza la linea umbral. Es deseable que el valor C sea >8 y <35. Si
el valor C es <8, eso indica que en la reaccion hay demasiada molde. Si el valor C;
es >335, eso indica que en la reaccion hay poca cantidad de diana; si los valores Cy
son >35, es de esperar que haya una desviacion estandar mayor.

Si el experimento no cumple las directrices anteriores, solucione los problemas de la
siguiente forma:

Notas
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* Omita pocillos (consulte “Omision pocillos en el analisis” en la pagina 103).
o

* Vuelva a realizar el experimento.

Para obtener mas Para obtener mas informacidn acerca de:

informacion » La pantalla Standard Curve (Curva estandar), acceda a la ayuda del software

StepOne haciendo clic en @) o pulsando F1.

+ Laeficiencia de la amplificacion, consulte Amplification Efficiency of TagMan®
Gene Expression Assays Application Note.

Revisidon de la grafica de amplificacion

En la pantalla Amplification Plot (Grafica de amplificacion), se muestra la amplificacion
de todas las muestras de los pocillos seleccionados. Hay disponibles tres graficas:

* AR, vs Cycle (AR, y ciclo): ARn es la magnitud de la sefial de fluorescencia
normalizada que genera el proceso de PCR y son los datos a partir de los cuales se
calcula C. En esta grafica, ARn se muestra en funcioén del nimero de ciclo.

La grafica sirve para identificar y examinar las amplificaciones irregulares y para
ver los valores de la linea umbral y de la linea basal del proceso.

* R, vs Cycle (R, y ciclo): R, es la fluorescencia de fluorocromo del notificador
normalizada. En esta grafica, R se muestra en funcion del nimero de ciclo.
La grafica sirve para identificar y examinar las amplificaciones irregulares.

* C;vs Well (C; y pocillo): el ciclo del umbral (Cy) es el nimero de ciclo de PCR
en el cual el nivel de fluorescencia alcanza la linea umbral. En esta grafica, C; se

muestra en funcion de la posicion del pocillo. La grafica sirve para localizar
amplificaciones con valores atipicos.

Cada grafica se puede ver de las siguientes formas: lineal o log10.

Acerca del En el experimento de curva estandar de ejemplo, hay que revisar la pantalla
experimento de  Amplification Plot (Grafica de amplificacion) para buscar:

ejemplo * Valores correctos de la linea umbral y de Ia linea basal

* Valores atipicos

Revision dela 1. En el panel Experiment Menu (Menu del experimento), seleccione Analysis
grafica de (Analisis) » Amplification Plot (Grafica de amplificacion).
amplificacion
Nota: Si en la pantalla Amplification Plot (Grafica de amplificacion) no aparece
ningun dato, haga clic en Analyze (Analizar).

2. Observe los pocillos de RNase P en la pantalla Amplification Plot (Grafica de
amplificacion):

a. Haga clic en la ficha View Plate Layout (Ver disposicion de placa).

Notas
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b. En los menus desplegables Select Wells With (Seleccionar pocillos con),
seleccione Target (Diana) y, a continuacion, RNase P.

2a View Plate Layout | View el Table | ‘ I 2b
| 1
SelectWells With: [Target v|[Ruasz P v|

[0 showinwells v | View Legend

1 2 3 4 [ [ 7 [
D RNase P D RNase P D RMase P RNase P RNase P RNase P RNase P RNase P
A . : 2.40E3 26BE3 2.48E3 481E3 48363
CT1. Undetermined CT: Undetermined Cr: Undetermined CT 28,96 Cr-29.85 C1-28.97 Cr 27.98 Cr 27.97

RNase P [E] ruase ¢ [E] Rhase P [ Rhase P [E] ruase ¢ [E] Rhase P [ Rhase P [E] ruase ¢
B |4.95E3 1E4 1E4 1E4 SE3 5E3 5E3 2.5E3
Cr. 27.93 Cr: 26.89 Cr:26.85 Cr 26.88 Cr. 27 .86 Cr: 27.92 Cr. 27.93 Cr. 2897

[ rhase P [=] Riase P [ Rhase P [ rhase P [=] Riase P [ Rhase P [ rhase P [=] Riase P
625 625 625

c |2.5E3 2.5E3 1.25E3 1.25E3 1.25E3
C1.29.01 Ct: 2897 CT1:29.95 CT1.29.97 CT:30.05 CT1:31.05 CT1.31.05 CT:31.04
D
E
F
wells: [ 6 Unknown [E] 15 Standard [1] 3 Negative Control 24 Empty

3. En la pantalla Amplification Plot (Grafica de amplificacion):

a. En el menu desplegable Plot Type (Tipo de grafica), seleccione AR, vs Cycle
(R, y ciclo).

b. En el menu desplegable Color Plot By (Colorear grafica por), seleccione Well
(Pocillo).

c. Haga clic en = Show/Hide the plot legend (Mostrar/ocultar la leyenda de la
grafica).

4. Observe los valores de la linea basal:

a. En el menu desplegable Graph Type (Tipo de grafica), seleccione Linear
(Lineal).

b. Active la casilla de verificacion Baseline (Linea basal) para ver el comienzo y
el final del ciclo.

c. Compruebe que la linea basal estd ajustada correctamente. En el experimento
del ejemplo, la linea basal se ajusta antes de que se inicie la amplificacion.

Notas
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3a 4a 3b

Plot i

| | [
Plot Type: ARnvs Cycle % | Graph Type:|Linear | Calor Plot By: well hd
A L A kg = 3c

Amplification Plot

=
v
=]

’— Legend

Cycle

Al c o IN:NN-

Show: [] Threshold — [7] Baseiine Sfari Well - Targeta Baseline End: Well - Target ..
-

4b

5. Observe los valores de la linea umbral:

a. En el menu desplegable Graph Type (Tipo de grafica), seleccione Log
(Registro).

b. En el menua desplegable Target (Diana), seleccione RNase P.
c. Active la casilla de verificaciéon Threshold (Umbral) para ver la linea umbral.

d. Compruebe que el umbral se haya alcanzado correctamente. En el experimento
de ejemplo, la linea umbral esta en la fase exponencial.

Notas
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5a

Plot

Plot Type: ARnvs Cycle | Graph Type:|Log | ColorPlotBy:wan v ‘

Amplification Plot

0.001 i 1P it

B N T i R A T
0.00001 /\ /\ f

=
o
|

0.000001

0.0000001 +
[} 18 20 22 24 26 28 30 az 34 36 38 a0 az

{ Legend

M A 0 5 I o
Options
Target Threshold: [ Auto |:|

Show: [¥] Threshald — [2] Baseline Start: Well - Target 4 Baseline End: Well - Target -

5¢c — 1 ——=

5b

6. Busque cualquier valor atipico:

a. En el menu desplegable Plot Type (Tipo de grafica), seleccione C vs Well (C
y pocillo).

b. Busque pocillos fuera de la curva de amplificacion. En el experimento de

ejemplo, no hay valores atipicos para RNase P.

6a

Plot

|
PlotType:[GTvs Well  +| Graph Type| | ColorPlotBy|well | ‘
2 P =4

Amplification Plot

40.0 o
37.5
35.0
325
20.0 v
27.5 - -
25.0
22.5
20.0
17.5
15.0
125
10.0
7.5
5.0
25
0.0

a 2 4 & 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Well Number

[ Legend

AlldcllcilcIN: -

Notas
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Directrices de Cuando analice su propio experimento de curva estandar, fijese en:

analisis » Los valores correctos de la linea basal y la linea umbral: el software StepOne calcula
automaticamente los valores de lineas basal y umbral dando por hecho que los datos
tienen una grafica de amplificacion tipica. Las graficas de amplificacion tipicas
poseen:

a. Una fase de meseta

b. Una fase lineal

c. Una fase exponencial (geométrica)
d. Ruido de fondo

e. Una linea basal

= a
; .
b
10.210658 —
o4 Un umbral
AR, ¢
o.01
Rn
0.001 - i
A A i Y
‘I'| | fl‘. i A \ A [ } )
0.0001
a 2 4 [ ] 10 12 | 14 1R/ RE T | - - - LR an w2 =] R WRoan A2 e

Ciclo

iIMPORTANTE! Los errores en el experimento (por ejemplo, errores de
contaminacion o pipeteado) pueden producir curvas de amplificacion atipicas que
pueden derivarse en calculos incorrectos de los valores de lineas basal y umbral por
parte del software StepOne. Por lo tanto, Applied Biosystems recomienda examinar
la pantalla Amplification Plot (Grafica de amplificacion) y revisar los valores de
lineas basal y umbral asignados a cada pocillo después del analisis.

* Valores atipicos

Si el experimento no cumple las directrices anteriores, solucione los problemas de la
siguiente forma:

* Ajuste manualmente la linea basal y/o la linea umbral (consulte “Revision de las
opciones de analisis” en la pagina 98).
0

* Omita pocillos (consulte “Omision pocillos en el analisis” en la pagina 103).

Para obtener mas Para obtener mas informacion acerca de la pantalla Amplification Plot (Grafica de
informacion  amplificacién), acceda al software StepOne haciendo clic en @) o pulsando F1.

Notas
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Revision de la tabla de pocillos

En la tabla de pocillos, se muestran datos de cada pocillo de la placa de reaccion,
incluidos:

* El nombre de la muestra, el nombre del gen diana, la tarea y los fluorocromos

+ El ciclo del umbral calculado (Cy), la fluorescencia normalizada (R)) y los valores
de cantidades

¢ Comentarios

e Avisos

Acerca del En el experimento de curva estandar de ejemplo, hay que fijarse en lo siguiente en la
experimento de tabla de pocillos:

ejemplo + Valores de cantidades
e Avisos

» Valores C; (incluida la desviacion estandar de Cy)

Revision dela 1. En el panel Experiment Menu (Menu de experimento), seleccione Analysis
tabla de pocillos (Analisis) y, a continuacion, la ficha View Well Table (Ver tabla de pocillos).

Nota: Si en la tabla de pocillos no aparece ningun dato, haga clic en Analyze
(Analizar).

2. Utilice el ment Group By (Agrupar por) para agrupar los pocillos por una categoria
especifica. Para el experimento de ejemplo, agrupe los pocillos por replicado, aviso
o valor Cr.

Nota: Sdlo se puede seleccionar una categoria a la vez.

a. En el menu desplegable Group By (Agrupar por), seleccione Replicate
(Replicado). El software agrupa los pocillos de replicados: controles negativos,
estandares y muestras. En el experimento de ejemplo, fijese en que los valores
de cantidades de cada grupo de replicados son similares.

Nota: En el experimento de ejemplo, las columnas Quantity (Cantidad),
Quantity Mean (Media de cantidad) y Quantity SD (SD de cantidad) se han
movido de sus lugares originales al principio de la tabla de pocillos. Para mover
una columna, haga clic y arrastre su encabezado.

Notas
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[ Visw Plate Layout | View Well Table ]
2a Select Wells With: |- Select Ttem - %

\
T |
[ snowinTapie v | eroupay v | xpand Al Collapse
[
# | well Quantity Quantity Mean Quantity SO Omit Flag Sample M... | TargetN... Task Dyes crT CT Mean CTSD
=l RNase P
1 Al " RMNase P NTC FAM-NFQ-MGE Undetermined
2 A2 " RMNase P NTC FAM-NFQ-MGE Undetermined
| A3 " RMNase P NTC FAM-NFQ-MGE Undetermined
= RNase P - 10000.0
4 B2 10,000 " RMase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 26.890259 26.874556 0
5 B3 10,000 " RMase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 26.85095 26.874556 0
[} B4 10,000 " RMase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 26.882454 26.874556 0
= RNase P - 1250.0
7 c3 1,250 " RMase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 29.949043 29.989813 0
8 Cc4 1,250 " RMase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 29.9701 29.989813 0
9 c5 1,250 " RMase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 30.050293 29.989813 0
= RNase P - 2500.0
10 B8 2,500 " RMase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 28.97373 28.981377 0
11 Cc1 2,500 " RMase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 29.005375 28.981377 0
12 c2 2,500 " RMase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 28.965023 28.981377 0
= RNase P - 5000.0
13 BS 5,000 " RMase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 27.B60065 27.904566 0
14 B6& 5,000 " RMase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 27.921917 27.904566 0
15 B7 5,000 " RMase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 27.931719 27.904566 0
=l RNase P - 625.0
16 Cé 625 " RMase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 31.05255 31.04659
17 . 7 eo i Dhizca D STAMMADR  EAMLWMEA_MAR 21 MEINEE 24 NAEED

b. En el menua desplegable Group By (Agrupar por), seleccione Flag (Avisos). El
software agrupa los pocillos con y sin avisos. En el experimento de ejemplo, no
hay ningtin pocillo marcado.

View Plate Layout | View Well Table ]

2b Select Wells With: - Select Trem -
‘ |
ShowinTable ¥ | Group By ¥ ‘
L
# [fell Omit Flag Sample ... Target M... Task Dyes cr CT Mean CT SD Rn ARN Quantity C
Unflagged Wells
1 Al O RNase P NTC FAM-NFQ-MGE Undetermined o 0.617 o
2 A2 O RNase P NTC FAM-NFQ-MGE Undetermined o 0.563 -0
3 A3 O RNase P NTC FAM-NFQ-MGE Undetermined o 0.583 0.005
4+ A4 O popl RNase P UNENOWN FAM-NFQ-MGE 28.962868 2B.928793 0.065 2,296 1.72 2,494,306
5 AS O popl RNase P UNENOWN FAM-NFQ-MGE 28.853785 2B.928793 0.065 2,344 1.764 2,681,857
6 AB O popl RNase P UNENOWN FAM-NFQ-MGE 28.96972 2B.928793 0.065 2,313 1.739 2,482,971
7 A7 O pop2 RNase P UNENOWN FAM-NFQ-MGE 27.976233 27.958857 0.024 2.366 1.796 4,805,449
8 AB O pop2 RNase P UNENOWN FAM-NFQ-MGE 27.96848 27.958857 0.024 2,355 1.789 4,830,276
9 Bl O pop2 RNase P UNENOWN FAM-NFQ-MGE 27.931858 27.958857 0.024 2,426 1.796 4,949,284
o B2 O RNase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 26.890259 26,874556 0.021 2.422 1.851 10,000
11 B3 O RNase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 26.85095 26,874556 0.021 2.464 1.874 10,000
12 B4 O RNase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 26.882454 26,874556 0.021 2,459 1.873 10,000
13 BS O RNase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 27.860065 27.904566 0.039 2,413 1.834 5,000
14 BB O RNase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 27.921917 27.904566 0.039 2,391 1.818 5,000
15 B7 O RNase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 27.931719 27.904566 0.039 2.366 1.801 5,000
16 BB O RNase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 28.97373 2B.981377 0.021 2.264 1.705 2,500
17 1 O RNase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 29.005375 2B.981377 0.021 2,338 1.71 2,500
18 cC2 O RNase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 28.965023 2B.981377 0.021 2.28 1.698 2,500
19 C3 O RNase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 29.949043 29,989813 0.053 2.208 1.622 1,250
20 C4 O RNase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 29.9701 29,989813 0.053 2,229 1.643 1,250
21 s O RNase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 30.050293 29,989813 0.053 2,176 1.601 1,250
" ‘ e I DRizea D STANMADR  FAMAFAMAR 7 NESEE = naemn ot 5 ra 1 aoa aom

Notas
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c. En el ment desplegable Group By (Agrupar por), seleccione Cr. El software
agrupa los pocillos por el valor C: bajo, medio, alto y sin determinar. En el
experimento de ejemplo, los valores C estan dentro del rango esperado
(>8y <35).

[ View Plate Layout | View Well Table W

2C | Select Wells With: |- Select Trem -+
i |
[ showinTabie v | croupsy v | | Expand All | Collapse
[
# | wel omit Flag Sample N... | Target M... Task Dyes cr CT Mean CT 5D RN ARN Quantity
Lowr (C1 less than 24)
=l Medinm (Ct from 24 to 30)
1 A4 | popl RNase P UNENCWN FAM-NFQ-MGE 28,962868 28928793 0.065 2,296 1.72 2,494,306
2 AS | popl RNase P UNENCWN FAM-NFQ-MGE 28 853785 28928793 0.065 2,344 1.764 2,681,857
3 AB | popl RNase P UNENCWN FAM-NFQ-MGE 28,96972 28928793 0.065 2,313 1.739 2,482,971
4 A7 | pop2 RNase P UNENCWN FAM-NFQ-MGE 27976233 27.958857 0.024 2,366 1,796 4,805,448
5 AB | pop2 RNase P UNENCWN FAM-NFQ-MGE 2796848 27.958857 0.024 2,355 1.789 4,830.27€
] Bl | pop2 RNase P UNENCWN FAM-NFQ-MGE 27931858 27.958857 0.024 2,426 1,796 4,949,284
7 B2 | RNase P STANDARD  FAM-NFQ-MGE 26.890259 26,874556 0,021 2,422 1,851 10,00C
8 B3 | RNase P STANDARD  FAM-NFQ-MGE 26,85095 26,874556 0,021 2,464 1,874 10,00C
9 B4 | RNase P STANDARD  FAM-NFQ-MGE 26,882454 26,874556 0,021 2,459 1,873 10,00C
10 BS | RNase P STANDARD  FAM-NFQ-MGE 27860065 27.904566 0.039 2,413 1,834 5,00C
11 B6 | RNase P STANDARD  FAM-NFQ-MGE 27.921917 27.904566 0.039 2,391 1,818 5,00C
12 B7 | RNase P STANDARD  FAM-NFQ-MGE 27931719 27.904566 0.039 2,366 1,801 5,00C
13 B8 | RNase P STANDARD  FAM-NFQ-MGB 28.97373 28981377 0,021 2,264 1.705 2,50C
14 C1 | RNase P STANDARD  FAM-NFQ-MGE 29.005375 28981377 0,021 2,338 171 2,50C
15 cz | RNase P STANDARD  FAM-NFQ-MGE 28,965023 28981377 0,021 2,28 1,698 2,50C
16 c3 | RNase P STANDARD  FAM-NFQ-MGE 29.949043 29.989813 0.053 2,208 1.622 1,25C
17 c4 ] RNase P STANDARD  FAM-NFQ-MGE 29,9701 29.989813 0.053 2,229 1.643 1,25C
=l High (Cr greater than 30)
18 cs | RNase P STANDARD  FAM-NFQ-MGE 30.050293 29.989813 0.053 2176 1,601 1,25C
19 (ol:] | RNase P STANDARD  FAM-NFQ-MGE 31.05255 31.04659 0.01 2,074 1,499 628
N 7 & Dhaca & ETAMPADR FAMNEAMIZR 21 NEPNEE 21 NdRED non R 181 &OC

Directrices de Cuando analice su propio experimento de curva estandar, agrupe los pocillos por:
analisis * Replicado: el software agrupa los pocillos por replicado: controles negativos,
estandares y muestras. Fijese en las columnas Quantity (Cantidad) para asegurarse
de que los valores de cantidades de cada grupo de replicados son similares. Eso
indica una gran precision.

* Aviso: el software agrupa los pocillos marcados y no marcados. El aviso indica que
el software ha encontrado un error en el pocillo marcado. Para leer una descripcion
de los avisos del software StepOne, consulte “Revision del resumen QC” en la
pagina 100.

* Valores Cy, el ciclo del umbral (C;) es el nimero de ciclo de PCR en el que el nivel
de fluorescencia alcanza la linea umbral. Es deseable que el valor C; sea >8 y <35.
Si el valor C; es <8, eso indica que en la reaccion hay demasiado molde. Si el valor
Cr es >35, eso indica que en la reaccion hay poca cantidad de diana; si los valores
Cr son >35, es de esperar que haya una desviacion estandar mayor.

Para obtener mas Para obtener mas informacion acerca de la tabla de pocillos, acceda a la ayuda del
informacion  software StepOne haciendo clic en @) o pulsando F1.

Notas
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Presentacion de los datos

Hay distintas formas de presentar los datos del experimento:
* Guardando la grafica como un archivo de imagen
* Imprimiendo la grafica
* Imprimiendo la disposicion de la placa
* Creando diapositivas
* Imprimiendo un informe
» Exportando datos

Para obtener mas informacion acerca de estos procedimientos, acceda a la ayuda del
software StepOne haciendo clic en @) o pulsando F1.

Notas
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Seccion 5.2 Solucién de problemas (si es preciso)

Esta seccion cubre los siguientes temas:

B Revision de las opciones de andlisis. .. .. ..o 98
B Revisiondelresumen QC . ... ... ... ... ... 100
B Omision pocillosenel analisis. .. ......... .. ... .. .. ... . ... 103
B Revision de la grafica multicomponente . .............. .. ... ... .. ...... 105
B Revision de la graficade datosbrutos . ........... ... i 108

Notas

Guia de introduccién a Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System para experimentos de curva estandar 97



ﬂ Capitulo 5 Andlisis del experimento
Revision de las opciones de andlisis

Revision de las opciones de analisis

El cuadro de didlogo Analysis Settings (Opciones de andlisis) muestra las opciones de
analisis del ciclo del umbral (C;), los avisos y las opciones avanzadas. Si las opciones de
analisis predeterminadas del software StepOne no son adecuadas para el experimento,
puede cambiarlas en el cuadro de dialogo Analysis Settings (Opciones de analisis) y, a
continuacion, volver a analizar el experimento.

Acerca del En el experimento de curva estandar de ejemplo, se utilizan las opciones de analisis
experimento de predeterminadas sin ningin cambio.
ejemplo

Revision de las 1. En el panel Experiment Menu (Menu del experimento), seleccione Analysis
opciones de (Analisis).
andlisis
2. Haga clic en Analysis Settings (Opciones de analisis) para abrir el cuadro de
dialogo Analysis Settings (Opciones de analisis).

3. En el experimento de ejemplo, se utilizan opciones de analisis para cada ficha:
* C; Settings (Opciones de Cy)
» Flag Settings (Opciones de avisos)

» Advanced Settings (Opciones avanzadas)

4. Analysis Settings for standard curve @

[.CT Settings | Flag Settings ] Advanced Settings ]
a Review the default settings for analysis oftargets in this experiment. To edit the default settings, click "Edit Default Settings.” To use different
settings for a target, selectthe target from the table, deselect the "Use Default Settings” checkhox, then change the settings that are displayed.
Default C1 Settings
Default CT seftings are used to calculate the CT for targets without custom settings. To editthe default settings, click "Edit Default Settings.”
Thieshold: AUTO  Baseline Start Cycle: AUTO  Baseline End Cycle: AUTO | Edit Default Settings |
Select a Target Ct Settings for RNase P
Target Threshald Baseline Start Baseline End Target Settings to Use: Use Defaulk Settings
RNase P ‘AUTO AUTO AUTO
v
Revert to Defaults for All Analysis Settings Apply Analysis Seftings Cancel |

Notas
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Revision de las opciones de analisis

Directrices de A menos que ya haya determinado cual son las opciones optimas para el experimento,
analisis utilice las opciones de analisis predeterminadas en el software StepOne. Si las opciones
predeterminadas no son adecuadas para el experimento, puede cambiar:

* C; Settings (Opciones de Cy): utilice esta ficha para ajustar manualmente la linea
umbral y la linea basal. Si ajusta manualmente las lineas umbral y basal, Applied
Biosystems recomienda lo siguiente:

Opcion Recomendacién

Linea umbral Introduzca un valor para la linea umbral de manera que:

e Esté por encima del fondo.

¢ Esté por debajo de las regiones de meseta y lineal de la curva de
amplificacién.

e Esté dentro de la fase exponencial de la curva de amplificacion.

Linea basal Seleccione los valores Start Cycle (Iniciar ciclo) y End Cycle (Terminar
ciclo) antes de que comience la amplificacién.

» Flag Settings (Opciones de avisos): utilice esta ficha para:
— Ajustar la sensibilidad para que se marquen mas o menos pocillos.
— Cambiar los avisos que aplica el software StepOne.

* Advanced Settings (Opciones avanzadas): utilice esta ficha para cambiar las
opciones de linea basal pocillo a pocillo.

Para obtener mas Para obtener mas informacion acerca de las opciones de analisis, acceda al software
informacidén  StepOne pulsando F1 cuando se abra el cuadro de didlogo Analysis Settings (Opciones
de analisis).

Notas
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Revision del resumen QC

La pantalla QC Summary (Resumen QC) muestra una lista de avisos del software
StepOne, e incluye la frecuencia y ubicacidn de esos avisos en el experimento abierto.

Acerca del En el experimento de curva estandar de ejemplo, hay que revisar la pantalla QC
experimento de Summary (Resumen QC) para saber si los datos del experimento han desencadenado
ejemplo algun aviso. En el experimento de ejemplo, no se ha desencadenado ningtin aviso.

Revision del 1. En el panel Experiment Menu (Ment del experimento), seleccione Analysis
resumen QC (Analisis) » QC Summary (Resumen QC).

Nota: Sien la pantalla QC Summary (Resumen QC) no aparece ningun dato, haga
clic en Analyze (Analizar).

2. Revise el resumen de avisos. En el experimento de ejemplo, no hay ningun pocillo
marcado.

3. En la tabla Flag Details (Detalles de aviso), observe las columnas Frequency
(Frecuencia) y Wells (Pocillos) para determinar qué avisos aparecen en el
experimento. En el experimento de ejemplo, en la columna Frequency (Frecuencia)
se muestra 0 en todas las columnas.

Nota: Un valor 0 en la columna Frequency (Frecuencia) indica que el aviso no
aparece en el experimento.

4. (Opcional) Haga clic en cada fila de avisos para ver informacion detallada acerca
del aviso.

QC Summary

Flag v
Total Wells: 48 | Processed Wells: 24 | Targets Used: 1
Wells Set Up: 24 | Flagged Wells: 0 Samples Used 2 ‘
‘ 2
Flag Details
: 3
Flag Name Frequency Wells
4 FAMP NG Amplification in negative contral 0 -~
BADROX Bad passive reference signal 0
OFFSCALE Fluorescence is offscale 0
HIGHSD High standard deviation in replicate group 0
MNOAMP Mo amplification 0
NOISE Noise higher than others in plate 0
SPIKE Moise spikes 0
MOSIGMAL Mo signal inwell 0
OUTLIERRG Outlier in replicate group 0
EXPFAIL Exponential algarithm failed 0 b

Flag AMPNC—Amplification in negative control

Flag Detail: A sequence amplified in a negative control
reachon

Flag Criteria: Cr < 35.0
Flagged Wells: MNone

View AMPNC Troubleshootng Information

Notas
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Revision del resumen QC

Posibles avisos En los experimentos de curva estandar, los datos del experimento pueden desencadenar
los avisos que se indican a continuacion.

Si en el experimento no aparece un aviso, su frecuencia sera 0. Si la frecuencia es >0, eso
significa que el aviso aparece en alglin lugar del experimento; la posicion del pocillo se
indica en la columna Wells (Pocillos).

aviso Descripcion
AMPNC Amplificacién en control negativo
BADROX Senfal de referencia pasiva incorrecta
BLFAIL Error del algoritmo de linea basal
CTFAIL Error del algoritmo Ct
EXPFAIL Error del algoritmo exponencial
HIGHSD ' Desviacion estandar alta en el grupo de replicados
NOAMP No hay amplificacion
NOISE Ruido mayor que otros en la placa
NOSIGNAL No hay sefal en el pocillo
OFFSCALE La fluorescencia estéa fuera de la escala
OUTLIERRG Valor atipico en el grupo de replicados
SPIKE ' Picos de ruido
THOLDFAIL Error en el algoritmo de la linea umbral

Notas
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Directrices de Cuando analice su propio experimento de curva estandar:

analisis » Haga clic en cada indicador de la tabla Flag Details (Detalles de avisos) con una
frecuencia >0 para ver informacion detallada acerca del indicador. Si es necesario,
haga clic en el vinculo de solucion de problemas para saber como corregir el
indicador.

* Puede cambiar las opciones de los indicadores:
— Ajustar la sensibilidad para que se marquen mas o menos pocillos.

— Cambiar los avisos que aplica el software StepOne.

Para obtener mas Para obtener mas informacion acerca de la pantalla QC Summary (Resumen QC) o de las
informacidén opciones de avisos, acceda a la ayuda del software StepOne haciendo clic en ® o
pulsando F1.

Notas
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Omision pocillos en el andlisis

Omisién pocillos en el analisis

Errores experimentales pueden causar que algunos pocillos se amplifiquen de manera
insuficiente o no se amplifiquen. Estos pocillos suelen producir valores C; que difieren
significativamente de los valores medios de los pocillos de replicados asociados. Si se
incluyen en los calculos, estos valores atipicos pueden dar lugar a mediciones erroneas;
para garantizar la precision, omita los valores atipicos del analisis.

Acerca del En el experimento de curva estandar de ejemplo, no hay valores atipicos; no es necesario
experimento de  quitar ningun pocillo del analisis.
ejemplo

Omisién de 1. En el panel Experiment Menu (Menu del experimento), seleccione Analysis
pocillos (Analisis) » Amplification Plot (Grafica de amplificacion).

Nota: Si en la pantalla Amplification Plot (Grafica de amplificacion) no aparece
ningun dato, haga clic en Analyze (Analizar).

2. Enla pantalla Amplification Plot (Grafica de amplificacion), seleccione C vs Well
(C; y pocillo) en el menu desplegable Plot Type (Tipo de grafica).

3. Seleccione la ficha View Well Table (Ver tabla de pocillos).

4. En la tabla de pocillos:

a. En el menu desplegable Group By (Agrupar por), seleccione Replicate
(Replicado).

b. Fijese si en el grupo de replicados hay algin valor atipico (asegurese de que
presentan un aviso). En el experimento de ejemplo, no hay ningtn valor atipico.

Notas

Guia de introduccién a Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System para experimentos de curva estandar 103



ﬂ Capitulo 5 Andlisis del experimento

Omision pocillos en el andlisis

3

[ Visw Plate Layout | View Well Table ]
4a ‘

Select Wells With: |- Select Ttem - %

T |
[ snowinTapie v | croupay v | ‘ Expand Al | Callapse
[
# | well Quantity Quantity Mean Quantity SO Omit Flag Sample M... | TargetN... Task Dyes crT CT Mean CTSD
=l RNase P
1 Al " RMNase P NTC FAM-NFQ-MGE Undetermined
2 A2 " RMNase P NTC FAM-NFQ-MGE Undetermined
| A3 " RMNase P NTC FAM-NFQ-MGE Undetermined
= RNase P - 10000.0
4 B2 10,000 " RMase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 26.890259 26.874556 0
5 B3 10,000 " RMase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 26.85095 26.874556 0
[} B4 10,000 " RMase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 26.882454 26.874556 0
= RNase P - 1250.0
7 c3 1,250 " RMase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 29.949043 29.989813 0
8 Cc4 1,250 " RMase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 29.9701 29.989813 0
9 c5 1,250 " RMase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 30.050293 29.989813 0
= RNase P - 2500.0
10 B8 2,500 " RMase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 28.97373 28.981377 0
11 Cc1 2,500 " RMase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 29.005375 28.981377 0
12 c2 2,500 " RMase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 28.965023 28.981377 0
= RNase P - 5000.0
13 BS 5,000 " RMase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 27.B60065 27.904566 0
14 B6& 5,000 " RMase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 27.921917 27.904566 0
15 B7 5,000 " RMase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 27.931719 27.904566 0
=l RNase P - 625.0
16 Cé 625 " RMase P STANDARD FAM-NFQ-MGE 31.05255 31.04659
17 7 eo i Dhizca D STAMMADR  EAMLWMEA_MAR 21 MEINEE 24 NAEED

Directrices de Cuando analice su propio experimento de curva estandar, fijese bien si en los grupos de
analisis replicados hay valores atipicos. Si es necesario, quite manualmente los valores atipicos
con la tabla de pocillos:

1. En el panel Experiment Menu (Ment de experimento), seleccione Analysis
(Analisis) » Amplification Plot (Grafica de amplificacion).

Nota: Si en la pantalla Amplification Plot (Grafica de amplificacion) no aparece
ningun dato, haga clic en Analyze (Analizar).

2. Enlapantalla Amplification Plot (Grafica de amplificacion), seleccione C vs Well

(C; y pocillo) en el menu desplegable Plot Type (Tipo de gréafica).

3. Seleccione la ficha View Well Table (Ver tabla de pocillos).

4. En la tabla de pocillos:

a. En el menu desplegable Group By (Agrupar por), seleccione Replicate
(Replicado).

b. Fijese si en el grupo de replicados hay algtin valor atipico (asegurese de que
presentan un aviso).

c. Active la casilla de verificacion Omit (Omitir) que hay junto a los pocillos con
valores atipicos.

5. Haga clic en Analyze (Analizar) para volver a analizar los datos del experimento sin
los pocillos con valores atipicos.

Notas
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Revision de la grafica multicomponente

Para obtener mas Para obtener mas informacion acerca de la omision de pocillos del analisis, acceda a la
informacion  ayuda del software StepOne haciendo clic en @) o pulsando F1. En la ayuda, busque los
temas relacionados con la omision de pocillos:

1. Haga clic en la ficha Search (Buscar).

2. Escriba omit well (omision de pocillos).
3. Haga clic en List Topics (Ver temas).
4

. Haga doble clic en los temas que desee leer.

Revisidon de la grafica multicomponente

La pantalla Multicomponent Plot (Grafica multicomponente) muestra la contribucion
espectral completa de cada fluorocromo de un pocillo seleccionado durante el tiempo que
dura la reaccion de PCR.

Acerca del En el experimento de curva estandar de ejemplo, en la pantalla Multicomponent Plot
experimento de (Grafica multicomponente) hay que fijarse en:

ejemplo + Fluorocromo ROX™ (referencia pasiva)
* Fluorocromo FAM™ (notificador)
* Picos, depresiones y/o cambios repentinos
* Amplificacién en pocillos de control negativo

Revision dela 1. En el panel Experiment Menu (Menu del experimento), seleccione Analysis
grafica (Andlisis) » [[s] Multicomponent Plot (Grafica multicomponente).
multicomponente

Nota: Sien la pantalla Multicomponent Plot (Grafica multicomponente) no aparece
ningun dato, haga clic en Analyze (Analizar).

2. Muestre un solo pocillo a la vez en la pantalla Multicomponente Plot (Grafica
multicomponente):

a. Haga clic en la ficha View Plate Layout (Ver disposicion de placa).

b. Seleccione un pocillo en la disposicion de la placa; el pocillo se muestra en la
pantalla Multicomponent Plot (Grafica multicomponente).

3. En el ment desplegable Plot Color (Color de grafica), seleccione Dye
(Fluorocromo).

4. Haga clic en !~ Show/Hide the plot legend (Mostrar/ocultar la leyenda de la
grafica).

5. Compruebe la sefial del fluorocromo ROX. En el experimento de ejemplo, la sefial

del fluorocromo ROX permanece constante a lo largo del proceso de PCR, lo que
indica que los datos son tipicos.

Notas
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Revision de la grafica multicomponente

6. Compruebe la sefial del fluorocromo FAM. En el experimento de ejemplo, la sefial
del fluorocromo FAM aumenta a lo largo del proceso de PCR, lo que indica que la
amplificacion es normal.

3 4 2a
Multicomponent Plot _.< View Plate Layout | View well Table |
Plot Setti > SelzctWells With:  Target | selectitem- ~|
‘ ‘
Plot Color Dye ~
| Elshuwm Wells ¥ | VwewLegend ‘ | e |
iy 2
1 [ 2 I 3 [ 1
Multicomponent Plot .
P DRNasaF‘ DRNaseP DRNaseP 24QE;SE -
' A CT Undetermined | CT Undetermined G Undetermined
300,000 Cr:28.96
275.000 RNase P E RNase P D RNase P D RNase P
250,000 B [|4.95E3 1E4 1E4 1E4
235,000 CT:27.93 CT. 26.89 CT. 2685 CT:26.88
o
2 200,000 [ rhase p ] rhase P [ ruase ¢ [ rhase P
& 175,000 ¢ | 2.5E3 2.5E3 1.25E3 1.25E3
P CT:29.01 cT. 2897 CT.29.95 CT:29.97
E} -
5 = 1280001 -+
100,000 D 2b
6 75 nnn
50,000 B
25,000 E
E S T P T S A A S s S s P AR A AR R AR ||
Cycle L
Legend F a
B =0 Il ran < | ¥
wells: [[ 6 Unknown [ 15 Standard [1] 3 Negative Control 24 Empty

7. Seleccione de uno en uno los pocillos de control negativo y compruebe la
amplificacion. En el experimento de ejemplo, no hay amplificacion en los pocillos
de control negativo.

Plot Setti > Select Wells With [Target v || selectitem- v
| [0 showinwells v View Legend | ‘ o
B = =
1 2 | 3 | [
Multicomponent Plot 1
25,000 [ Rhase P [ ruase P [ Rhase P 3 AQE;EE 1
’ # |cr Undetermined |G Undetermined | CT: Undetermined |
300,000 CT.28.96
275,000 RNase P [ ruase ¢ [ rhase P ] rhase P
250,000 B |4.95E3 1E4 1E4 1E4
225,000 Ccr.27.93 CT.26.89 CT:26.85 CT. 26.88
@
= 200,000 : [ rhzse P & rhase ¢ [ rhase p [ rhzse P
2 175,000 c|2.5E3 2.5E3 1.25E3 1.25E3
- CT. 29.01 CT. 2897 CT:29.95 CT. 20.97
3 —
L q2500n 1 S S
7 4nn nfyn [n]
75.020
50,000
25,000 E
o 002 & 6 & W 12 14 16 1@ 0 2 2 2/ W W W ¥ B W W 42 [
Cycle B
Legend F 2
I Rox [ Fam < ] s
Wells 6 Unknown E 15 Standard DS Megative Control 24 Empty
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Revision de la grafica multicomponente

Directrices de Cuando analice su propio experimento de curva estandar, fijese en:
analisis + Referencia pasiva: el nivel de fluorescencia del fluorocromo de referencia pasiva
debe permanecer relativamente constante a lo largo del proceso de PCR.

* Fluorocromo del notificador: el nivel de fluorescencia del fluorocromo del
notificador deberia indicar una region plana que se corresponde con la linea basal,
seguida por un rapido aumento en la fluorescencia a medida que la amplificacion
continua.

* Cualquier irregularidad de la sefial: no deberia haber ningun pico, depresion ni
cambio subito en la sefial fluorescente.

* Pocillos de control negativo: no deberia haber ninguna amplificacion en los pocillos
de control negativo.

Para obtener mas Para obtener mas informacion acerca de la pantalla Multicomponent Plot (Grafica
informacién  multicomponente), acceda a la ayuda del software StepOne haciendo clic en Qo
pulsando F1.

Notas
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Revisidon de la grafica de datos brutos

En la pantalla Raw Data Plot (Grafica de datos brutos), se muestra la sefial de
fluorescencia no analizada (no normalizada) para cada filtro optico de los pocillos
seleccionados durante cada ciclo de la PCR en tiempo real.

Acerca del En el experimento de curva estandar de ejemplo, hay que revisar la pantalla Raw Data
experimento de Plot (Grafica de datos brutos) para comprobar si hay un aumento estable de la sefial (que
ejemplo  no hay ninguna depresion ni cambio abrupto) a partir del filtro apropiado.

Revision dela 1. En el panel Experiment Menu (Menu de experimento), seleccione Analysis
grafica de datos (Analisis) » Raw Data Plot (Grafica de datos brutos).
brutos
Nota: Si en la pantalla Raw Data Plot (Grafica de datos brutos) no aparece ningtin
dato, haga clic en Analyze (Analizar).

2. Para ver los 48 pocillos en la pantalla Raw Data Plot (Grafica de datos brutos), haga
clic en la esquina superior izquierda de la disposicion de la placa en la ficha View
Plate Layout (Ver disposicion de placa).

3. Haga clic en = Show/Hide the plot legend (Mostrar/ocultar la leyenda de la
grafica).

4. Haga clic y arrastre el puntero Show Cycle (Mostrar ciclo) desde el ciclo 1 al 40. En
el experimento de ejemplo, hay un aumento estable en la sefial desde el filtro 1, que
se corresponde con el filtro del fluorocromo FAM™.

Notas
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Raw Data Plot
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Raw Data Plot
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Los filtros del sistema StepOne™ son:

Filtro Fluorocromo

1 Fluorocromo FAM™

Fluorocromo SYBR®
Green

2 Fluorocromo JOE™

Fluorocromo VIC®

3 Fluorocromo™ROX

Directrices de Cuando analice su propio experimento de curva estandar, fijese en lo siguiente para cada
analisis filtro:
» Crecimiento caracteristico de la sefial

* Depresiones o cambios abruptos

Para obtener mas Para obtener mas informacion acerca de la pantalla Raw Data Plot (Grafica de datos
informacion  brutos), acceda a la ayuda del software StepOne haciendo clic en g) o pulsando F1.

Notas
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Notas
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ApéndiceA

“ Flujos de trabajo alternativos
del experimento

Este apéndice cubre los siguientes temas:

B Flujo de trabajo Advanced Setup (Configuracion avanzada)................ 112
B Flujo de trabajo QuickStart (Inicio rapido) . .......... ..., 113
B Flujo de trabajo utilizandomoldes . . .......... ... ... ... ... . 114
B Fluyjo trabajo para la exportacion/importacion . .. ................ooon... 115

Nota: Para obtener mas informacion acerca de alguno de los temas que se explican en
esta guia, acceda a la ayuda desde Applied Biosystems StepOne'™ Real-Time PCR
System Software pulsando F1, haciendo clic en @ en la barra de herramientas o
seleccionado Help (Ayuda) » StepOne Help (Ayuda de StepOne).

Notas
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Flujo de trabajo Advanced Setup (Configuracion avanzada)

Flujo de trabajo Advanced Setup (Configuracion avanzada)

Si crea un experimento de curva estandar con el flujo de trabajo Advanced Setup
(Configuracién avanzada) del software StepOne™, puede configurar el experimento de
acuerdo con el disefio.

1. Configure un nuevo experimento:

a. Haga doble clic en g (acceso directo al software StepOne) o seleccione Start
(Inicio) » All Programs (Todos los programas) » Applied
Biosystems » StepOne » StepOne v1.0.

b. En la columna Set Up (Configurar), haga clic en Advanced Setup
(Configuracion avanzada).

c. En el panel de navegacion, haga clic en Experiment Properties
(Propiedades del experimento) (predeterminado) y, a continuacion, escriba las
propiedades del experimento de ejemplo.

d. En el panel de navegacion, haga clic en Plate Setup (Configuracion de
placa) y, a continuacion, asigne los genes diana, los estandares y las muestras.

e. Enel panel de navegacion, haga clic en Run Method (Método de proceso)
y, a continuacion, escriba el volumen de la reaccion y cambie el perfil térmico
COMmo sea preciso.

f. En el panel de navegacion, haga clic en Reaction Setup (Configuracion
de reaccion) y, a continuacion, revise los volumenes calculados para las
reacciones PCR, la dilucidn seriada del estandar y las diluciones de muestras.
Editelos si es preciso.

d. (Opcional) En el panel de navegacion, haga clic en D Materials List (Lista
de materiales) y, a continuacion, seleccione y compre los materiales que
necesite para el experimento.

2. Prepare las reacciones PCR:
. Prepare el molde.

a
b. Prepare las diluciones de muestra.

o

Prepare la dilucion seriada del estandar.
d. Prepare la Mezcla de reaccion.

e. Prepare la placa de reaccion.

3. Realice el experimento:
a. Cargue la placa en el instrumento.
b. Inicie la reaccion

c. Descargue la placa del instrumento.

4. Analice los datos.

Notas

112 Guia de introduccion a Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System para experimentos de curva estandar



Apéndice A Flujos de trabajo alternativos del experimento “
Flujo de trabajo QuickStart (Inicio rapido)

Flujo de trabajo QuickStart (Inicio rapido)

Si crea un experimento de curva estandar con el flujo de trabajo QuickStart (Inicio
rapido), puede procesar las reacciones en el instrumento sin ninguna informacién de
configuracion de placa.

1. Prepare las reacciones PCR:
. Prepare el molde.

a
b. Prepare las diluciones de muestras.

o

Prepare la dilucion seriada del estandar.
d. Prepare la Mezcla de reaccion.

e. Prepare la placa de reaccion.

2. Inicie rapidamente el experimento:

a. Haga doble clic en € (acceso directo al software StepOne) o seleccione Start
(Inicio) » All Programs (Todos los programas) » Applied
Biosystems » StepOne » StepOne v1.0.

b. En la pantalla Run (Proceso), haga clic en zQ QuickStart (Inicio rapido).

c. Seleccione la ficha Experiment Properties (Propiedades del experimento) vy, a
continuacion, escriba las propiedades del experimento.

d. Seleccione la ficha Run Method (Método de proceso) y, a continuacion,
escriba el volumen de la reaccion y cambie el perfil térmico como sea preciso.

3. Realice el experimento:
a. Cargue la placa en el instrumento.
b. Inicie la reaccion

c. Descargue la placa del instrumento.
4. Complete la configuracion de la placa.

5. Analice los datos.

Notas
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Flujo de trabajo utilizando moldes

Si crea un molde para un experimento de curva estandar, puede configurar muchos
experimentos con la misma informacion de configuracion.

1. Cree un molde:

a. Haga doble clic en g- (acceso directo al software StepOne) o seleccione Start
(Inicio) » All Programs (Todos los programas) » Applied
Biosystems » StepOne » StepOne v1.0.

b. Abra un experimento existente o cree uno nuevo tal y como se describe en el
Capitulo 2.

c. Seleccione File (Archivo) » Save As Template (Guardar como molde).

d. En el cuadro de dialogo Save As Template (Guardar como molde), escriba un
nombre de archivo y, a continuacion, haga clic en Save (Guardar) para guardar
el molde.

e. Hagaclicen & Close (Cerrar).

2. Cree un experimento utilizando el molde:
a. Siaun no esta en la pantalla Home (Inicio), haga clic en Home (Inicio).

b. En la columna Set Up (Configurar), haga clic en (i/ Template (Molde).

c. En el cuadro de dialogo Open (Abrir), seleccione el molde que ha creado en el
paso 1.

d. Modifique el experimento con las herramientas del flujo de trabajo Advanced
Setup (Configuracion avanzada).

e. Hagaclicen [d Save (Guardar), escriba un nombre de archivo y, a
continuacion, haga clic en Save (Guardar) para guardar el experimento.

3. Prepare las reacciones PCR:
Prepare el molde.

a.
b. Prepare las diluciones de muestras.

o

Prepare la dilucion seriada del estandar.
d. Prepare la Mezcla de reaccion.

e. Prepare la placa de reaccion.

4. Realice el experimento:
a. Cargue la placa en el instrumento.
b. Inicie el proceso
c. Descargue la placa del instrumento.
5. Analice los datos.

Notas
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Flujo trabajo para la exportaciéon/importaciéon

Si crea un experimento de curva estandar con el flujo de trabajo de
exportacion/importacion, puede configurar un experimento nuevo con los datos
exportados desde otros experimentos.

1. Haga doble clic en g (acceso directo al software StepOne) o seleccione Start
(Inicio) » All Programs (Todos los programas) » Applied
Biosystems » StepOne » StepOne v1.0.

2. Abra un experimento existente o cree uno nuevo tal y como se describe en el
Capitulo 2.

3. Mientras el experimento esta abierto, exporte la informacion de configuracion:
a. Seleccione File (Archivo) » Export (Exportar).

b. En la ficha Export Properties (Propiedades de exportacion), seleccione Setup
(Configuracion).

c. Seleccione One File (Un archivo) en el menu desplegable.
d. Seleccione [£] (*.txt) en el menu desplegable File Type (Tipo de archivo).

e. Seleccione Open file(s) when export is complete (Abrir archivos cuando
termine la exportacion).

f. Haga clic en Start Export (Iniciar exportacion) y, a continuacion, haga clic en
Close Export Tool (Cerrar herramienta de exportacion) cuando se le solicite.

4. Utilice el archivo exportado como molde y cree la configuracion de placa deseada:

a. Con una aplicacién de hojas de calculo (por ejemplo, el software Microsoft®
Excel), abra el archivo de texto exportado.

b. Sustituya los parametros del archivo de texto como sea preciso. Cuando haya
terminado, guarde el archivo en un formato de texto delimitado por
tabuladores.

iIMPORTANTE! El archivo de texto debe tener el formato correspondiente al
formato de la disposicion de la placa del software StepOne. Para obtener mas
informacion acerca del formato de disposicion de la placa, acceda a la ayuda
haciendo clic en @ en la barra de herramientas o seleccionando Help
(Ayuda) » StepOne Help (Ayuda de StepOne).

5. Si aun no esta en la pantalla Home (Inicio), haga clic en Home (Inicio).

6. En la columna Set Up (Configurar), haga clic en | |[i ] | Advanced Setup
(Configuracion avanzada).

Notas
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7. Informacion de configuracion de la importacion:
a. Seleccione File (Archivo) » Import (Importar).

b. Haga clic en Browse (Examinar), seleccione el archivo *.txt que ha creado en
el paso 4 y, a continuacion, haga clic en Select (Seleccionar).

c. Haga clic en Start Import (Iniciar importacion).

8. Prepare las reacciones PCR:
a. Prepare el molde.
b. Prepare las diluciones de muestras.

Prepare la dilucién seriada del estandar.

o

d. Prepare la Mezcla de reaccion.

e. Prepare la placa de reaccion.

9. Realice el experimento:
a. Cargue la placa en el instrumento.
b. Inicie el proceso

c. Descargue la placa del instrumento.

10. Analice los datos.

Notas

116 Guia de introduccion a Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System para experimentos de curva estandar



Bibliografia

Kwok, S. and Higuchi, R. 1989. Avoiding false positives with PCR. Nature
339:237-238.

Saiki, R.K., Scharf, S., Faloona, F,, et al. 1985. Enzymatic amplification of B-globin
genomic sequences and restriction site analysis for diagnosis of sickle cell anemia.
Science 230:1350-1354.

Guia de introduccién a Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System para experimentos de curva estandar 117



Bibliografia

118 Guia de introduccion a Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System para experimentos de curva estandar



agente de bloqueo
del IPC

AlIF

alelo

amplicén

amplificacion

apantallador

apantallador de no
fluorescencia-
ligando de unién al
surco menor (NFQ-
MGB)

archivo de
informacion de
ensayo (AIF)

asistente de diseno

Glosario

Reactivo afiadido a las reacciones PCR para bloquear la amplificacion del control positivo
interno (IPC).

Abreviatura de archivo de informacion de ensayo (Assay Information File).

Para un gen diana determinado, cualquiera de las diferentes secuencias que se producen
en la poblacion.

Segmento de DNA amplificado durante la PCR.

Parte del proceso del instrumento, durante el cual la PCR produce la amplificacion del
gen diana. En los experimentos de cuantificacion, los datos de fluorescencia recogidos
durante la amplificacion se muestran en una grafica de amplificacion y se utilizan para
calcular los resultados. Si la amplificacion esta incluida en el proceso del instrumento
StepOne™ para experimentos de genotipado o presencia/ausencia, los datos de
fluorescencia recogidos durante la amplificacion se muestran en una grafica de
amplificacion y se pueden utilizar para solucionar problemas.

Molécula unida al extremo de 3’ de las sondas TagMan® para evitar que el notificador
emita una sefial de fluorescencia mientras la sonda esté intacta. Con los reactivos
TagMan®, se puede utilizar un apantallador no fluorescente-unién de ligando de surco
menor (NFQ-MGB) como apantallador. Con reactivos SYBR Green, no se utiliza ningiin
apantallador.

iIMPORTANTE! Applied Biosystems no recomienda el uso del fluorocromo TAMRA™
como notificador o apantallador con el sistema StepOne™".

Moléculas que estan unidas al extremo de 3’ de las sondas TagMan®. Si la sonda esta
intacta, el apantallador no fluorescente (NFQ) evita que el fluorocromo del notificador
emita una sefal de fluorescencia. Dado que el NFQ no emite ninguna fluorescencia,
produce sefiales de fondo mas bajas, lo que se deriva en una mayor precision en la
cuantificacion. El ligando de unién al surco menor (MGB) aumenta la temperatura de
fusion (Tm) sin aumentar la longitud de la sonda. También permite el disefio de sondas
mas cortas.

Archivo de datos del CD que se incluye con cada pedido de ensayo. El nombre de archivo
incluye el nimero del codigo de barras de la placa. La informacion del AIF se incluye en
un formato delimitado por tabuladores.

Funcién del software StepOne™ que le ayuda a configurar el experimento guiandole a
través de los mejores procedimientos para comenzar el disefio del experimento.
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AutoA Opcidén para aumentar o reducir la temperatura y/o el tiempo con cada ciclo posterior de
una fase ciclica. Cuando AutoA esta habilitado, las opciones se indican por medio de un
icono en el perfil térmico:

e AutoA activado: A
* AutoA desactivado: &

biblioteca de Recogida de dianas en el software StepOne™.

dianas

biblioteca de Recogida de ensayos SNP en el software StepOne™.

ensayos SNP

biblioteca de Recogida de muestras en el software StepOne . La biblioteca de muestras contiene el
muestras nombre de la muestra y el color de la muestra.

calibracion espacial  Tipo de calibracién del sistema StepOne™ en el que el sistema asigna las posiciones de
los pocillos en el bloque de muestras. Los datos de la calibracion espacial se utilizan para
que el software pueda asociar aumentos de la fluorescencia durante un proceso con
pocillos especificos de la placa de reaccion.

calibrador Véase muestra de referencia.

cantidad En los experimentos de cuantificacion, la cantidad de diana en las muestras. La cantidad
absoluta puede referirse al nimero de copias, la masa, la molaridad o la carga viral. La
cantidad relativa se refiere a la diferencia entre la cantidad de diana normalizada en la
muestra y la cantidad de diana normalizada en la muestra de referencia.

cantidad estandar Cantidad conocida de la reaccion PCR.

* En los experimentos de curva estandar, la cantidad conocida de diana. Las unidades
de la cantidad estandar pueden ser la masa, el nimero de copias, la carga viral u
otras unidades para medir la cantidad del gen diana.

* En los experimentos de curvas estandar relativas, cantidad conocida en el estandar.
Por ejemplo, la cantidad estandar puede referirse a la cantidad de cDNA o la
cantidad de solucion madre. Las unidades no son relevantes en los experimentos de
curvas estandar relativas, porque se compensan en los calculos.

cantidad inicial Cuando se define una curva estandar o una dilucion seriada del estandar, se corresponde
con la cantidad mayor o menor.

cantidad Cantidad de diana dividida por la cantidad de control endégeno.
normalizada
cebador directo Oligonucledtido que flanquea el extremo de 5” del gen diana. El cebador reverso y el

cebador directo se utilizan juntos en las reacciones PCR para amplificar el gen diana.

cebador reverso Oligonucleétido que flanquea el extremo de 3” del gen diana. El cebador reverso y el
cebador directo se utilizan juntos en las reacciones PCR para amplificar el gen diana.

ciclo del umbral (C;) Numero del ciclo de la PCR en el que AR, llega a la linea umbral en la grafica de
amplificacion.
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Glosario

Valores calculados a partir de la recta de regresion de las curvas estandar, incluido el valor
R?, la pendiente y el punto de interseccion y. Los valores del coeficiente de regresion se
pueden utilizar para evaluar la calidad de los resultados a partir de los estandares. Véase
también curva estandar.

Color asignado a un gen diana para identificarlo en la disposicion de la placa y las
graficas de analisis.

Campo del software que aparece en la ficha Sample Dilution Calculations (Calculos de
dilucion de muestras) de la pantalla Reaction Setup (Configuracion de reaccion). En este
campo, escriba la concentracion de la muestra que desea utilizar para afiadirla a la mezcla
de reaccion de todas las muestras del experimento. "10Xfor Reaction Mix" (10X por
mezcla de reaccidn) significa que el software asume que la muestra o el componente
estandar de la mezcla de reaccion tiene una concentracion del 10X. Por ejemplo, si la
concentracion de las muestras diluidas es 50,0 ng/uL (10X), la concentracion de la
muestra final de la reaccion es 5 ng/uL (1X).

Funcién del software StepOne'™ que permite configurar el experimento de acuerdo con el
disefio de dicho experimento.

Diana que deberia existir a niveles similares en todas las muestras que se estan probando.
Se utiliza en experimentos de cuantificacion relativa y C; (AACy) comparativo para
normalizar las sefiales de fluorescencia del gen diana que se esta cuantificando. También
se conoce como gen de mantenimiento.

En los experimentos de presencia/ausencia, un molde de DNA sintético corto que se
afnade a las reacciones PCR. Se puede utilizar el IPC para distinguir los resultados
negativos auténticos de las reacciones afectadas por los apantalladores de PCR, una
configuracion incorrecta del ensayo o un fallo del reactivo o el instrumento.

En los experimentos del sistema StepOne ", tarea asignada a los genes diana o los ensayos
de SNP en los pocillos que contienen agua o tampones en lugar de un molde de muestras.
En los pocillos de control negativo, no se deberia producir ninguna amplificacion del gen
diana.

Véase también pocillos de IPC de control negativo bloqueado.

Véase control negativo (NC).

En los experimentos de genotipado, la tarea del ensayo de SNP en pocillos que contienen
un molde de muestras con un genotipo conocido.

Abreviatura de ciclo del umbral (Threshold Cycle).

Opcioén de analisis en la que el software calcula de manera automatica las lineas umbral
y basal de la grafica de amplificacion. El software utiliza las lineas basal y umbral para
calcular el ciclo del umbral (C).

Opciodn de analisis en la que se introduce el valor del umbral y se selecciona si se desean

utilizar calculos de linea basal automaticos o manuales. El software utiliza el valor de la
linea umbral que se introduce y la linea basal para calcular el ciclo del umbral (Cy).
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curva de Véase curva de fusion.
disociacion
curva de fusion Visualizacion de los datos recogidos durante la fase de la curva de fusion. Los picos de la

curva de fusion pueden indicar la temperatura de fusion (Tm) del gen diana o pueden
identificar una amplificacion de la PCR no especifica. La curva de fusion se puede ver
como una comparacion del notificador normalizado (R,) y la temperatura o como una
comparacion del notificador derivativo (—R,") y la temperatura.

curva estandar En los experimentos de curva estandar y cuantificacion relativa:

» Lalinea con un ajuste dptimo de una grafica de valores Cy a partir de las reacciones
estandar trazadas sobre cantidades de estandar. Véase también recta de regresion.

* Conjunto de estandares que contiene una serie de cantidades conocidas. Los datos
de las reacciones de la curva estandar se utilizan para generar la curva estandar. La
curva estandar se define por el nimero de puntos de la serie, el nlimero de
replicados estandar, la cantidad inicial y el factor en serie. Véase también dilucion
seriada del estandar.

delta R, (AR,) Abreviatura de notificador normalizado con linea basal corregida (baseline-corrected
normalized reporter).

desconocidos En los experimentos de cuantificacion, la tarea del gen diana en pocillos que contienen un
molde de muestras con cantidades de diana desconocidas.

En los experimentos de genotipado, la tarea del ensayo de SNP en pocillos que contienen
un molde de muestras con un genotipo desconocido.

En los experimentos de presencia/ausencia, la tarea del gen diana en pocillos que
contienen un molde de muestras en la que no se conoce la presencia del gen diana.

diana La secuencia de acido nucleico que se desea amplificar y detectar.

dilucion seriada del  En los experimentos de curvas estandar y curvas estandar relativas, conjunto de normas

estandar que contienen una serie de cantidades conocidas. La dilucion seriada del estandar se
prepara por medio de estandares de dilucion en serie. Por ejemplo, la solucion madre
estandar se utiliza para preparar el primer punto de dilucion, el primer punto de dilucion
se utiliza para preparar el segundo punto de dilucion, etc. Los volumenes necesarios para
preparar una dilucion seriada del estandar se calculan mediante el numero de puntos de
dilucion, el namero de replicados estandar, la cantidad inicial, el factor en serie y la
concentracion estandar en la solucion madre. Véase también curva estandar.

diluyente Reactivo utilizado para diluir una muestra o estandar antes de afadirlo a la reaccion PCR.
El diluyente puede ser agua o un tampoén.

disposicion de Ilustracion de la rejilla de 6 x 8 pocillos y contenido asignado en la placa de reaccion.

placa En el software, puede utilizar la disposicion de la placa como una herramienta de
seleccidn para asignar el contenido de los pocillos, ver las asignaciones de los pocillos y
ver los resultados. La disposicion de la placa se muestra en las pantallas Design Wizard
(Asistente de disefio), Advanced Setup (Configuracion avanzada), de protocolo de
termociclado y de andlisis. La disposicion de la placa se puede imprimir, incluir en un
informe, exportar y guardar como una diapositiva para una presentacion.
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Disposicion del sistema en la que el instrumento StepOne” no estd conectado a un
ordenador por medio del cable amarillo del sistema StepOne . En su lugar, se utiliza una
unidad USB ( 'LI’ ) para transferir datos entre los componentes del sistema StepOne"". En
esta disposicion, el instrumento StepOne”" se controla por medio de la pantalla tactil del
instrumento.

Disposicién del sistema en la que el instrumento StepOne’ est4 conectado directamente
a un ordenador colocado por medio del cable del sistema StepOne™ amarillo. En esta
disposicion, el instrumento StepOne™™ esta controlado por medio del software StepOne™
del ordenador colocado.

Componente de reaccion que se muestra en la pantalla Reaction Setup (Configuracion de
la reaccion). El software asume que el DNA de muestra que se afiade a la Mezcla de
reaccion estd en una concentracion del 10X. Por ejemplo, si el volumen de la reaccion es
de 20 pL, el volumen calculado de la muestra de la reaccion 1 es 2 uL.

Véase eficiencia de amplificacion (EFF%).

Célculo de la eficiencia de la amplificacion de la PCR. La eficiencia de la amplificacion
se calcula utilizando la pendiente de la recta de regresion en la curva estandar. Una
pendiente proxima al —3,3 indica una eficiencia de amplificacion de la PCR 6ptima del
100%. Factores que afectan a la eficiencia de la amplificacion:

* Rango de cantidades de estandar: para obtener medidas de la eficiencia mas
exactas y precisas, utilice un amplio rango de cantidades de estdndar, de 5 a 6
registros (multiplicado por 10° a 10°).

* Numero de replicados estindar: para obtener mediciones de la eficiencia mas

precisas, incluya replicados para reducir los efectos de las imprecisiones del
pipeteado.

+ Apantalladores de la PCR: los apantalladores de la PCR en la reaccion pueden
reducir la eficiencia de la amplificacion.

En el sistema StepOne"”, reaccién PCR que contiene cebadores para amplificar un gen
diana y un reactivo para detectar el gen diana amplificado.

Se utiliza en los experimentos de genotipado. Es una reaccion PCR que contiene
cebadores para amplificar el SNP y dos sondas para detectar diferentes alelos.

Los ensayos de genomas TagMan® que se fabrican cuando se solicitan. S6lo se envian los
ensayos que cumplen las especificaciones de control de calidad de la fabricacion.

Ensayos de genomas TagMan® fabricados previamente, que cumplen las especificaciones
de control de calidad y que se guardan en el inventario.

Muestra que contiene cantidades de estandar conocidas. Las reacciones estandar se
utilizan en experimentos de cuantificacidon para generar curvas estandar. Véase también
curva estandar y dilucién seriada del estandar.
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Se refiere al proceso completo de realizacion de un proceso con el sistema StepOne™,
incluida la configuracidn, el proceso y el analisis. Tipos de experimentos que se pueden
realizar con el sistema StepOne™ :

* Cuantificacion : curva estandar

+ Cuantificacion : cuantificacion relativa

* Cuantificacion: C; (AAC;) comparativo

* Curva de fusion

* Genotipado

« Presencia/ausencia

Experimento en el que los datos de fluorescencia que se recogen en una lectura posterior
a la PCR se utilizan para calcular resultados para experimentos de genotipado o
presencia/ausencia.

Véase factor en serie.

Valor numérico que define la secuencia de cantidades en la curva estandar. El factor en
serie y la cantidad inicial sirven para calcular la cantidad estandar de cada punto de la
curva estandar. Por ejemplo, si la curva estandar se define con un factor en serie de 1:10
o 10, la diferencia entre 2 puntos adyacentes cualquiera en la curva se multiplica por 10.

Componente del perfil térmico. Una fase consta de uno o varios pasos.

Fase del perfil térmico que se repite. Si la fase ciclica se utiliza para realizar la PCR, se
denomina fase de amplificacion.

Fase del perfil térmico con un incremento de temperatura para generar una curva de
fusion.

Fase del perfil térmico que incluye uno o varios pasos. Por ejemplo, puede afiadir una fase
de espera al perfil térmico para activar enzimas, para desactivar enzimas o para incubar
una reaccion.

Fluorocromo fabricado por Applied Biosystems y precalibrado en el sistema StepOne ™.
Fluorocromos del sistema:

* Fluorocromo FAM™

+ Fluorocromo JOE™

+ Fluorocromo "ROX

+ Fluorocromo SYBR® Green

* Fluorocromo VIC®

iIMPORTANTE! Applied Biosystems no recomienda el uso del fluorocromo TAMRA™
como notificador o apantallador con el sistema StepOne™".

124 Guia de introduccion a Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System para experimentos de curva estandar



fluorocromo
personalizado

fluorocromo puro
(Pure Dye)

gen de
housekeeping o
ubicuo

grafica de
amplificacion

grafica de datos
brutos

grafica de
discriminacién
alélica

grafica de
temperatura

grafica
multicomponente

grupo de replicados

identificador de
ensayo

identificador
refSNP

Glosario

Fluorocromo que no fabrica Applied Biosystems. Puede utilizar fluorocromos
personalizados para realizar experimentos de PCR en tiempo real en el sistema StepOne ™.
Antes de utilizar fluorocromos personalizados, realice una calibracion del fluorocromo
personalizado.

iIMPORTANTE! Applied Biosystems no recomienda el uso del fluorocromo TAMRA™
como notificador o apantallador con el sistema StepOne"™.

Reactivo que contiene el fluorocromo fluorescente. Los fluorocromos puros se utilizan
para realizar una calibracion de fluorocromo puro en el sistema StepOne'. Véase también
fluorocromo del sistema.

Véase control endogeno.

Visualizacion de los datos recogidos durante la fase ciclica de la amplificacion de la PCR.
Se puede ver como:

* Notificador normalizado con linea basal corregida (AR,) comparado con el ciclo
* Notificador normalizado (R,) comparado con el ciclo
* Ciclo del umbral (C;) comparado con el pocillo

Visualizacion de la amplitud de la fluorescencia de los pocillos seleccionados de todos los
filtros. Muestra la amplitud de la fluorescencia de todos los puntos de recogida de datos
del proceso.

Visualizacion de los datos recogidos durante la lectura posterior a la PCR. La grafica de
discriminacion alélica es una grafica de la sefial de notificacion normalizada procedente
de la sonda del alelo 1 que se ha trazado a partir de la sefial de notificacion normalizada
procedente de la sonda del alelo 2.

Visualizacion de temperaturas de la muestra, la cubierta del instrumento y el bloque de
instrumento durante el proceso del instrumento.

Visualizacion de los datos recogidos durante la fase ciclica de la PCR en tiempo real. La
grafica multicomponente muestra la fluorescencia de todos los ciclos del proceso.

Conjunto de reacciones idénticas de un experimento.

Valor asignado por Applied Biosystems a los TagMan® Gene Expression Assays y los
TagMan® SNP Genotyping Assays.

Numero que identifica el identificador de agrupamiento de SNP (refSNP) de referencia.
Lo genera dbSNP (Single Nucleotide Polymorphism Database of Nucleotide Sequence
Variation o Base de datos de polimorfismos nucle6tidos tinicos de variacion de secuencia
nucledtida). Se puede utilizar para buscar en el almacén de Applied Biosystems un
Applied Biosystems SNP Genotyping Assay. También se denomina niimero rs.
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interseccién y

IPC

IPC bloqueado

IPC+

lectura de punto
final

lectura posterior a
la PCR

lectura previa a la
PCR

linea basal

linea basal

automatica

linea basal manual

método Ct (AACy)
comparativo

método de
cuantificaciéon

Coeficiente de regresion calculado a partir de la recta de regresion en la curva estandar. La
interseccion y indica el ciclo del umbral esperado (Cr) para una muestra con una cantidad
igual a 1 (por ejemplo, 1 ng/uL).

Abreviatura de control positivo interno (Internal Positive Control). Ademas, en los
experimentos de presencia/ausencia, es la tarea del gen diana de IPC en pocillos que
contienen el molde de IPC.

En los experimentos de presencia/ausencia, tarea asignada al gen diana de IPC en los
pocillos que contienen un agente de bloqueo de IPC en lugar de un molde de las muestras.
Véase también pocillos de IPC bloqueados por control negativo.

Llamada de presencia/ausencia cuando el control interno positivo (IPC) es correcto.

Véase lectura posterior a la PCR.

Se utiliza en los experimentos de genotipado y presencia/ausencia. Es la parte del proceso
del instrumento que se produce después de la amplificacion. En los experimentos de
genotipado, los datos de fluorescencia que se recogen durante la lectura posterior ala PCR
se muestran en la grafica de discriminacion alélica y se utilizan para realizar llamadas de
alelos. En los experimentos de presencia/ausencia, los datos de fluorescencia que se
recogen durante la lectura posterior a la PCR se muestran en la grafica de
presencia/ausencia, y se utilizan para realizar llamadas de deteccion. También se
denomina lectura de punto final.

Se utiliza en los experimentos de genotipado y presencia/ausencia. Es la parte del proceso
del instrumento que se produce antes de la amplificacion. Los datos de fluorescencia que
se recogen durante la lectura previa a la PCR se utilizan para normalizar los datos de
fluorescencia posteriores a la lectura.

En la grafica de amplificacion, linea ajustada a los niveles de fluorescencia de un rango
de ciclos definido. Si se utiliza una opcién de analisis de linea basal manual, Applied
Biosystems recomienda seleccionar los primeros ciclos de la PCR para determinar la linea
basal.

Opciodn de analisis en la que el software calcula los valores de inicio y fin de la linea basal
para la grafica de amplificacion. El software utiliza las lineas basal y umbral para calcular
el ciclo del umbral (Cy).

Opcion de analisis en la que se introducen los valores de inicio y fin de la linea basal para
la grafica de amplificacion. El software utiliza las lineas basal y umbral para calcular
valores Cr.

Método de cuantificacion para experimentos de cuantificacion. Con el método C (AACy)
comparativo, se utilizan los resultados de una muestra de referencia y un control
enddgeno para determinar cantidades relativas de un gen diana en las muestras.

En los experimentos de cuantificacion, el método que se utiliza para determinar la
cantidad de diana en las muestras. En los experimentos de cuantificacion, hay tres tipos
de métodos de cuantificacion disponibles: curva estandar, C; (AAC;) comparativo y
cuantificacion relativa.
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M¢étodo de cuantificacion para experimentos de cuantificacion. Con el método de curva
estandar, los resultados de los estdndares se utilizan para determinar cantidades absolutas
de un gen diana en las muestras.

Meétodo de cuantificacion para experimentos de cuantificacion. Con el método de la
cuantificacion relativa, se utilizan los resultados de los estandares, una muestra de
referencia y un control enddgeno para determinar las cantidades relativas de un gen diana
en las muestras.

Definicion del volumen de reaccion y el perfil térmico del proceso del instrumento.

Componente de reaccion PCR que contiene el cebador directo y el cebador reverso
disefiados para amplificar el gen diana.

Componente de reaccion PCR que consta de cebadores disefiados para amplificar el gen
diana y una sonda TagMan® disefiada para detectar la amplificacion del gen diana.

Componente de reacciéon PCR de los Applied Biosystems TagMan® Gene Expression
Assays y los TagMan® SNP Genotyping Assays que consta de cebadores disefiados para
amplificar un gen diana y una sonda TagMan® disefiada para detectar la amplificacion del
gen diana.

Solucidn que contiene todos los componentes necesarios para procesar la reaccion PCR,
excepto el molde (de muestra, estindar o de control).

Componente de reaccion PCR que contiene una sonda TagMan® disefiada para detectar
la amplificacion del gen diana.

Acido nucleico que se afiade a la reaccion PCR. El molde recomendado varia en funcion
del tipo de experimento.

Funcion del software que permite ver el estado de un instrumento en red, enviar
experimentos al instrumento y descargar experimentos de procesos en el ordenador.

El molde que se esta probando.

En experimentos de cuantificacion relativa y Cr (AAC;) comparativo, la muestra que se
utiliza como base de los resultados cuantitativos relativos. También se denomina
calibrador.

Componente de reaccidon que se muestra en la ficha Reaction Mix Calculations (Calculos
de la muestra de reaccion) de la pantalla Reaction Setup (Configuracion de la reaccion).
El software asume que la muestra o el estandar que se afiade a la Mezcla de reaccion esta
en una concentracion del 10X. Por ejemplo, si el volumen de la reaccion es de 20 pL, el
volumen calculado de la muestra o estandar de la reaccion 1 es 2 uL.

Introducido durante la configuracion del experimento, es el nombre que se utiliza para
identificar el experimento. Los nombres de los experimentos no pueden superar los 100
caracteres y no pueden incluir ninguno de los siguientes caracteres: barra inclinada hacia
delante (/), barra inclinada hacia atras (\), signo mayor que (>), signo menor que (<),
asterisco (*), signo de interrogacion (?), comillas ("), linea vertical (]), dos puntos (:) o
punto y coma (;).
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notificador

notificador
derivado (-R,))

notificador
normalizado (R,)

notificador
normalizado con
linea basal
corregida (AR;)
ndamero rs

omitir pocillo

pantalla tactil

paso

PCR en tiempo real

pendiente

perfil térmico

pocillos de IPC de

control negativo

pocillos de IPC de

control negativo
bloqueado

punto

Fluorocromo fluorescente que se utiliza para detectar la amplificacion. Si se utilizan
reactivos TagMan®, el fluorocromo del notificador se une al extremo de 5”. Si se utilizan
reactivos SYBR® Green, el fluorocromo del notificador es SYBR® Green.

Se muestra en el eje y de la curva de fusion. La sefal del notificador derivado es el primer
derivado negativo de la fluorescencia normalizada del notificador.

Senial de fluorescencia que emite el fluorocromo del notificador normalizado a la sefial
de fluorescencia de la referencia pasiva.

La magnitud de la sefial de fluorescencia normalizada que genera el notificador durante
la amplificacion de la PCR.

AR, =R, (punto final) — R, (linea basal), donde R, = notificador normalizado.

Véase identificador refSNP.

Accidn que se realiza después del analisis para omitir uno o varios pocillos de todos los
analisis antes de volver a analizar los datos.

Visor del instrumento que se toca para controlarlo.

Componente del perfil térmico. Los pasos se definen por la temperatura, el tiempo, la
rampa y el estado de recogida de datos. En las fases ciclicas, los pasos también se definen
por medio del estado AutoA.

Proceso de recogida de datos de fluorescencia durante la amplificacion de la PCR. Los
datos de la PCR en tiempo real sirven para calcular los resultados de los experimentos de
cuantificacion o para solucionar los problemas de los resultados de los experimentos de
genotipado o presencia/ausencia.

Coeficiente de regresion calculado a partir de la recta de regresion en la curva estandar.
La pendiente indica la eficiencia de la amplificacion de la PCR para el ensayo. Una
pendiente de —3,3 indica una eficiencia de amplificacion del 100%. Véase también
eficiencia de amplificacion (EFF%).

Protocolo de termociclado que especifica la temperatura, el tiempo, la rampa y los puntos
de recogida de datos de todos los pasos y fases del proceso del instrumento.

En los experimentos de presencia/ausencia, pocillos que contienen un molde de IPC y un
tampon o agua en lugar de un molde de muestras en la reaccion PCR. El molde de IPC es
el tnico que se deberia amplificar en los pocillos de IPC de control negativo, porque la
reaccion no contiene ningin molde de muestras. Véase también IPC+.

En los experimentos de presencia/ausencia, pocillos que contienen un agente de bloqueo
del IPC en lugar de un molde de muestras en la reaccion PCR. No se deberia producir
ninguna amplificacion en los pocillos de IPC de control negativo bloqueado, porque la
reaccion no contiene ningin molde de muestras y la amplificacion del IPC esta
bloqueada. También se denomina "control negativo sin amplificacion” (NAC).

Un estandar en una curva estandar. La cantidad estandar de cada punto de la curva
estandar se calcula en base a la cantidad inicial y el factor en serie.
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Funcién del sistema StepOne™ que permite realizar el experimento sin introducir la
informacion de configuracion de la placa.

Véase reactivos.

La velocidad a la que cambia la temperatura durante el proceso del instrumento. Excepto
en el caso del paso de la curva de fusion, la rampa se define como un porcentaje. En el
caso del paso de la curva de fusion, la rampa se define como un incremento de la
temperatura. En el grafico del perfil térmico, la rampa se indica por medio de una linea
diagonal.

Combinacion de la muestra y el ensayo diana en una reaccion PCR. En el asistente de
disefio, cada reaccion PCR so6lo puede contener una muestra y un ensayo diana.

Combinacion de la muestra y el ensayo SNP en una reaccion PCR. Cada reaccion PCR
solo puede contener una muestra y un ensayo SNP.

Los componentes de la reaccion PCR que se esta utilizando para amplificar el gen diana
y detectar la amplificacion. Tipos de reactivos utilizados en el sistema StepOne"™":

+ Reactivos TagMan®
+ Reactivos SYBR® Green
e Otros reactivos

Componente de reaccion PCR que consta de dos cebadores que estan disefiados para
amplificar el gen diana y el fluorocromo SYBR® Green para detectar DNA bicatenario.

Componentes de reaccion PCR que constan de cebadores disefiados para amplificar el
gen diana y una sonda TagMan® disefiada para detectar la amplificacion del gen diana.

Accidn que realiza el software durante el analisis para quitar uno o varios pocillos de un
analisis posterior si se aplica un aviso especifico al pocillo.

Proceso durante la utilizacion del instrumento en el que un componente del instrumento
detecta datos de fluorescencia en cada pocillo de la placa de reaccion. El instrumento
transforma la sefial en datos electronicos y los datos se guardan en el archivo del
experimento. Los puntos de recogida de datos se indican por medio de un icono en el
perfil térmico:

* recogida de datos activada:

+ recogida de datos desactivada:

En los experimentos de curva estdndar y cuantificacion relativa, la linea que mejor se
ajusta a partir de la curva estandar. Férmula de la recta de regresion:

C; =m [registro (Cant)] + b
donde m es la pendiente, b es el punto de interseccion y, y Cant es la cantidad estandar.

Véase también coeficientes de regresion.
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referencia pasiva Fluorocromo que produce una sefial de fluorescencia. Dado que la sefial de referencia
pasiva deberia ser uniforme en todos los posillos, se utiliza para normalizar la sefial del
fluorocromo del notificador para justificar las fluctuaciones de fluorescencias causadas
por diferencias menores entre pocillos en concentraciones o en volumen. La
normalizacidn de la sefial de referencia pasiva permite obtener datos de gran precision.

replicados Numero total de reacciones idénticas que contienen componentes idénticos y volumenes
idénticos.
retrotranscriptasa Componente de reaccion PCR que convierte el RNA en cDNA. La retrotranscriptasa se

afiade a la reaccion PCR para realizar un RT-PCR de 1 paso.

R, Abreviatura de notificador normalizado (Normalized Reporter).
serie Véase dilucion seriada del estandar.
SNP Abreviatura de polimorfismo nucleétido unico (Single Nucleotide Polymorphism). El

SNP puede constar de una diferencia base o una indel (insercion/borrado).

tarea Tipo de reaccion realizada en el pocillo para el gen diana o el ensayo SNP. Tareas
disponibles en los experimentos del sistema StepOne ™
* Desconocida
* Control negativo
» Estandar (experimentos de curvas estandar y curvas estandar relativas)
» Control positivo (experimentos de genotipado)
+ [PC (experimentos de presencia/ausencia)
» IPC bloqueado (experimentos de presencia/ausencia)

temperatura de Punto en la curva de fusion en el que se produce un pico en los niveles de fluorescencia
fusién (Tm) que sirve para indicar que el DNA bicatenario amplificado se disocia en DNA
monocatenario.

tipo de experimento  El tipo de experimento que se realiza con el sistema StepOne " :

* Curva estandar

* C; (AAC;) comparativo

» Cuantificacion relativa

* Curva de fusién (no disponible en el asistente de disefio)
* Genotipado

* Presencia/ausencia

El tipo de experimento que seleccione afecta a las pantallas de configuracion, proceso y

analisis.
Tm Abreviatura de temperatura de fusion (Tm o Melting Temperature).
umbral Nivel de fluorescencia por encima de la linea basal y dentro de la region de crecimiento

exponencial de la grafica de amplificacion. La linea umbral se puede determinar
automaticamente (véase C; automatico) o se puede ajustar manualmente (véase Cy
manual).
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Véase ciclo del umbral (Cy).

Para un conjunto de datos, un punto de dato que es significativamente mas pequefio o
grande que los demas.

Coeficiente de regresion calculado a partir de la recta de regresion en la curva estandar.
El valor R? indica la proximidad del ajuste entre la recta de regresion de la curva estandar
y los puntos de datos C; individuales de las reacciones estandar. El valor 1,00 indica un
ajuste perfecto entre la recta de regresion y los puntos de datos.

Velocidad a la que se produce la rampa de temperatura durante el protocolo de
termociclado del instrumento. Las velocidades de rampa disponibles son rapida y
estandar.
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finalizar 38
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