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1 Introducere
Software-ul RealTime_PCR este conceput pentru a controla detectarea termociclurilor DTPrime si DTLite.
Software-ul Real_Time PCR permite crearea unei RUN (RULARI) si analizarea rezultatelor masuritorilor optice.

Software - ul RealTime_PCR este conceput pentru utilizare in laboratoarele clinice. De aceea, functiile de
gestionare a instrumentului si setirile de analiz a rezultatelor sunt simplificate cat mai mult posibil. Tn
acelasi timp, dacd doreste, utilizatorul poate modifica parametrii de functionare a instrumentului si
analiza datelor cu ajutorul setdrilor suplimentare ale software-ului RealTime_PCR.

2 Domeniul de aplicabilitate si conditiile de utilizare

2.1  Domeniul de aplicabilitate a software-ului RealTime_PCR

Software-ul este conceput pentru a controla functionarea termociclurilor de detectare DTprime si DTLite (denumite in
continuare dispozitive din seria DT).

Urmatoarele operatiuni sunt efectuate utilizand software-ul RealTime_PCR:

1. crearea protocolului placii:

2

crearea si editarea testelor;
3. crearea, lansarea si monitorizarea programului de amplificare;

analiza datelor masuratorilor optice;

raport privind analiza datelor;

verificarea setirilor geometrice si optice ale instrumentului;

SRR R

setarea si diagnosticarea instrumentului.

2.2 Principalele caracteristici ale RealTime_PCR

1. Software-ul este conceput pentru a controla functionarea instrumentelor din seria DT. Interfata
software-ului se adapteaza automat la tipul instrumentului selectat.

o

Existd doud moduri de software implementate in ferestre independente: Functionarea
dispozitivului  si  Vizualizarea arhivei permit lucrul  simultan cu instrumente
(crearea/pornirea/analizarea RU LARII curente) si analizarea rezultatelor RULARII anterioare).

2

Posibilitatea de a lucra cu mai multe instrumente in acelasi timp: Software-ul RealTime_PCR este
lansat intr-o fereastra separatd pentru a controla fiecare dintre instrumentele incluse - ,,modul
multiwindow (multi-ferestre)”. Acest mod permite monitorizarea simultand a functionarii mai
multor instrumente.

4. Tn cazul imposibilitatii de a porni modul multiwindow, este posibila si optiunea de a lucra in
_modul cu o singurd fereastrd”. Acesta este modul software-ului RealTime_PCR. care permite
lucrul cu mai multe dispozitive intr-o fereastrd a acestuia. Poate i util in laboratoare cu mai multe
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dispozitive. care nu pot fi conectate simultan la calculator. Tn acest caz, dispozitivele sunt pornite
prin intermediul software-ului RealTime PCR, apoi sunt deconectate de la software si ruleazi
autonom.

N

Posibilitatea introducerii unui gradient de temperatura, vertical sau orizontal, pe matrice pentru un
instrument cu matrice solidi.

6. Posibilitatea de a seta in mod independent temperatura pentru fiecare din cele sase sectiuni pentru
instrument cu o matrice format3 din 6 sectiuni.

7. Posibilitatea introducerii unui gradient vertical sau a unei set3ri independente a temperaturii
fiecdreia dintre cele trei sectiuni pentru instrument cu o matrice formatj din 3 sectiuni,

8. Doud metode alternative pentru analiza curbei de acumulare a ADN-ului in timpul PCR: Prag

. (Ct) si Geometric (Cp), care se bazeazs pe aborddri diferite pentru determinarea ciclului indicator

al amplificarii. Tn mod implicit, la analizarea masuratorilor optice, RealTime PCR utilizeazs
metoda Geometricd (Cp)

2.3 Cerinte PC

Cerintele PC sunt descrise in sectiunea 1.5 din partea | a manualului de utilizare.

3 Pregitirea pentru lucru
3.1 Instalarea software-ului RealTime PCR.

Procedura este descris3 in sectiunea 3.3 din partea | a manualului de utilizare.

32 Modernizarea software-ului

Toftware-ul RealTime_PCR se actualizeazi constant prin tehnologia ADN. Cea mai recenti
versiune a software-ului RealTime_PCR poate fi descircatd pe site-ul: http://www.dna-
technology.ru/eng/support/

Este recomandat sd urmariti actualizirile si sa utilizati cea mai recent versiune a software-ului RealTime_PCR

3.3 Pregitirea instrumentului pentru functionare.

Tnainte de prima punere in functiune a instrumentului, trebuie s3 fie verificate setirile geometrice ale
unitatii optice a instrumentului, precum si puritatea godeurilor, indltimea eprubetelor care se misoar3 Si
trebuie setatd expunerea masuritorilor optice. -

*¢ Valorile optime de expunere trebuie si fie furnizate de producdtorul de kituri. Cand utilizati
kiturile de tehnologie ADN. setirile din fabrica sunt optime. Atunci cind se utilizeaza kiturile
diferitilor producitori intr-un laborator, valoarea expuneril (rebuie monitorizatd inainte de
fiecare incepere a programului de amplificare. -

% Masurarea indltimii eprubetelor trebuie efectuatd in cazul utilizirii eprubetelor de inaltimi

S —

SRR TY
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diferite intr - un laborator.

& Verificarea puritatii godeurilor termice unitare trebuie realizatd periodic intr - un laborator,
pentru a exclude posibilitatea obtinerii unor rezultate fiabile, ca o cauzd a cresterii
fluorescentei de fond.

Setdrile geometrice ale unitdtii optice si expunerea instrumentului sunt verificate o data in timpul
procedurii de instalare. Este posibil sa fie nevoie si modificati aceste setéri atunci cand schimbati un
producétor de kituri comerciale si, de asemenea, in cazul in care este mentionat in instructiunile pentru
Kituri sau daca aveti dubii. setérile instrumentului sunt corecte.

3.4  Descrierea meniului software-ului RealTime_PCR

@ " peallime PCR L - o IER

Meode Test Preference Help

: Fillin sequence

_1 New protacol _ Open m Archive viewer
Protocol number: 0 - (Operator name: Date: 4 December 2017
- B
Tube | Concentration | @ | @ @ |~ wwl import D MutiTest
4 T ..... e
N ‘ Identiicator lR‘ est 1 e [[@l@ @ @ 9| o, Hex | Fx | O JO53 Add
{2 Add Test ® belors Cal
SR CF{P Add line
= Deleteine bk
TVl #- Standard
o] x Clear protocol
] _+ Scientfic
sk 2 3 4 5 5 7 B % |1o]|11]12
A
== B
R C
e B
4
e F
] G
—— H i
[ AutaFill

v Cancel

4 Dacembar 2017, 11:53:27

Fig. 1 Fereastra RealTime_PCR in modul de operare al Dispozitivului. Meniul
principal al software-ului RealTime_PCR (Fig. 1) este format din patru sectiuni:

= Mod

» Test (aceastd sectiune este destinata functionarii in modul ,Operare dispozitiv”. in modul
JVizualizator arhiva” aceasta sectiune nu este disponibila)

= Preferinta

= Ajutor
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1. Sectiunea Mod este conceputd pentru a controla functionarea software-ului si include
urmatoarele comenzi:

Operating mode
L. |

Archive viewer

Amplification program editor

Viewing CCD shots archive

b A8 &

“*  Mod de operare - comanda este activd in modul Vizualizator arhivé si este destinata
comutarii in modul Operare dispozitiv.

% Vizualizator arhiva - comanda este activd in modul Operare dispozitiv si este destinata
comutarii la modul Vizualizator arhivd.

%+ Editor de programe de amplificare - deschide fereastra Fditorului de programe de amplificare.

“*  Vizualizarea arhivei de instantanee CCD - deschide fereastra Vizualizarea arhivei de
instantanee CCD, care permite vizualizarea video a unei matrice cu eprubete de testare pentru
fiecare masurare, cu conditia ca dupa pornirea programului de amplificare un cadmp Vizualizarea
imaginii video actuale sa fi fost marcat in Imaginea curentd.

% lesire - iesiti din acest mod de operare a software-ului cu inchiderea ferestrei
corespunzatoare.

2. Sectiunea Test este destinata crearii si editarii testelor si include urmitoarele comenzi (aceasta
sectiune este destinata functionarii in modul , Operare dispozitiv”; in modul ,Vizualizator arhivd”
aceasta sectiune nu este prezent3):

‘@ Create/Edit Test
"3  Copy group of tests

%+ Creare/Editare test - afiseaza fereastra de Creare/Editare test pentru a crea un test nou
sau a edita un test existent.

%  Copiere grup de teste - afiseaza fereastra pentru a copia testele operatorului, specificate
in partea stangd a ferestrei sau din fisierele cu parametri de testare pentru software-ul
Real_Time PCR (fisiere ini-, care sunt furnizate de producatorul kiturilor) operatorului selectat in
partea dreapta a ferestrei (sau tuturor operatorilor).

3. Sectiunea Preferinte este destinata afisarii si editdrii setdrilor instrumentului. Modul de
»Functionare a instrumentului” include urmatoarele comenzi:

View image
Set exposure {

Last Run in device |
List of devices !

Device diagnostics  #

BYQHB O4

Options...

Others... ”j

SRR e
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W

in modul ,vizualizare arhiva” aceastd sectiune arata astfel:

*

* e

id

3  Options..

Cthers.

Vizualizare imagine - afiseazd Fereastra Imagine in procesul de configurare si

diagnosticare a instrumentului (descriere detaliata, la p. 65, sectiunea 6 Setari si diagnosticare a
instrumentului).

Q.’

*

Expunere setare - afiseazd fereastra Expunere setare in procesul de configurare si

diagnosticare a instrumentului (descriere detaliatd, la p. 65, sectiunea 6 Setari si diagnosticare a
instrumentului).

7
o

Ultima rulare in dispozitiv - citirea rezultatelor masuratorilor optice de la ultima rulare a

instrumentului.

\/

*e

*

Lista dispozitivelor - afiseaza fereastra Lista dispozitivelor cu scopul de a le conecta sau

deconecta.

ol

L)

Diagnosticarea dispozitivului - sub-meniul Preferinte, destinat intretinerii serviciilor si

diagnosticarii functionarii diferitelor sisteme ale instrumentului:

B Commandline

[2‘ Manitoring

[ Measure height of the tube
s Read SD card

" View CCD shots archive

&% Service engineer |

— Linie de comandd - afiseaza fereastra in care se efectueaza diagnosticarea componentelor optice,
temperaturii, motorului si afisajului instrumentului;

— Monitorizare - deschide fereastra pentru afisarea continua a informatiilor de serviciu necesare
pentru diagnosticarea functionarii instrumentului;

— Madsurarea indltimii eprubetei - incepe procedura de masurare a inaltimii eprubetelor, mentinand
in acelasi timp valoarea obtinuta pentru lucrarile ulterioare efectuate cu instrumentul;

— Citirea cardului SD - afiseaza fereastra in scopul diagnosticarii functionarii cardului SD;

-

. e

*

Vizualizarea arhivei de instantanee CCD - deschide fereastra Vizualizarea arhivei de

instantanee CCD, care permite vizualizarea filmarii unei matrice cu eprubete de testare pentru
fiecare mdsurare, cu conditia ca dupa pornirea programului de amplificare un camp de
Vizualizare a imaginii sa fi fost marcat in Imaginea curentd.

— Inginer de service - afiseaza fereastra destinata calibrarii optice a instrumentului (utilizatd de
inginerul de service);

7
"

+
”"p

Optiuni - afiseaza fereastra Optiuni pentru a configura setdrile utilizatorului si setarile
parametrilor de analiza.

Altele - afiseazd fereastra Altele pentru a modifica parametrii analizei masuratorilor

optice si pentru a regla lucrul cu datele.
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Setdrile pentru lucrul cu datele de misurare optica efectuate in mod implicit sunt optime pentru lucrul
cu kituri comerciale.

Atentiel Aceste setdri sunt stocate in fisierele de sistem ascunse si nu se modifica la actualizarea software-ului
RealTime_PCR.

Tipul _AnalyseExpo: Selectarea tipului de ,impletiturd” a datelor optice la atingerea nivelului de
saturatie: legarea celor doud expuneri sau selectarea uneia dintre acestea.

& Others ES
Type_AnalyseBpe  Melting curve  Expo_cosf  Signal_compensation Fiter_RawData SaveToSD P( 4 *
Type_Bxpo *
‘® Normal
First_expo
Second_expa

= oy for curmet application Apply Cancel
Curba de topire: Stabiliti zonele de ,netezire” ale profilului de topire.

& Qthers W

Type_AralyseExpo  Melting curve  Expo_coef  Signal_compensation Fiter_RawData SaveToSD P(* *

1 Initial area 5

2. Final area 0

~ onk tor curert application Apply il

Expo_coef: factor care determina de cate ori a doua expunere este mai mic3 decat prima.
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2 Others ES

Type_AnalyseExpo  Metting curve  Expo_coef  Signal_compensation  Fiter_RawData SaveToSD PC* *

Expo_Coefficient

50

Poply Caricel

Sor curent apphCabor:

Signal_compensation: determina existenta algoritmilor pentru compensarea ,culorii” intre canalele
optice, corectarea semnalului optic de-a lungul blocului termic si intre canale.

5] Others ER

Type_AnalyseBpo  Melting curve  Expo_coef  Signal_comoensation  Fiker_RawData SaveToSD P(* *

+! Lse_ColorCompensation:
| from Optic_file *

from Spectr_file ®

[¥ comection of the signal on plate

|| comection of the signal on channels

rent applcation Apply Cancel

Filter_RawData: prezenta unui filtru digital in analiza datelor originale si utilizarea unei analize
suplimentare pe ,constructia” finald. Limitele de validitate in descrierea curbei PCR cu sigmoid
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@ Others Ex
Type_AnalyseBxpo  Melting curve Expo_coef  Signal_compensation  Fiter_RawData SaveToSD PC 4 ¢+

] Fiter

] Anelysis by “end point forescence”

Validity borders
i - Vause
g : by 2etaut

stby for eument appheat Apply Cancel
. Salvare in SD: salvarea datelor de madsurare optic3 pe un card SD (nu este recomandata)
]

Others e 3]

Type_AnalyseBxpo  Metting curve Expo_coef  Signal_compensation  Fikter_RawData SaveToSD PL4

[} SaveTosD "

Apply Cancel

_PCR_settings: definesc limita din stanga cautarii

»Punctului de preluare” in cazul analizei PCR, Coeficient
-e reducere a Cp in raport cu localizarea maximului celui de-al doilea derivat in sigmoidul PCR.

& Others ES

Fiter_RawData SaveToSD PCR_settings Import Protocol - Export Resutts ~ Template NameResut b i
¢ *  Teke_off Port~

<

“r

Coefficient of reduce Cp *

anly for curent applicaton

Apply

Cancel

S RDATEI R
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/

Protocolul de import (RUN) din LIS (Sistem Informatic de Laborator)

@ Others ER

Fiter_RawData SaveToSD PCR_settings Impy

1

or Protocol  Expot Resuts  Template NameResult

Directory of mported protocol
=

Foply Cancel

Rezultate export: sunt definite setarile generale pentru exportul rezultatelor, precum si caracteristicile

rezultatului raportuluiin LIS

& Others EE
Fiter_RawData SaveToSD PCR_settings  import Protocol Exportt Resuts  Template NameResult 10

General  Report

Directory of expoted results

¥

{ | Forbid export n other catalogue
|| Forbid change FleName
[ Erter information on channel
Biozencse
| Full analysis icompatbilty with verson 73 5x}
| Move held of the notes
Ted report

|| Compatibity with version 7 3 Bx
Apply Cancel

Template NameResult: setarea denumirii protocolului (RUN) care trebuie salvat conform unui model

predefinit.
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& Others | X |

Fiter_RawData SaveToSD PCR_settings  Import Protocol  Export Resuts  Template NameResult L

i Lser's Template of FileNameResult

= oy for cumerd appheaton Aoply Cancel

4. Sectiunea Help (Ajutor) este destinatd afisarii ajutorului despre software-ul RealTime PCR si
descrierii versiunii sale actuale:

Contents

About...
3.5 Rularea software-ului RealTime PCR
Software-ul RealTime_PCR poate fi lansat in doud moduri:

1. Utilizati meniul Start al sistemului de operare Windows:

~ Start « All Programs <RealTime_PCR ¢ RealTime PCR

e§
2. Utiliza’,ti’g;)pictograma de pe desktop (cand software-ul este instalat, aceasta pictograma este
plasata automat pe Desktop).

Dupa lansarea software-ului, pe ecran va aparea o fereastra pentru selectarea modului de operare al
software-ului (Fig. 2).
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RealTime PCR v7.9
Operator: Guest -
e Devtcewovg;;e;é!;é; P

Lastedmion; 7.9.5.25 20.03.2018

Fig. 2 Fereastra pentru selectarea modului de operare al software-ului.

in aceastd fereastrd pot fi efectuate urmatoarele actiuni:

1. Selectati un operator existent sau adaugati un operator nou.

Selectati un operator existent din lista Operator. Pentru a adauga un operator nou, selectati elementul
Adaugare operator din lista Operator. Cand selectati elementul Adaugare operator, pe ecran apare
fereastra Adaugare operator (Fig. 3).

& Add Operator ES

Operator:

Directory:
Browse...

Cancel

Fig. 3 Fereastra Adaugare Operator

in aceasta fereastra, trebuie s3 completati cdmpurile Operator si Director. Introduceti numele operatorului in
cdmpul Operator.

Trebuie sa specificati calea catre directorul de lucru al operatorului pe hard disk-ul calculatorului in
campul Directory. Pentru a selecta un folder, puteti utiliza butonul Browse. Tn timp ce lucrati cu acest
operator, toate fisierele (protocoale de placi, programe de amplificare, RULARI) vor fi stocate in folderul
specificat, cu exceptia cazului in care se indica altfel.

Apasati butonul OK pentru a salva datele specificate si a reveni la fereastrd pentru selectarea modului
de operare a software-ului.
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Notd: Se recomand3 s nu se creeze un folder de lucru al operatorului pe hard disk-ul sistemului, in loc
sa se utilizeze orice alte discuri dure ale unui calculator pentru stocarea fisierelor. Tn timp ce lucrati cu
instrumentul sub operatorul Guest, RULARILE vor fi stocate in mod implicit in folderul software
RealTime_PCR. Se recomand3 s3 selectati alte foldere la pornire.

2. Alegeti unul dintre cele dou3d moduri posibile de lucru cu software-ul: Mod de Operare

dispozitiv, care vi permite s3:

— creati si editati teste;

— Ccreafi si editati programe de amplificare;

— creati si editati protocoale de plici pentru urmatoarea RULARE;
~. — Mmonitorizati progresul programului de amplificare;

— efectuati diagnosticarea si setirile instrumentului.

Modul Vizualizator arhiv3, care permite:

analiza datelor masuratorilor optice din RULARILE anterioare;

rapoarte de formulare cu privire la rezultatele masuritorilor.

Notd: Este posibil sa lucrati simultan in dou3 moduri (de exemplu, analiza datelor obtinute mai devreme
in timpul executérii programelor de amplificare de catre instrumente sau analiza preliminara a datelor
obtinute in timpul ruldrii curente).

4 Functionarea dispozitivului

4.1 Modul de functionare a dispozitivului

—~

~1.1 Alocarea modului

Modul de functionare a dispozitivului software-ului RealTime_PCR are rolul de a crea protocoalele placii,
de a crea/copia teste, de a crea programe de amplificare, de a realiza amplificarea utilizand
instrumentele din seria DT si de a configura parametrii tehnici ai instrumentului. (Fig.4)

Pentru a comuta in acest mod, puteti utiliza una dintre urmitoarele metode:

1. Selectati modul Operare dispozitiv atunci cind lansati RealTime_PCR

2. Selectati Modul de operare din meniul Mod din fereastra Vizualizator Arhive.

3 Reallime_PCR

f . .
3. Faceti clic pe butonul . - din fereastra Vizualizator Arhive.

—_—
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| ([ s |
Protocol number: i = Operator name: Date. 4 December 2017
Concentration ] @ | @ A £ Import B MukiTest =
m‘ identficator Ht Test gg‘ew%ahm ‘nm‘qsdcys.i
g C+§ Add Test ® oaioe e
— (P Addine
& == Delete fine Fommst
ooz ® Standard
x Clear pratocol
" Sciertfic
] Tl lala s |67 891011 12
A
B
c |
—_ D
S
E
G
PEEED H
[+ AutoFill
HE Filin sequence
Fiee Ailing
wl & Cancel

4 Dacember 2017,

BEEN  ooic.om |

Fig. 4 RealTime_PCR in modul de Operare dispozitiv

Pe ecran apare o fereastrd de dialog Lista dispozitivelor, cu
calculator (Fig. 5).

o lista de instrumente conectate la

b List of devices Es
! Serial number 1 Status 1 PID | vID l HandleWin ~
ABATO4 384 Cx1664 O=xl55A {=00C0
i w
dp Connect Cancel

Fig. 5 Lista din fereastra dispozitivelor

Pentru a lucra cu un instrument specific, selectati-l din lista si apoi apasati butonul

RealTime_PCR este gata sa lucreze cu instrumentul selectat.

9 Comnect oo frware-ul
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In modul multiwindow pentru a lucra cu fiecare instrument, software-ul RealTime_PCR este lansat intr-
o fereastra separata printr-una dintre metodele descrise Ia sectiunea 2.2, punctul 3. Acest mod permite
monitorizarea simultana a function&rii mai multor instrumente.

Notd: In cazul in care nu pot fi conectate simultan mai multe instrumente la calculator, este posibil s3
lucrati cu aceste instrumente printr-un mod cu o singurd fereastra. In modul cu o singur fereastrd, dupa
pornirea programului de amplificare in instrument, deconectati instrumentul cu ajutorul butonului

= Disconnect i conectati un alt instrument.

4.1.2 Functionarea in modul de Operare a dispozitivului

Constd in urmatoarele etape:

—

I~ Crearca unui protocol al plicii si setarea parametrilor de amplificare.

2. Pornirea programului de amplificare.

4.1.3 RULAREA

Cand lucrati cu instrumente din seria DT in fiecare zi, este necesar sd creati a. RULAREA include
urmatoarele informatii:

Tinte care trebuie stabilite (una sau mai multe, in functie de scopul kitului)
Denumirea (identificatorii) probelor
Regimul de temperaturd a amplificirii (program de amplificare).

Tipul analizei rezultatelor.

vos W e

Tipuri de fluorofori (coloranti fluorescenti) utilizati pentru anumite tinte (tinta specifica, control
intern etc.).

6. Volumul amestecului de reactie.

7. Tipuri de probe utilizate: probe necunoscute, controale, probe de calibrare (,standarde”),
cantitatea si concentratia lor (pentru ,standarde”).

8. Amplasarea probelor pe matricea blocului termic
9. Daca este necesar, utilizati setdri suplimentare.

Dupa finalizarea programului de amplificare, analiza de date contine informatii despre masuratori optice
in plus fatd de setarile mentionate mai sus si stocate ca fisier in folderul operatorului, cu exceptia cazului
in care se indica altfel.

Pentru a vizualiza analiza datelor dupa finalizarea amplificarii, faceti clic pe fisierul salvat.

Atunci cand sunt utilizate kituri comerciale si sunt efectuate studii similare, parametrii RULARILOR sunt
standard si difera unul de celdlalt, de obicei in ceea ce priveste numéarul de probe si plasarea lor in

unitatea termica a instrumentului.
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Pentru a simplifica procedura de creare a RULARII, se recomand3 salvarea parametrilor standard ai
RULARII sub forma unui Test.

4.1.4 Test

Setul tuturor parametrilor RULARII, necesari pentru efectuarea PCR si analiza ulterioara a rezultatelor,
este descris ca test.

Testul include urmatorii parametri ai RULARIL:

Tinte care trebuie stabilite (una sau mai multe, in functie de scopul kitului)

1
2. Regimul de temperaturé a amplificarii (program de amplificare).
3. Tipul analizei rezultatelor.

4

Tipuri de fluorofori (coloranti fluorescenti) utilizati pentru anumite tinte (tinta specifica, control
intern etc.).

5. Volumul amestecului de reactie.
6. Date privind numarul probelor de control, standardelor si concentratiilor acestora din urma.
RULAREA poate consta intr-unul sau mai multe teste avand un program de amplificare si un tip de analiza.

Testul poate fi creat o data si ramane in lista de teste disponibile pentru un anumit operator, pentru a fi

utilizat Tn lucrul zilnic.

Pentru a adiuga un test la lista de teste a operatorului, procedura de creare a unui test utilizand optiunea
Creare/Editare

pentru testarea care trebuie efectuatd sau utilizand procedura Copiere grup de teste.

Copierea unui grup de teste implicd prezenta fisierelor cu parametri pentru RULARE (fisiere ini-,
furnizate de compania DNA-Technology). Atunci cind creati un test utilizdnd un fisier ini, ultima etapd

de lucru este constituirea unui formular de rezultate cu ajutorul Formularului de raspuns [

La crearea unei RULARI, este suficient sd indicati Testul in fereastra Add test (toti parametrii necesari
vor fi incdrcati automat), numarul de probe care urmeaza sa fie examinate si plasarea lor in unitatea
termica a instrumentului.

RULAREA poate fi creatd fara a utiliza optiunea Testare; in acest caz, informatiile vor fi introduse in
campurile de protocol al plicii, manual. Atunci cdnd opereaza in acest mod, operatorul nu poate selecta
tipul de analiza. Tipul implicit de analiza pentru o astfel de creatie a RULARII este Calitativa.

Atentie! Nu se recomandd crearea unui protocol fard utilizarea procedurii de Testare, deoarece
fereastra Parametrilor de analiza nu va fi activa, iar coeficientii de calibrare optica a dispozitivului nu vor
fi utilizati (a se vedea sectiunea 6.4)
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4.1.5 Crearea/editarea testelor

4.1.5.1 Crearea unui test nou cu optiunea Creare/Editare test

1. Pentru a crea un test nou, faceti clic pe meniul Test din fereastra RealTime_PCR si alegeti
comanda Creare/editare test.

In fereastra aparuta, faceti clic pe Creare test nou.

Create/Edit test
(& Edt curent test
Lﬁ Create new test
ﬁ Copy cument test
ﬂ# Delete cument test

Cancel

2. Apoi introduceti denumirea noului test in urmatoarea fereastra; daca este necesar, activati
optiunea mod multi-test (consultati sectiunea Mod multi-test) si faceti clic pe butonul OK.

Enter the name of the new test

I
[ Imuttitest

Cancel

3. Apare fereastra Test. Introduceti parametrii de testare in campurile corespunzatoare din
fereastra Test (consultati sectiunea Parametrii de testare).

4. Apésati butonul OK pentru a salva parametrii specificati si iesiti din fereastra Test.
4.1.5.2 Editarea unui test

1. Pentru a edita testul in fereastra Creare/Editare test, selectati testul si faceti clic pe
Editare test actual. Apare fereastra Test (Fig. 6).
2. Modificati cAmpurile necesare in fereastra Test (consultati sectiunea Parametrii de testare).

3. Apasati butonul OK pentru a salva parametrii specificati si iesiti din fereastra Test.
4.1.5.3 Parametrii de testare

Descrierea si parametrii de testare sunt indicati in fereastra Test (Fig. 6)

ista derulantd Test este destinatd selectarii unui test. Cand selectati un element de pe lista din
fereastra Test se afiseaza parametrii testului selectat.

in campul Descriere, se recomanda s& specificati scopul si caracteristicile testului.
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T e e W W A R B (T T TR T

) Test Es
Test: Mhom v
Description:
Parameters:
1. Analysis 5. PCR-mix volume 35
T Qualitat
e o 6. Fluorofors:
Method: Cusve Shaps (Cp) Y @ Famwv@ Hxwv . R v@ Cyb v @ CyBE v
& W ic W - W - W . W
2 Tubes: » sample + control-
v control+
3. Standards:

¥
»
4F 4D

8. Amplfication program
EXAMPLE 1 G R I

1. 940°C - :BD:30

‘ 2. 920°C - DRI
e — 620°C - :00:10 G5 X3
Positive {C+) 2 s
720°C - D010

»

Negative (C-; £ o
3 10D°C - Storage

Addtional Ok

Fig. 6 Fereastra Test.
Apoi specificati parametrii de Testare necesari pentru realizarea PCR si analizarea rezultatelor,

Nota: Daca sunt utilizate Kituri comerciale, parametrii necesari sunt specificati in instructiunile de utilizare ~
Kiturilor.

Descrierea parametrilor:

X Analiza

in sectiunea Analiza, selectati tipul Analiza si optiunile Metodei de analiz.
w Tin

Pentru mai multe informatii despre tipurile de analiza, consultati Anexa 2.
= Metoda

Urmatoarele metode sunt implementate in software:
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— Geometric (Cp) - determinarea ciclului indicatorului pe baza analizei matematice a formei curbei
de amplificare.

— Prag (Ct) - determinarea Ct (ciclu prag). Aceastd metod3 se bazeaz3 pe efectuarea unei linii de

prag si determinarea numirului de cicluri pentru fiecare probd, in care curba de amplificare
traverseaza linia de prag.

Notad: Pentru a modifica valoarea ciclului de prag, apasati butonul Suplimentar si schimbati-l in fereastra
deschisdParametrii analizei” punctul 2. Valoarea pragului ... ". Valoarea liniei de prag poate fi modificats
si utilizand mouse-ul in fereastra de reprezentare grafica.

Pentru mai multe informatii despre optiunile avansate, consultati , Parametrii analizei”.

*

o Eprubete

—

lipurile de probe care vor fi utilizate in analiz3 ar trebui marcate.

— Probd - proba de testare;

— Standard - proba de calibrare necesara pentru analiza cantitativa;
— Control + - proba de control pozitiv;

— Control - - proba de control negativ.

2 Standarde

Atunci cand alegeti tipul de analizi Cantitativ cu standarde, este necesar sd descrieti probele de
calibrare utilizate (,standarde”).

Pentru aceasta, trebuie furnizate urmatoarele informatii:

- Completati cdampul Cantitate - indicati numirul de concentratii diferite de probe de calibrare
(,standarde”).

— Completati campul Copiere - indicati numarul de repetari pentru fiecare concentratie de probe
de calibrare (,standarde”).

— Completati tabelul cu valori ,standarde” (specificati denumire si concentratia fiecarui ,standard”).

Numadrul de randuri din tabel corespunde numérului de variante de "standarde". Pentru fiecare
»standard” trebuie sa specificati un nume (implicit acesta este »Standard_1", ,Standard_2" etc.) si s3
specificati valoarea (concentratia ,standardului”). Unitatile (copii, pictograme, IU) pot fi selectate din
lista verticala din bara de titlu a coloanei din dreapta a tabelului.

Tabelul valorilor poate fi completat manual sau automat. Pentru umplere automata, apasati butonul
Diluare seriald; in fereastra aparutd, completati cAmpurile Valoarea initial3 si Pasul de diluare si faceti
clic pe butonul Aplicare.
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Datele din tabelul valorilor ,standardelor” pot fi prezentate in doud formate: standard si stiintific.
Selectati formatul de prezentare utilizdnd Formatul de comutare.

Exemplu. Scrierea numerelor in format standard si stiintific (intr-un format stiintific, gradul de 10
(ordine) al numarului este indicat dupa litera o o

Standard Stiintific

5 5,00E+00
15 1.50E+01
250 2.50E+02
9.500 9.50E+03
18.500.000 1.85E+07

*

o Comenzi

in sectiunea Comenzi, este necesar sa se indice numarul de eprubete utilizate in test cu probe de
control.

—  Pozitiv (C+) - numirul de eprubete cu probe de control pozitive.

—  Negativ (C-) - numérul de eprubete cu probe de control negative.

Notd: Numirul eprubetelor cu probe de calibrare si control, dacé este necesar, poate fi modificat in
timpul compilarii protocolului placii (consultati Sectiunea 4.2 Crearea unui protocol de placi).

D Volumul amestecului PCR

in campul volum amestec PCR, este necesar sa se indice volumul amestecului de reactie fdrd a tine cont
de volumul de ulei sau parafina (daca este utilizat).

Pentru performanta cea mai eficientd si precisa a regimurilor de amplificare a temperaturii, in
instrument se foloseste 0 metoda ,activd” pentru controlul temperaturii amestecului de reactie intr-o
eprubetd. Metoda se bazeaz3 pe aplicarea unui model matematic al eprubetei de reactie si necesitd o
indicatie exacta a volumului amestecului de reactie.

L Fluorofori

in tabelul Fluorofori, fluoroforul si scopul sdu trebuie sa fie selectate si indicate din listele derulante
pentru reinceperea pentru fiecare canal, in momentul analizarii rezultatelor:

Tinta specificd - semnalul principal, specific.

IC - semnal de la proba interna de control.
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Daca nu se utilizeaza un canal, selectati in tabelul Fluorofori elementul Nu a fost detectat.

Daca se foloseste un kit care contine colorant R6G, atunci cand se creeaza (se editeazad) un test in
Hex
canalul HEX, alegeti MMM din lista derulanty He;.;l »

Atunci cand alegeti tipul de analizi denumit Analiza polimorfismelor (2 godeuri) sau Analiza
polimorfismelor (MC) sau Analiza polimorfismelor (MC), este necesar s3 specificati alela pentru
semnalul fluoroforilor (implicit aceasta este »a &l ,Bb7).

< Criterii pentru analiza polimorfismelor:
Sectiunea este activd atunci cand este selectat tipul de analiza: Analiza polimorfismelor (2 godeuri) sau
-Analiza polimorfismelor (MC) auto sau Analiza polimorfismelor (MC).

Atunci cand cercetdm Analiza polimorfismelor (2 godeuri), rezultatele sunt evaluate prin prezenta si
madrimea curbelor de amplificare relativa a deplasarii inregistrate intr-o eprubets pentru doi fluorofori
(dCp sau dCt).

in Analiza polimorfismelor (MC), tipul de topire, interpretarea rezultatelor se bazeazs pe corespondenta
temperaturilor de topire ale godeurilor de semnal cu temperaturile indicate in campul Criterii pentru
analiza polimorfismelor.

Pentru tipul Analizei polimorfismelor (MC), interpretarea rezultatelor se bazeazd pe compararea
caracteristicilor curbelor de topire de referinti continute in fisierul bibliotecii si a curbelor de topire
obtinute in experimentul de fati.

9 Programul de amplificare

In sectiunea Program de amplificare, trebuie specificat un program de amplificare intr-unul din
urmatoarele moduri:

— selectati salvarea anterioara in programul de amplificare a unitatii utilizand butonul :_*"I,
- i lf jutorul butonului A
creati un nou program de amplificare cu ajutorul butonului ,

[
— editati programul de amplificare curent utilizand butonul é

Programul de amplificare selectat va fi afisat in aceasta sectiune. Pentru mai multe informatii despre
Crearea unui program de amplificare, consultati sectiunea 4.1.6 ,Crearea si editarea programelor de

amplificare".
o Suplimentar

Cand apasati butonul Additional, se deschide fereastra Parametrii analizei.

Consultati descrierea parametrilor suplimentari ai analizei in sectiunea 8 «Parametrii analizei»

1

PRI
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Atentie! Aceastd sectiune este destinata doar utilizatorilor avansati. in cele mai multe cazuri, nu este
necesari modificarea valorilor implicite ale parametrilor de analizi. Modificarea parametrilor de analiza
este stocatd in software si poate duce la interpretarea incorecta a analizei datelor obtinute.

4.1.5.4 Crearea unui nou test utilizind optiunea de Copiere a grupului de teste

Crearea unui test este posibild si utilizand fisiere cu parametri de testare pentru software-ul Real_Time
PCR, daci acestea sunt furnizate de un producator de kituri (fisierele ini- sunt furnizate prin tehnologia
DNA). Fisierele cu parametrii de testare contin deja toate informatiile necesare care sunt introduse in
fereastra Test. In momentul copierii testelor, informatiile sunt salvate in lista testelor operatorului.

in meniul principal al software-ului RealTime_PCR selectati bara de testare:

["': Create/Edit Test
‘5 Copy group of tests

Faceti clic pe Copiere grup de teste din lista derulanta. Se deschide fereastra Copiere grup de teste.

) Copy group of tests S
Guest W -
o]
0/ 1tests "*w,g
C “Program Files {x86).Dna-TechnelogyRealTime_PCRTest_INFO ini =

in partea stanga a ferestrei deschise, selectati elementul ,din * .ini file”

@ Copy group of tests

trom i file ]
Guest )
User_1
Lser_2 i
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1. n fereastra deschis3 selectati fisierul ini- dorit, faceti clic pe ,,Open”

2. In partea dreapti a ferestrei .Copiere grup de teste”, selectati operatorul care va utiliza acest test.

Copy group of tests - 0O n

for ALL ueers

o "ini fis

Facetj clic pentru a alege testul de interes din lista din stanga sau selectati toate testele cu ajutorul
utonului ™ faceti clic pe L___| Dups aceea, testul trebuie s se mute in lista din dreapta si va fi
afisat urmatorul mesaj:

Attention!

o Copying test passed successfully!
OK

4.1.5.5 Modul multi-test

Modul multi-test este optiunea care permite combinarea mai multor teste intr-o singura RULARE cu
acelasi program de amplificare si acelasi tip de analiza, creand studii de lot.

_Modul multi-test poate fi utilizat pentru urmatoarele tipuri de analizd: Analiza polimorfismelor (MCQ),
elativa

si Calitativa.

In timp ce se creeazi o analizi de lot (consultati sectiunea 4.1.5 Crearea unui test nou utilizand optiunea
Creare/Editare test), optiunea mod multi-test trebuie activati:

Enter the name of the new test

multitest
g Cancel

——
I
|
|

in fereastra deschis3 Test (Fig. 7) operatorul poate selecta toate testele create anterior, din care
operatorul selecteaza pentru a forma o listd de noi analize de lot. Lista de teste a acestei analize a
lotului in ordinea necesar3 este afisati in fereastra de teste Locatie (Fig. 8).

bt ot ]

— e .
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Test sy

Test: M@y muki v

Choice of the

Description: | Description I analpsis type

Parameters: ',—
L'

1. Type: Analysis of polymorphisms (MC} List all tests

Z.  location tests: 3

4. Amplffication program:

Composition of the

new test

Zone of the image of the
amplfication program

Cancel
Fig. 7 Fereastra de testare multi-test
@ Test % |

Test: @y mut v

Description:  Description

Parameters:
1. Type Qualitative ~
2 Location tests 3 Lsttests
| K i) CDEBY i
|2 Chiamydia pneumoniae > Bordetella pertussis 2 Helicobacter pylon
5 Chiamydia trafihiomatis | v > Candida albicans IOHHVE
4 CMY 4 v " Chlamydia preumon . HHYV 8
< 72 Chlamydia trafhoma .2 HPV 11
& |« I CMY INHPY 16

= Cormnebacterum dip .- HPV 18

-
[

4. Amplification program: {Candida albicans)

DmaTech-64
"
1. B8BOC - D030
940°C - :01:30
2 B40°C - 0030 n
840°C - 0015 @D N
3 840°C - 0010 i
520°C - 0015 @M ]’“5
v

Ok Cancel
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Fig. 8 Fereastra de testare in mod multi-test. Crearea unei analize.

Testele selectate ar trebui sd aib3 acelasi program de amplificare. Daca se adaugi un test cu un alt
program de amplificare, va aparea un mesaj de avertizare.

Attention!

Attention! Check for compatibility of the amplification
program for each test!

OK

Dupa crearea unei noi liste de analiza a loturilor, faceti clic pe OK. Testul creat va fi salvat in lista testelor
operatorului si va fi marcat cu o pictograma b

“4nd se creeazi o RULARE pentru studiile pe loturi, operatorul marcheaza numairul de probe dintr-o

fereastra Addugare test, existd o indicatie a numirului de eprubete pentru fiecare probd intre
paranteze (Fig. 9).

%
e Add test [ x|
Test ™ muti v ALL Test v

; "
Denumirea studiului ] 1. Bordetela pertussis A
3 2 Candida glbicans
lotului " |3 Chlamydia pneumoni |
Enalyss 1ype. Qualitative La__Chinmmetis trachame
1. Samples:
Amourt: T P8
‘“ Batch studu tests list
| lista testelor de studiu
5 lot
i
i Mumber of tubes for one sample
Numarul de eprubete
n Detal L pentru o prob3

Fig. 9 Fereastra Adaugare test atunci cand lucrati cu analiza lotului
4.1.6 Programul de amplificare

4.1.6.1 Crearea si editarea programelor de amplificare

Cénd utilizati optiunea Copiere grup de teste. programul de amplificare este incircat automat in software.
LLa crearca unui test cu optiunca Creare/Editare test, programul de amplificare este introdus de operator.

Cand se creeazda o RULARE fara ajutorul unei optiuni de Ad&ugare test. programul de amplificare este creat
de operator sau addugat din lista de programe create anterior chiar inainte de fiecare pornire a RULARII.

TN
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4.1.6.2 Crearea unui nou program de amplificare

Exists o optiune de a crea un nou program de amplificare in diferite etape ale software-ului RealTime_PCR:
1. Cand creati (editati) un test cu optiunea Creare/editare test:

— Deschideti fereastra Test (consultati sectiunea 4.1.5.1 Crearea unui test).

— Apasati butonul _:ll Creare program nou de la punctul 8. Programul de amplificare.
2. Cand creati un program de amplificare fard a utiliza optiunea Adaugare test:

— Selectati o fila Pornire rulare in fereastra RealTime_PCR.

— Apasati butonul _~.J.]Creare nou.
3. (Cand lucrati in editorul de programe de Amplificare:

Programul de amplificare creat va fi disponibil pentru selectie inainte de inceperea RULARII
—  Selectati o fild Pornire rulare in fereastra RealTime_PCR

—  Apasati butonul £ Edt

r——

i
" " : 8 | . A . "
— Apoi selectati elementul Barei de meniu | Creati un nou program in editorul programului

Amplificare
fereastra

Cand creati un nou program de amplificare prin oricare dintre aceste metode, pe ecran apare o fereastra
de sablon pentru programul de amplificare (Fig. 10). utilizdnd sablonul, puteti specifica structura
programului de amplificare.

Un nou program de amplificare poate fi creat atat utilizand, cét si neutilizdnd sablonul programului de
amplificare.

o Crearea unui nou program de amplificare utilizind sablonul programului de amplificare
Pentru a crea un nou program de amplificare utilizand un sablon, se vor parcurge urmatoarele etape:

1. Alegeti o comanda Creare program nou. Dupa aceea, se va deschide o fereastra a Editorului de
program de amplificare si o fereastra de sablon a programului de amplificare. Fereastra
sablonului programului de amplificare (Fig. 10) arata schematic partile programului de
amplificare: blocuri de doua si trei trepte ale ciclurilor de temperaturd, moduri de preincalzire si
stocare.
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Amiplification program editor - o BN
e
Program il example Description o
before
Ne biock Tempersture 'C min [ sec ' Numberol cydes @ |~ =y
T o [ 1 ~ Delste string
—— Dlete block
Preliminoy hesting |._ 80 Amplification program template Block ype
g ‘@ Cycle
E ~ . Pause
— — £ Soro
i —— “Meting Curve’

{1 Temperature gradient over the plate
— —— || Time increment

A —-'_] X —3F] [ Temperature mcrement
’ — _:lx \,
- — e
N i — e §
- g 5,
i- -,w‘ 3 Blocks of temperature cycles
0"
L e
S o
L e
g = Ej_’iPreheai
E ‘ {¥! Stendby mode Pocly Cancel
H Ok Cancel

Fig. 10 Fereastra sablonului programului de amplificare

2. Selectati sablonul care se potriveste cel mai bine cu structura.

3. Daca este necesar, adaugati moduri de Preincilzire si Standby (activati optiunile corespunzatoare).

4. Dupa selectarea celui mai potrivit sablon, apasati butonul Apply (Aplicati).

Informatiile specificate de sablon vor fi afisate in fereastra Editorul programului de amplificare
(Fig. 11).

5. Editati programul de amplificare:

— Introduceti denumirea programului in cdmpul Titlul programului (NOTA! Litere si numere strict
latine, fara spatii si simboluri)

— Daca este necesar, completati cAmpul Descriere.

— Modificati datele necesare in tabelul programului de amplificare.

-

Rt ‘?"'N'M‘”(‘:'_.’:'E
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’

T 5 A
@ Ampilification program editor n
] g
Program title EXANPLE 1 Description (+ Adastmrg ki
¥ ¥ g 3 T 2 ++ 3dd block ® after
' MNeblock | Tempersture 'C min sec Number of cycles | &l T¢ | Agsec ¢ =
] 54 o ) [ ~ Delete sting
—— Delete block
520 0 I
- Block type
820 i} 12 e « & Cyle
720 ] 10 P
i) 10D : standby * Meting Curve”™
i« Tempersture gradient over the plate
|| Time increment
wl =
(] Temperature increment
= x1 +30 I siandby
1 B5.0°C Py :
¢ Lt 00:10 :
: & neC |
sL0°C 0000

:00:10

Temperature, * C

10.0°C

A Ok Cancel

Fig. 11 Fereastra editorului de programe de amplificare

Modificarea datelor din tabelul programului de amplificare

Fiecare rand din tabel corespunde unui interval de temperatura al programului de amplificare.
Intervalele de temperatura pot fi combinate in blocuri. Numarul de randuri din bloc determina numarul
intervalelor de temperaturd in aceasta etapa a programului. n tabel, blocurile sunt separate unele de

altele prin linii goale.

Adaugarea G+ Add string si eliminarea ~ ~ Deletesting intervalului de temperatura este activ doar

dupa finalizarea editdrii altor linii.

in fiecare linie pentru fiecare interval de temperatura, se modifica urmdtoarele informatii:

e temperatura intervalului - Temperaturs C .
e lungimea intervalului - ™", si ¢
e prezenta masuratorilor optice § o] | )

Atentie! O singurad masurétoare opticd este permisa intr-un bloc. Campurile goale din program nu sunt
permise atunci cand introduceti valorile de temperatura si timp, cu exceptia blocurilor Pause si Standby.

(++ Add black —— Delete block

Ad&ugarea si stergerea blocurilor se realizeaza cu ajutorul butoanelor si

Tipul de bloc trebuie specificat pentru fiecare bloc.
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Block type

® Cycle

i Pause
Stendby

i_} "Metting Curve"

1. Ciclu (specificat implicit la crearea unui bloc) - stabileste modul de repetare a programului in
aceastd etapd a functionirii sale pand la un numér specificat de cicluri;

2. Pauzd - pauze in modul de executare a programului;
3. Standby - seteazj temperatura de stocare dupa executarea programului;

Atentie! Modul ,Standby” poate fi setat doar la sfarsitul programului.

4. Curba de topire - permite obtinerea de profiluri de topire pentru estimarea lungimilor si
compozitiei fragmentelor amplificate.

Selectarea Curbei de topire permite crearea blocului de temperaturd implicit al unui interval de
temperaturd, cu o temperaturj initiald de 90°C, numirul de cicluri egal cu 100 si crescut in
fiecare ciclu de temperaturd de -0,5°C. Setirile initiale ale blocului ,Curba de topire” pot fi
editate utilizind cresterea de temperatura.

Numarul de cicluri trebuie specificat pentru fiecare bloc.

Ne block Temperaturs °C min sec Number of cycles f @ ’ ~

1 54.0 0 ) 1
] 92.0 0 10 30
620 0 10 v
72.0 0 10
f 3 100 standby

v

—

Daca este necesar, parametrii de addugare pot fi specificati pentru fiecare interval de temperatura:

— gradient de temperatur3 peste placa (scadere de temperatura in toats matricea), afisat in tabelul

de amplificare din coloana indicati de __I_C

'’

— Crestere interval de timp, afisat in tabelul de amplificare din coloana indicats de __£itsec

— Cresterea temperaturii, afisat3 in tabelul de amplificare din coloana indicati de __&t T

Pentru a afisa parametrii specificati in tabel, activati optiunile corespunzitoare:
V] Temperature aradient overthe plate
Time increment
Temperature increment

Editarea acestor parametri este descris3 in sectiunile respective din acest manual.
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Tn timpul credrii/editarii programului de amplificare, reprezentarea graficd a programului de
amplificare este afisata in partea de jos a ferestrei Editorului programului de amplificare. Odata cu
orice modificare din intervalul valorilor temperaturii, numarul blocurilor de temperaturd, numarul de
cicluri, modificarea tipului de bloc etc. sunt afisate in reprezentarea graficd a programului de amplificare.

1 | <30 I standby |

34.0°C — R0C H I
:00:30 B

Tf‘ Show temperatures for steps of program |
i

|

|

s H 00:10 ' |+ | Show duration of steps of the program

Temperature, ® C

o : . |
Change resclutian of the steps movement |

\\ 10.0°C

Intervalul de temperatura poate fi modificat prin editarea imaginii grafice a programului de amplificare.
Pentru a realiza acest lucru, aduceti cursorul mouse-ului pe intervalul de temperaturd ( tcursorul mouse-u' i
devine) si, in timp ce tineti apasat butonul stang al mouse-ului, mutati (in directia verticald) intervalul ««
temperatura la temperatura necesara.

Reprezentarea grafica a programului de amplificare poate fi modificata utilizand meniul contextual, care
poate fi deschis prin intermediul butonului dreapta al mouse-ului si contine urmatoarele elemente:

—  Afisati temperatura pentru etapele programului
— Afisati durata etapelor programului

— Afisati informatii despre gradient si crestere (scaderea temperaturii in matrice, cresterea in
functie de timp si temperatura)

— Schimbati rezolutia miscarii etapelor (apare o fereastrad cu una dintre cele trei valori ale
distributiei discrete a mutarii intervalelor: 1°C, 0.5°C, 0.1°C).

X Crearea unui nou program de amplificare fira a utiliza sablonul programului de amplificare

Pentru a crea un nou program de amplificare fara a utiliza un sablon, respectati urmdtoarele etape:

1. Alegeti o comanda Creare program nou. Dupi aceea, se va deschide o fereastra a Editorului de
program de amplificare si o fereastra a sablonului de program de amplificare.

Apasati butonul Anulare din fereastra sablonului de program de amplificare.

H

Introduceti denumirea programului de amplificare in cdmpul Titlu program.

Daci este necesar, completati cdmpul Descriere.

“vop W N

Completati tabelul cu programul de amplificare, similar crearii unui program de amplificare
utilizand un sablon.

Nota: Tabelul cu programul de amplificare poate fi completat fie cu ajutorul butoanelor de editare din
dreapta tabelului, fie prin intermediul tastaturii.
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LGt Addeting | pefore
| (++ Addblock | @ after

|~ Deletesting |
| —- Delete block |

Block type
@ Cycle

|¥| Temperature gradient over the plate
| Time increment
/| Temperature increment

> Completarea tabelului programului de amplificare cu ajutorul tastaturii:

Pentru a completa tabelul programului de amplificare cu ajutorul tastaturii, este necesar sa completati
campurile de temperaturi si ore (minute, secunde). Introducerea fiecirei noi valori finalizate prin
apdsarea tastei <Enter>.

Ne block . Temperature T [ mir 58C Number of cycles @ )
{ 1 540 0 0 1

Dupd introducerea tuturor parametrilor (temperaturd, minute si secunde) a liniei curente, apare
automat o noua linie a aceluiasi bloc cu campuri goale pentru inregistrare.

Meblock Temperature °C | min . sec [ Number of cycles @ A
iy ) 54.0 0 30 1
' 0 0

Pentru a finaliza blocul, apdsati tasta <Enter> fard a introduce temperatura si ora in noua linie. Dupa
aceea, editarea valorii numarului de cicluri din bloc devine activa. Apésand tasta <Enter> pentru a
introduce o noud valoare, ,Numarul de cicluri” se termina si trece la un bloc nou.

Nz block Temperature C ' min sec Number of cycles I ﬁ -~
1 340 0 30 1;
52.0 0 10 30
62.0 0 10 v

720 ] 10

M gy
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in continuare, se specifica tipul fiecirui bloc, se activeazd mdsuratori optice si, daca este necesar, se
indic3 schimbarea temperaturii intr-o matrice, cresterea intervalului de timp si a temperaturii (consultati
temele aferente).

. Gradient de temperaturi in matrice

Folosirea gradientului de temperatura permite introducerea gradientului de temperaturd orizontal sau
vertical in matrice dac3 instrumentul este previzut cu o matrice solida sau, in mod independent, pentru
a regla temperatura fieciruia dintre cele sase blocuri ale matricei (4 x 4), daca instrumentul este
prevazut cu pseudo-blocuri.

Valoarea maxim3 a gradientului in matrice sau diferenta de temperatura dintre diferitele zone este de +
10°C. Astfel, utilizand o diferentd de temperaturad (cand setati temperaturi diferite in blocuri), se pot
utiliza sase profiluri de temperatura diferite cu o incepere a RULARII, ce permite reactii simultane cu
parametri de temperatura diferiti.

Gradientul de temperaturi (schimbare lind, orizontald sau verticala a temperaturii in bloc) este utilizat in
laboratoarele stiintifice pentru a optimiza profilele de temperatura.

Pentru a indica scaderea temperaturii in matrice, este necesar sa:

1 Activati optiunea | Temperature gradient over the plate in fereastra Editorului programului
amplificare.

2. Deschideti fereastra din randul corespunzator al tabelului cu ajutorul programului de amplificare

W |
utilizénd butonul I Utilizati gradientul de temperatura (Fig. 12) (exemplu pentru
DTprime).
3. Selectati un tip de gradighVetical g3y ® Horizontal pentru DTlite, se propune automat

utilizarea gradientului de temperatura).

@ Use temperature gradient = A= n
. 3
3

of | 0 [ 1 1 L1l

Hotizontal b e 3 (hiC »
A o= | SR R ® Vertical

de
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Fig.12 Utilizarea gradientului de temperaturi (Gradient vertical)

: " d N Y . :
4. Pentru a introduce un gradient in ferestrele ,f J | —'-Jselectatl un%i | de

gradient si introduceti temperatura marginii frontale a matricei atunci cand selectati un gradient
vertical sau marginea dreapta a matricei atunci cand selectati un gradient orizontal.

t@ 2 ljge téfnbe?atufe gradient - l:'7_
628 | 625 | 620 | 614 | 607 [ 60y | s34 | 589 | 504 | sa0 | 578 | 575 ]

: L]

To=62.0°C
v
i® Horizontal [\: < ¥ k. SiZ >
< v = 880 Y (iVettical
stip Ok Cancel
Fig. 13 Gradient arizontal cu optiunea ,bandi"
[ 1 . ~ g Y ~
Daca alegeti Selectarea unui gradient orizontal,optiunéstip poate fi setata utilizand in acest caz

campul matricei 8x8 cu o liniaritate imbunatatita a gradientului (zona colorat3 din Fig. 13).

.

—1
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4F 4 r

-
m
4r 4
4o
Y

4 4

Ok Cancel

Fig. 14 Scaderea temperaturii in blocurile pentru DTprime (numai pentru instrumentele cu
pseudo blocuri)

Pentru a introduce diferenta de temperatura din blocuri in urmatoarele ferestre

= =1 24
r-l_____a. 5 3,“ ﬁ R,ﬂ ﬂ 5,0 ﬁ
-3,0 e l-i,l] = | -5,0 |

selectati simbolul diferentei si introduceti [T =l aloarea acesteia in raport cu temperatura intervalului
pentru fiecare pseudo bloc al matricei (Fig. 14).

5. Faceti clic pe OK pentru a finaliza inregistrarea; in caz contrar, faceti clic pe Anulare.
= Cresterea in timp

Utilizarea cresterii in timp permite schimbarea unei durate a intervalului de temperatura dat pentru
fiecare ciclu ulterior, cu valoarea unei cresteri date.

Pentru a seta cresterea in timp:

1 Activati optiunea [¥!Timeincrement in fereastra Editorului programului de
amplificare.

2. Utilizand butonuli= -] deschideti fereastra din réndul corespunzator al tabelului cu
programul de amplificare Crestere utilizare (Fig. 15).

m
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3. Activati optiunea Utilizare crestere interval de timp (cAmpul de inregistrare a cresterii in timp devine
“Ar =0 T . sec
).
4. Introduceti cresterea in timp.
5. Faceti clic pe OK pentru a finaliza inregistrarea, in caz contrar, faceti clic pe Anulare.

In cursul editarii valorii cresterii, durata intervalului de temperatura este recalculatd automat pentru
fiecare ciclu ulterior si este afisat} grafic ca o dependents de numirul ciclului.

Use increment l:l

o
e

w
e

4
<

Temperature holding time, sec

—
e

L i T 1 - - - 1 ! I
2 2 4 § H 9 I3 14, 6 G 20 2 g4 a8
Humber of cycles

b

(=1

[ Use time increment

-

At = 08 T gap Ok Cancel
Fig. 15 Cresterea timpului

Cresterea temperaturii pentru blocul ,,Ciclu”

Utilizare cresterea temperaturii pentru a crea un bloc »Ciclu", care permite modificarea valorii acestei
temperaturi in matrice pentru a efectua intervalele de temperatura pentru fiecare ciclu ulterior cu

valoarea cresterii specificate.
Pentru indicarea cresterii temperaturii:

1 Activati optiunea [V Temperture increment in fereastra Editorului programului de
amplificare.

2. Cu ajutorul butonului & = deschideti fereastra din randul corespunzitor al tabelului cu
programul de amplificare Utilizare crestere (Fig. 16) pentru a edita cresterea de temperatura

3. Activati optiunea Utilizare crestere a temperaturii.
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4. Introduceti valoarea cresterii in functie de temperatura e sau intervalul de
el .

i ; : g ” Tend= 518 _ °C
temperaturd pentru ciclul final al blocului (cresterea va fi calculatd automat) )

5. Faceti clic pe OK pentru a finaliza inregistrarea, in caz contrar, faceti clic pe Anulare.

T cursul editsrii valorii cresterii, temperatura intervalului este recalculata automat pentru fiecare ciclu
ulterior si este afisata grafic ca o dependentd de numarul ciclului.

Use increment | X ]

1%

Temperature of step, °C

I

iy
31

br!

o

o

o b 15 13 0 25

Mumber of cycles

Use temperature increment

At = 096 [ ¢ Temd= 58 | °C Ok Cancel

Fig. 16 Cresterea temperaturii pentru blocul ,Ciclu”

" Cresterea temperaturii pentru blocul ,,Curba de topire”

Utilizarea cresterii temperaturii la crearea blocului ,Curba de topire” permite editarea parametrilor
initiali ai acestui bloc.

Pentru asta, procedati dupa cum urmeaza:

1. Activati optiunea ¥ Temperature increment in fereastra Editorului programului de
amplificare.

2. Cu ajutorul butonului o deschideti fereastra din randul corespunzator al tabelului cu

programul de amplificare Curba de topire (Fig. 17) pentru a edita parametrii initiali ai acestui
bloc.

3. Setati trei dintre cei patru parametri in fereastra Curba de topire (de exemplu, temperatura initiala
4] S00 2 To,°C 050 5 dT,

w

, cresterea temperaturii ¥ si numarul de cicluri

4 100 . ) Al patrulea parametru va fi calculat automat.

4. Faceti clic pe i pentru a finaliza inregistrarea; altfel, faceti clic pe s
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In cursul editarii parametrilor ferestrei curbei de topire, temperatura intervalului este recalculata
automat pentru fiecare ciclu ulterior si este afisatd graficcao dependenta de numirul ciclului.

Melting Curve Ex

13

.. |To=%0.0 *C:

5 - $0.0 | To.C

3 e D Te'C

080 : dT.°C

e 100 < N, count of cycle
Y. 50

40

12

~ ¥ B @ B W ® w b @ 10
Number of cycles Apply Cancel

Fig. 17 Cresterea temperaturii pentru blocul »Curba de topire”
4.1.6.3 Editarea programului de amplificare
Editati programele de amplificare existente in diferite etape ale software-ului RealTime_PCR:
1. Tn momentul credrii si editarii testelor:

— Deschideti fereastra Test.

— Apasati butonul Editare 3 in sectiunea Programul de amplificare.
2. nainte de a porni programul de amplificare:

— Selectati o fila Pornire rulare in fereastra RealTime_PCR.

— Apasati butonul Edit A Edt

3. Cand lucrati in editorul de programe de amplificare:

— Selectati elementul din fereastra editorului de programe de Amplificare: = - Deschideti programul
de pe hard disk sau de pe un dispozitiv de stocare a datelor.

Pentru a edita programul de amplificare, efectuati urmatoarele actiuni;

1. Alegeti comanda Editare program, apoi se va deschide Fereastra de program de amplificare.

2. Editati programul de amplificare, similar cu crearea unui program de amplificare utilizand un sablon.

AT

—_—
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4.1.6.4 Salvarea programului de amplificare

Pentru a salva programul de amplificare:

1. Apasati butonul = l (pentru a salva programul de amplificare si iesire) Editorul
programului de amplificare.

2. jn caseta de dialog care apare (Fig. 18), introduceti denumirea programului de amplificare creat in
campul Denumire fisier, utilizand litere latine.

3. Utilizand un cdmp Folder, selectati un folder de pe hard disk sau un dispozitiv de stocare a datelor
pentru a-| salva (implicit, software-ul va oferi directorul de lucru al operatorului).

4. Apasati butonul Save. Programul de amplificare va fi salvat intr-un fisier cu extensia *.rta.

8 Select file for saving the program!
T Dna-Technology + RealTime PCR

Organize = Mew folder 25 W L
-~

&ITE ate modified i@

«&, Homegroup

ASUNDY
ABATDY
‘B Computer
S AZBNO3
sy LOCAI Disk (T}
CURRENT_RESULT
» Local Disk (D:)
forms 2
__ Local Disk (E:) o
LOG LT i Fiefolde
« Local Disk (F:)
OEM L 1140 AR

__ Local Disk (G:)
VIDEQ_ASUNDT

_ Local Disk (H:)
‘ DnaTech-6d.rta -
 » Local Disk (1) )
EXAMPLE_l.rta
.« Local Disk (J:)
‘CF* . . melt.rta
~ dnal {dnal-mcn
® Mikhalev (Im)
i Netwnrk w L >
Fite name: T dlos i ¥
Save as type:  Amplification program : (*.rta) v
~ Hide Folders Save Cancel

Fig. 18 Salvarea programului de amplificare.

4.2  Crearea unui protocol alplacii.

4.2.1 Informatii generale despre protocolul placii.

Tnainte de amplificare, este necesar s completati protocolul placii (Fila Protocol in fereastra
RealTime_PCR).

Protocolul placii include urmatoarele componente:
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1. Informatii despre analizs:

- identificatorul (descrierea) fiecirei eprubete,

= tipul fiecarei eprubete,

— numarul de duplicate din fiecare proba,

— concentratia probelor de calibrare (pentru studii cantitative),
— fluorofor utilizat (colorant fluorescent) si scopul s3u,

— program de amplificare.

= amplasarea eprubetelor in unitatea termica a dispozitivului,

2. Informatii suplimentare:

— numarul de protocol al plicii,
= nhumele operatorului,

— data analizei.

Datele protocolului plicii sunt afisate intr-un tabel, fiecare linie continand informatii despre o singura
eprubetd (Fig. 19).

& RealTime_PCR - o IEN
Mode Test Preference Help
"] Protocol W{f Start run i _1 New protocol _7 Open [l Archive viewsr
Pratocol iumber ] : Operator name. Date:  § December 2017
L b S ejeisley *
K| idertficator Test F Hex | Rax Cys3
LA B e Buttonis to control

R E Sample_1 | | B13 ¥ (= AddTest protocol filing

e 2 {IB18 : =

8t | Sample._ 8 EI v v 0 e ;

ci| 3 Sample_2 _ B1§ () - v v, - - > ¥ e

D4 Sample 4 | | B19 O v v, == Delete ine P

El| 5 Sample 5 {1 B13 [} v v X Clearprotocol d

Ft|6 Semple 6 [ | B19 O v v ) UnDo . Scientfic

a1| 7  Sempe? (1B13 i v ¥

Hi| 8 Sample_8 v A

az |9 Sample_3 Frolocol data table v lj2la)4i6]6|l2]|8]s]|w|n|m

8210 Sample_10 v ¥ A

€211 Sample_11 B19 a v ¥ B

D2 |12 Sample_12 i 1B19 O v c

g2 | 12 C- i1 B19 C+ Y v 5

Rz |14 C+ Ce19 C+ v

a2 | 15 C+ 813 C+ v ¥, ’:*

K2 | 16 o CBg C- v v ¥

A |17 c B1% - v ¥ fo

E‘B ¢ [1B1% c- v /

— .'-” [ AutoFil

= F Fillin sequence

Sl Tube arangement in the thermal 2

it block matrix '

ﬂ Apply Cancel
S Dscember 2017, 153004 TR

Fig. 19 Fereastra ,RealTime_PCR”, fila protocolului placii

Locatia eprubetelor in unitatea termici a dispozitivului este afisata schematic in partea din dreapta jos a
ferestrei ,RealTime_PCR” (Fig. 19).

3
sl
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Editarea protocolului placii se realizeazi cu ajutorul butoanelor situate in dreapta tabelului:

,{E’“ﬂ Impart [ MuttiTest
{d=  Add Test
{dp Addline

e [elete line
x Clear protocol

7 UnDo

Protocolul plécii poate fi completat in urmatoarele moduri:

1. Utilizand optiunea Test cu parametrii standard salvati ai analizei.

Testele (create utilizdnd optiunile Creare/editare sau Copiere grup de teste) sunt disponibile
pentru operatorul care le-a creat si pot fi accesate apasand butonul Addugare test.

2. Prin completarea manuala a protocolului placii, linie cu linie.
3. Utilizati protocoalele placii salvate anterior.

4. Importati datele protocolului din LIS (butonul Import md Impott

4.2.2 Crearea unui protocol de placa utilizind optiunea Test

Pentru a crea un protocol de placa utilizand optiunea Test, efectuati urmatoarele actiuni:

1. Conectati-va la software-ul RealTime_PCR cu denumirea unuia dintre operatori, utilizdnd modul de
Functionare a dispozitivului
si selectati instrumentul care trebuie conectat.

2. Daci este necesar, specificati numarul protocolului plécii in cAmpul Numdr protocol

" -

Protocol number 0

L4

3. Faceti clic pe butonul Adéugarect%t Add Teat din fila Protocol. Se deschide fereastra Addugare
test (Fig. 20).
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4,

"
) Add test
Test: Candida albicans v ALL Test v
Description: Candida albicans
Analysis type: Qualitative
1. Samples:
Amount: 1T Replicas: 1 2
Lead standards er protoc
3. Cortrols:
Posttive (C+): 2 =
Negative (C-) 2 &
in Detail Add i i Dkw ] Cancel

Fig. 20 Fereastra ,Ad3ugare test”

Din lista derulanta Test (localizati in dreapta) selectati tipul de test: Simplu (pentru teste cu o singura
eprubetad), Complex (pentru teste cu mai multe eprubete) sau Toate testele.

ALL Test v

ALL Test
Single Test

LT

Lista derulanta situatd in stanga va afisa testele tipului selectat.

Selectati o denumire a testului din lista derulantd Test. Cind testul este selectat, parametrii
testului selectat sunt afisati in fereastra.

Specificati numarul de probe de testare si numirul de replici pentru fiecare proba din sectiune
Mostre.

Specificati numarul de eprubete cu probe de control din sectiunea Comenzi.

Cand efectuati analiza cantitativd, specificati numarul de probe de calibrare si numarul de
repetari ale fiecarei proba in sectiunea Standarde.

Notd: Tn timpul analizei, este posibil sa utilizati ,standarde” dintr-o altd RULARE (pentru mai
multe detalii, consultati sectiunea Standarde suplimentare). Pentru a face acest lucru:

activati optiunea Standarde de inciircare din alte RULARI;
cu ajutorul butonului Browse, deschideti fereastra de selectare a fisierelor cu standarde suplimentare;
selectati RULAREA dorita.

Calea cdtre fisierul selectat va fi afisatd in optiunea Standarde.

A AT
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2 Standards:

' Load standards from other protocol

C ‘Program Files (x26)"Dna-Technology \Real Time_PCR'Last_RUNr48 & Browse

Atentie! Conditia obligatorie pentru utilizarea standardelor suplimentare este identitatea
protocoalelor de placi pentru programul de amplificare, precum si absenta modificarilor in lista
testelor acestui operator.

10. Pentru a salva datele si a reveni la fereastra RealTime_PCR, faceti clic pe butonul OK. Pentru a reveni
la fereastra RealTime_PCR fra salvarea datelor, apasati butonul Cancel (Anulare}.

11. Cand utilizati procedura Adaugare test, campurile protocolului pldcii sunt completate automat.

12. Doar testele de acelasi tip (potrivite in functie de tipul de analiza si programul de amplificare) pot
fi adjugate intr-un protocol de placd. Editarea suplimentara a protocolului placii este posibila
(schimbarea numelor identificatorilor, concentrare, standarde etc.), manual.

4.2.3 Completarea manuala a plicii linie cu linie

in aceasti optiune, toate informatiile din campurile protocolului placii sunt introduse manual. Prin
crearea protocolului de placi linie cu linie, este imposibil sa se modifice tipul de analiza a datelor. Va fi
utilizat automat un tip de analiza calitativa.

Pentru a umple manual protocolul placii, efectuati urmatoarele actiuni:

1. Conectati-vi la software-ul RealTime_PCR cu denumirea unuia dintre operatori, utilizand modul de
Functionare a dispozitivului si selectati instrumentul care trebuie conectat.

2. Daci este necesar, specificati numarul protocolului plécii in cdmpul Numdr protocol.
3. Pentru a adiuga o noud linie (descrierea noii eprubete), apdsati butonul Adaugare linie
C‘{}’ Add ine

4. Urmatoarele date din linie pot fi editate:

Tube Concentration
e Qo owv
O

i

Fam
A

Test Hex

L
A

Rox
A

@ I - I
Cy5 |Cy3S
4 A

~  Nr. (numarul eprubetei). Se completeaza automat la adaugarea unei noi linii. Daca este necesar,
datele pot fi editate.

Al

— Identificator (denumire scurtd a probei) - o descriere arbitrard a eprubetei, cum ar fi numele
pacientului, numarul probei etc.

— R (ad3ugarea duplicatelor). De fiecare data cand apasati un buton din randul corespunzator, in
campul R este creatd o linie aferentd, cu o descriere identicad a eprubetei (duplicat). Crearea
duplicatelor este posibild dupd introducerea tuturor informatiilor despre eprubetd. Pentru a
schimba informatiile despre blocul de duplicate, trebuie modificatd ,linia antet” a blocului de
duplicate.

—  Tip eprubetd. Urméatoarele tipuri trebuie selectate din lista derulanta: Proba, Standard, Control +
sau Control.
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sl

i‘ -

Sample
oo |
C+ Control+

— Concentratie. Completat cu tipul Standard de eprubets. Este necesar sa se indice concentratia
probei de calibrare.

— Fam, Hex, Rox, Cy5 si Cy5.5 (pentru un instrument cu 5 canale) - alegeti din lista derulanti
scopul fluoroforului (tint3 specific, IC, nedetectats)

ey -

| Specffic target ]

~ Campul Test raimane necompletat.
La crearea RULARII in acest fel, tipul de analiz3 este Calitatiy.

Odata finalizat programul de amplificare, se pot face urméitoarele modificiri asupra protocolului placii:
tipul de analiz3, valorile calibratoarelor, tipul eprubetelor, duplicatele, identificatorii.

Atentie! Nu completati un protocol de placa fird a utiliza procedura de testare (utilizand optiunile
Creare/editare sau Copiere grup de teste), deoarece fereastra de Parametrii de analiz (consultati

sectiunea 8 din acest manual) nu va fi activd, iar coeficientii de calibrare optica a dispozitivului nu vor fi
utilizati.

4.2.4 Amplasarea eprubetelor in matricea unititii termice

Dupa completarea campurilor de protocol cu plici cu datele eprubetelor, este necesar s3 se specifice
locatia eprubetelor in unitatea termica a dispozitivului. Eprubetele pot fi plasate in matrice automat sau
manual.

—

1 umplerea protocolului plicii prin oricare dintre metodele de mai sus, eprubetele sunt plasate
automat in matricea unitatii termice.

Cu ajutorul butonului & Fillin sequence alegeti ordinea de umplere: pe randuri sau pe coloane (Fig. 21)

Eprubetele pot fi plasate manual intr-o ordine deliberatd. Pentru a face acest lucru, dezactivati tasta
AutoFil modul, ap3sati

|V Fres filling modul, stergeti cAmpul matricei utilizand butonul X Clear amay , asezati

toate eprubetele in matrice utilizind cursorul mouse-ului.

Butonul Il este destinat afisirii unei imagini grafice a unei ferestre matrice. Aceasts imagine poate fi

tipdritd sau salvata intr-un fisier.

Pentru diferite tipuri de dispozitive, aranjarea schematicd a eprubetelor va fi diferit3. Aceasta depinde
de numarul de eprubete din matrice.

L AT

e



[v] AutoFill

Bl Fillin sequence

¢ filling

Fig. 21 Dispunerea schematic3 a eprubetelor in matricea unitatii termice

Pentru a edita si porni programul de amplificare, apasati butonul Apply (Aplicati).
Dup3 ce faceti clic pe butonul Apply (Aplicati) software-ului trece automat la Pornirea rularii.

4.2.5 Pornirea programului de amplificare
Porniti programul de amplificare din fila Pornirea ruldrii din fereastra RealTime_PCR dupa crearea unui

protocol de placa (consultati ,Crearea unui protocol de placa”).

in mod implicit, fila afiseaza programul introdus de operator la crearea/editarea testului. La crearea
unui test cu fisiere ini-, programul necesar este incircat automat (Fig. 22).
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& RealTime_PCR - o iEN
Mode Test Preference Help
m Protocol  § Start run 1 New protocol L Archive viewer
Program name: DnaTech-64 v s Browse.. _) Create new &y Edi OperatofSuest
Descnption Date December 2017
x1 | A~
: 1. 80.0°C - :00:30
1 $40°C f S40°C - :01:20
0130 '
| soocc 2. 840°C 0:30
030 C - 0015 G ]’5
: 3 B40°C - 0010
: BA0°C - D015 ]“5
42 .
: 4 340°C - 0005
10 5. 100°C - Storage
i v
1% Program: DnaTech-64
1
50 Jﬁ r”!;n! I ;M‘tf ;k { ;\ | PCR-mix volume 35 paa il
ILF !‘E U {r ‘J i U Comments:
&
Start un

00:20:00 00:30:00 20:45:00 08:30-00 81:00:00 01:10:00 120

G0 18:00

S Decemiber 2017, 154703 [ Deviccisorr |
Fig. 22 Fila ,,Start RUN” din fereastra ~RealTime_PCR”

La crearea unui protocol de placi utilizand optiunea Adaugare test, nu este necesari editarea
parametrilor in aceast3 fereastrs.

Dacd protocolul placii a fost creat manual linie cu linie, in aceastd fereastri selectati un program de
“mplificare dintr-o amplificare creat3 anterior, editati unul dintre cele create anterior sau creati unul
nou si specificati volumul amestecului de lucru in eprubete.

— Creati un nou program de amplificare (butonul -] Create new i

— Editati programul de amplificare curent (butonul £ Edt ).

: i o . Program name: DnaTech-64 v
— Selectati un program de amplificare din lista derulanta

(lista prezintd ultimele 10 programe utilizate).

~ Incércati programul de amplificare de pe hard disk (butonul . Browse.. )

Dupd selectarea unui program de amplificare, acesta va fi afisat in diferite reprezentdri: o imagine
grafica, o reprezentare a textului si un profil de temperaturd al programului de amplificare.

1. Daca este necesar, editati volumul PCR-mix intr-o eprubeta.
2. Completati cdmpul Comentarii, daci este necesar.

3. Apasati butonul Deschidere unitate termics pentru initializarea acestuia.

———e
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4. Apasati butonul inchidere unitate termica

5. Apasati butonul Pornire rulare.
Dup3 ce unitatea termica se afl3 in pozitia de lucru, pe ecranul afisajului apare o casetd de dialog care
solicita s3 specificati denumirea fisierului in care sa inregistratii rezultatele masurdrilor optice (RULARE

cu rezultate ale masuririlor optice) si un loc unde s3 il salvati (implicit este un director de lucru al
operatorului) (Fig. 23).

@ Choose file to save results n
) « Dna-Technology » RealTime_PCR v & Gearch FealTime_PLF

Organize = Mew folder II - )
~

MHame

of; Homegroup

ASUNDT
‘B Computer A
' ) A2BNO3
i CURRENT RESULT
_w Local Disk {D:} ——
_w Local Disk () e
.o Local Disk (F:) Ak

_w Local Disk (G2)
o Local Disk (H:)
_w Local Disk {k:}
_w Local Disk (1)

® dnal (dnal-men
E Mikhalev (Im]

VIDEQ_ASUND

i Netwnrk v £ 4
File name: | it v
Save astype: Results of the measurements: ~.334; v

4 Hide Folders Save | Cancel

Fig. 23 Selectarea unui fisier pentru a salva rezultatele masuratorilor optice.

6. Selectati directorul pentru a salva RULAREA (in cazul in care acesta difera de directorul implicit).

7. Denumire fisier: introduceti denumirea sub care va fi salvatdi RULAREA cu rezultatele
masuritorilor optice (sunt de acord cu denumirea unica a fisierului propusa de software sau
creati o altd denumire a fisierului).

8. Tipul fisierului: formatul de salvare a datelor va fi specificat cu urmatoarele extensii: (rd8,*.ro6,
*.384).

Dupi ce faceti clic pe butonul Save (Salvare), software-ul RealTime_PCR proceseaza in modul de executare a
programului de amplificare in timp ce salvati rezultatele masuratorilor optice in fisier.

in linia de stare a software-ului, una dintre urmdtoarele stdri reprezinta starea dispozitivului:

- dispozitivul este oprit sau nu este conectat la calculator.
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Bedieele ok - dispozitivul este pornit, dar nu este gata de functionare (incilzirea instrumentului

timp de cel putin 5 minute),
Deviceis ON .  dispozitivul este pornit si este gata de utilizare.

Nota! Activarea programului de amplificare este posibil3 cu starea »Pozitivd” a dispozitivului -
»Dispozitivul este PORNIT” (indicator verde sau galben pe linia de stare a3 software-ului). Tn cazul stirii
~hegative” a dispozitivului - »Dispozitivul este OPRIT” (indicatorul rosu), va fi afisat un mesaj potrivit
cdruia dispozitivul nu este conectat (oprit).

Atentie! Daca ati apasat butonul Start RUN (Pornire RULARE) in timpul incilzirii (indicatorul galben este

Device is ON

pornit pe linia de stare), in fereastra profilului Temperaturi va fi afisat un mesaj

~intermitent pentru continuarea procesului de incilzire a dispozitivului:

L £=]
L)

L N
b

&5

T=20.0°C

000500 00:10:00 O0:15:00

Pe ecranul dispozitivului va fi afisat un mesaj similar. Dupa incheierea incilzirii, dispozitivul va trece
automat la modul de executie al programului de amplificare.

4.2.6 Utilizarea optiunii de Oprire a dispozitivului dupi RULARE

Daca este necesari o functionare autonom3 a dispozitivului cu oprirea automat3 a acestuia (trecerea la
iodul de repaus) dup3 finalizarea programului de amplificare, efectuati urmatoarele:

1. in fereastra de rulare activati urmdtoarea optiune:
! Tum off device after the run
2. Inchideti software-ul apisand s i coltul din dreapta sus al ferestrei sale.

3. Dupa finalizarea programului de amplificare, dispozitivul proceseaza intr-un mod de repaus si
indica prin LED-ul intermitent al butonului meniului OSD (doar pentru dispozitivul DTPrime).

Atentie! Dispozitivul se va comuta in modul de repaus doar dacd optiunea Oprire dispozitiv dup3 ce
rularea este activata si programul de amplificare executat in acesta se incheie in modul Holding.

S L

e
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Tn cazul in care se inchide software-ul RealTime PCR (in timpul lucrului autonom al dispozitivului),
calculatorul a ramas pornit, fisierul cu rezultatele masuratorilor optice va fi salvat in directorul ales, iar
operatorul va fi disponibil pentru vizualizarea acestuia dupé ce se incheie programul de amplificare.

Notd! in cazul in care inchiderea software-ului RealTime _PCR (in timpul lucrului autonom al
dispozitivului) calculatorul a fost oprit, fisierul cu rezultatele mdsuratorilor optice nu va fi salvat in
directorul ales. RULAREA poate fi descarcata pe calculator prin optiunea Ultima rulare pe dispozitiv din
meniul Preferinte al ferestrei software RealTime_PCR.

4.2.7 Rularea programului de amplificare

Daca programul de amplificare incepe cu succes, fila Pornire rulare a ferestrei RealTime_PCR este
inlocuita de o fild Running (Fig. 24). Dupa inceperea programului de amplificare, dispozitivul nu necesita
interventia utilizatorului. Dacd doreste, in timpul executiei programului, operatorul poate schimba
afisarea proceselor curente si poate schimba si programul de amplificare (doar pentru utilizatorii
avansati).

Dupi finalizarea programului de amplificare, software-ul trece automat la modul de vizualizare a analizei
datelor cu rezultatele masuratorilor optice.

& RealTime_PCR_AGA704 - o IEN
Iode Preference Help
[ Runring I ) New protocol Ll Avchive viewer
Protocal N 0 Operstor  Guest Date 5 December 2017 Thend + 1:20:44
Comments Tilend ~ 1:20:44
Auorescence 5 : -
@fm v Bh"H s S Maker o Lne - Scale ‘;U Program DnaTech-64
.
Cycla number: 1
Remanmg cycies 49
~
1 E0C- WX
948 C
}xﬁ
2
- ]xéE
s
E 1D 1
| G
T oq e f o OB I8 I W S OM T I X3 M5 3 8 8 H 88
Cyce number Addtional
Temperature profile
- Seae 0 Pouss a
s ® S s
§ / \ -
+ 2 N | Allow change of the curent biock
4 / :
3 11:69.93C
o1 3 0615°98 (¥ Tum off device afterthe un
3 Decarnbes 2017, 1748.41 Device 13 ON . ) I % AGATO: OPTICS 313354 300616

Fig. 24 Fila de Rulare in curs a ferestrei RealTime_PCR Partea superioara a filei
afiseaza informatii generale despre RULAREA curenta:

—  Numar RULARE;
— numele operatorului;
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— data;

— comentati cu privire la RULAREA care, daca doriti, poate fi suplimentat in procesul de executie a
programului;

— doud campuri in coltul din dreapta al ferestrei, unde pot fi selectati urmitorii parametri de timp
pentru afisare din lista verticala:

From start
Till end
Time of start

Expected end of the run

Current time

.

in partea central3 a filei, este afisat un grafic al valorilor fluorescente: curbele de acumulare de ADN in
fiecare eprubetd din coordonatele ,Nivel de fluorescenta - numarul ciclului de amplificare”.

nlegerea canalului de fluorescentd pentru afisarea valorilor fluorescentei pe grafic se realizeaz3 cu lista
derulanta:

Pentru a controla modul de afisare a graficului si analiza detaliata a datelor, se pot utiliza urmatoarele
elemente:

+ Marker - Line

- butoane pentru modificarea dimensiunii markerilor: - butoane pentru

cresterea/micsorarea grosimii liniilor;

-~ 4 Sele buton pentru afisarea casetei de dialog pentru modificarea scarii axelor:
Scale of the axes [ x|
Minimum value Y [¥] auto 12
Maotimum value Y [¥]auto o
ogarthmic axis
Minimum value X auto -
Mazdmum value X auto i
Apply Cancel
& - Locatia si culoarea butonului eprubetelor: prin aceasta optiune, culoarea eprubetelor.

precum si vederea tipului si numerotarii lor pot fi modificate.

S AR g Y
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LU Distributia masuritorilor optice pe butonul placii aratd o reprezentare grafica a valorilor
curente ale masurarilor optice pe un ciclu dat in coordonate tridimensionale (Fig. 25).

In Distributia masuratorilor optice pe fereastra placii puteti vedea valoarea canalului de fluorescenta

selectat| @  Fam 2l pentru fiecare ciclu Sslpatll 18 |

Utilizand butoanele sageatd situate in partea de jos a ferestrei, mariti si micsorati intr-un plan orizontal
sau vertical.

Fereastra poate fi redimensionata fixand cursorul mouse-ului pe marginea ferestrei pana cand apare

sageata dubla si miscand chenarul cu ajutorul mouse-ului.

ﬁmﬁ:nolﬁnnpﬁdmmﬂswmm x

{oa o ¥ @

Fig. 25. Distributia masuratorilor optice pe fereastra placii
¥ - Butonul pentru Imagine curentd este destinat sd afiseze fereastra cu imaginea cdmpului matricei
cu eprubete pe acest ciclu pentru o anumita masurare (Fig. 26).
B b [ es " , : : . .
- butonul este prevazut pentru pornirea/oprirea modului de calcul al componentei de bazi (de
fundal) pentru ficcare eprubeta cu ,primele” cicluri ale programului de amplificare. Toate masuritorile
sunt realizate dupa deducerea acestei componente de baza.
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b 4 Current image EX

¥ read current mage

@ Eam - mase Exporure 0 } v

Fig. 26 Fereastra imaginii curente

Nota (pentru utilizatorii avansati). Pentru a specifica limitele primelor cicluri, selectati elementul Optiuni
... din meniul Preferinte al ferestrei RealTime_PCR. in fereastra Optiuni apdrutd, selectati o fil3 Achizitie

de date optice , activati optiunea Alegerea inregistririi fundalului pornind de la si indicati limitele
ciclurilor din ferestrele corespunzdtoare.

Consider background input starting from
I ot 10 % cycle

¥ es

B . Schimbarea reprezentarii butonului de date optice este destinatd s afiseze o vedere cu mai
multe ferestre ale curbelor (fiecare curb3 cinetics este afisata in propria fereastr3. Consultati Fig. 27).

—~ Huorescence
@fan v 8w BH B v Maker 2 Line 'f“ Scale |
ERENEETNEENERE | = 8 | o | 1w | n | 12

-t p i / ) F t I =
ot T, R ] f i | J f [_f Ll
< Sl AL A A et B ... .

] » f ¢ b
D Al f Ji / J A o A P P
E , 7 ] / g | e . i W 3 ity
AL Ll dl A A A Al o
= ; hj B . - ! I AL JH
gl g ; o | i i / J /

Fig. 27 Vedere cu mai multe ferestre a curbelor

SEE——
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in partea de jos a filei, este afisat profilul Temperatura (diagrama temperaturii matricei fata de timpul
programului de amplificare). Intervalele de temperatura cu mésurétoriﬁtice sunt evidentiate in rosu,

momentele masuritorilor optice sunt afisate prin aprinderea pictogramei din diagrama.

n dreapta deasupra cdmpului cu diagrama. se afla butonul 4 Scale pentru afisarea casetei de dialog
pentru modificarea scarii axelor.

in zona indicaté de simbolul este afi@rogresu! informatiilor despre programul de amplificare:

— denumirea programului de amplificare:

— numirul ciclului curent;

_  numirul de cicluri ramase pand la sfarsitul programului
— parametrii programului de amplificare.

@ R DnaTech-64

Cycle number: 7
Remaining cycles: 43

™
1. 80.0°C - :D0:30
94.0°C - :01:30
2 940°C - 00:30 .
§4.0°C - :00:15 G e
3. [BagC - 0010 Lo
840°C - -00:15 ol
4, 540°C - 0GOS
B, 10.0°C - Storage
W

Additional

In zona indicata de simbolul , existd butoane pentru controlul evolutiei programului:

0 Pause - activati/dezactivati modul Pauza (intrerupeti RULAREA). Pauza apare pe primul
interval de temperaturd dupd pornirea acestui mod. Cand pauza este dezactivatd, are loc imediat o trecere
la urmatorul interval de temperaturd, fara a astepta sfarsitul actualului interval, moment in care a avut loc
0 pauza in procesul de amplificare.

@ stor - terminarca de urgentd a executiei RULARII, fard a astepta sfarsitul normal al acestcia.

Add . ; 4 b e il ;
- addugati numarul de cicluri din acest bloc inscrise in campul cu acelasi nume

Skip - treceti peste ciclurile rdmase pand la sfarsitul executiei blocului.
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Atentie! Aceste operatiuni pot fi efectuate doar cu optiunea [¥] Alow change of the curent block activata.

Pentru a opri automat instrumentul dupa executarea programului de amplificare, activati optiunea
v Tum off device after the run

In timpul executiei programului de amplificare, bara de progres a procesului de rulare continui este
afisata pe linia de stare

in timpul masuritorilor optice (pana la sfarsitul programului de amplificare), daca este necesar, mergeti
la fila Protocol si editati protocolul de misurare - protocolul placii: numarul, tipul, locatia eprubetelor
(cu exceptia programului de amplificare). Cand reveniti la fila Rulare continua dupd modificarea
protocolului placii, vi se va solicita salvarea protocolului placii sau eliminarea modificirilor.

—

.ota (pentru utilizatorii avansati): In timpul m&suritorilor optice, este posibild modificarea set3rilor
modurilor de masurare si reprezentare a datelor. Pentru aceasta, este necesar s3% selectati
elementulOptiuni ... in meniul Preferinte al ferestrei RealTime_PCR. In fereastra aparuta, denumita
Optiuni, selectati o fil3 de Achizitie date optice

Se pot modifica urmatorii parametri:

— Afisare date calibrate - arati datele masurdtorilor optice, ludnd in considerare compensarea
uniformitatii optice a matricei.

— Utilizare metodd de normalizare DT - aplicati metoda de normalizare DT pentru a calibra
masuratorile optice.

— Alegerea inregistrarii intririi de fundal pornind de la - componenta de fundal pentru fiecare
eprubetd este calculatd in functie de primele cicluri (indicate). Toate masuritorile sunt realizate
o dupd deducerea acestei componente de fundal.

— Reglare automatd a expunerii - selectarea automats a valorii de expunere a misuritorilor optice
(indisponibil temporar)

— Numdr de expuneri pentru o mésurédtoare - numérul de masurdtori (1-4) in acelasi canal optic:
Fam, Hex.

Dupd terminarea programului de amplificare, pe ecran apare o fereastrd cu un mesaj prin care

programul intrd in modul Holding (Fig. 28).

in acest caz, pe graficul de temperatur3 al dependentei matricei apare o inscriptie intermitentd Holding
... st un marker cu temperatura de stocare fata de timpul programului de amplificare.

Rt A

—_—
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Temperature profile
"%“ Scale

A VAVAVAVAVAVAVAVAVAVAN
8

. 04:3

40
2 1{T=10,0 °C "“‘-—h«_ﬂ_w

01:11:32 01:18:32 ©1:21:32

Fig. 28 Indicarea modului Holding

Cand este atins3 temperatura de stocare, pe ecran apare o fereastrd care indica faptul c& programul de
amplificare si-a incheiat executia si trece la modul de stocare (Fig. 29).

Attention!

Pragram has been completed, device in standby mode!
You can proceed to data analysis!

............

Fig. 29 mesaj despre finalizarea procesului de amplificare.
Cand faceti clic pe butonul OK , software-ul RealTime_PCR trece in modul Vizualizator arhiva (fila
Analiza datelor).

5 Arhiva modului vizualizatorului
5.1 Alocarea modului

Modul Vizualizator arhiva al software-ului RealTime_PCR este destinat analizei datelor RULARILOR cu
rezultate ale masurarilor optice si crearea de rapoarte cu privire la rezultatele analizei (Fig. 30). Pentru a
deschide fereastra Arhiva, puteti utiliza una dintre urmdtoarele optiuni:

1. Selectati modul Vizualizator arhiva atunci cand executati software-ul RealTime_PCR

RealTime PCR v7.9

Last ediion: 7.9.9.25 20.03.2018
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2. Selectati elementul Vizualizator arhiva in meniul Mod din fereastra RealTime_PCR

3. Faceti clic pe butonul At Monies din fereastra RealTime_PCR.

4. Faceti dublu clic pe orice fisier RULARE salvat in calculator (tip de fisier *.r48, * r9g, *.384). In
acest caz, RULAREA cu rezultatele m3suritorilor optice va fi deschisa imediat.

Il Archive - B n

Mode  Preference Help

&) RealTme_PCR

Protocol Operator: Date: & December 2017 Resutts  Satistics
Comments - Fam | Hex Qualitative |~
Ne Identiticator Cp Cp arilysis
Tests A BB 8D M B
- Method: Raw data v ® @ Fam v

-

Fluorescence

— r Y Yt - v T u :
S04 5 F 101214 1518 20 27 24 28 35 36 32 34 35 35 40 41 44 45 48 50 51 54 56 SB
Humber of cycle

+ Scale Ame*i— Of  x=50.0y=1.003E4 [iog_y + Line > Marker #{ View data representation modes

5 Decamber 2017, 18:14:58

Fig. 30 Fereastra modului Arhiv3

52 Deschiderea RULARII cu date de misurare optica.

Dupad finalizarea programului de amplificare, software-ul trece automat in modul de vizualizare a
analizei datelor cu rezultatele masuritorilor optice (Fig. 31).

RULAREA cu datele de m3surare optica este stocatd in folderul operator si poate fi deschisa pentru
vizualizare in fereastra Arhivare.

RULAREA poate fi deschisi prin mai multe moduri:

- Faceti dublu clic pentru a deschide fisierul RUIARE, care este stocat in calculator, cu rezultatele
masuratorilor optice (tip de fisier *.r48, *.r96, *.384)

(R T

—_—
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- in fereastra ,,Arhivad” faceti clic pe butonul< din fila Analizd date si selectati fisierul RULARE
necesar in fereastra ,Deschidere fisier de rulare”.

Daci din anumite motive, comunicarea calculatorului cu dispozitivul este intrerupta in timpul executarii
programului de amplificare, exista posibilitatea de a citi datele de pe dispozitivul care a fost initiat ultima data.

Pentru a face acest lucru, selectati elementul Ultima pornire in dispozitiv in meniul Preferinte al
ferestrei RealTime_PCR (optiunea este disponibild doar in modul ,Functionarea dispozitivului ”).

i Archive femoflor_eng.r96 - olEN
IMode Preference Help
‘m Protocol w0 Data analysis i RedlTme_PCR
Prolocol 9438 Operator: P T/ 1-Upenism Date 14 Cewrnbpe 2011, 155641 i
Comments ?
e Assay
Tests Androftor® v v diz 80 5 Y * Sample_1
Method Curve Shape (Cp} v ¢ @ Fam v il B !
Al {

Lactacm s_spp

Gardnerella_vaginalis
Staphylococcus_spp
C1 invalid
Streptococcus_spp

hi ./ Veill -
o1 IMegasphaera_spp._/_Vel o

£ |Sneathia_spp _/_Leptotnct 41 EEE

|
— |
i

Ureaplasma_ureahdicum 34 @

Fluorescence

F1
Ureaplasma_parvum

Corynebactenum_spp
Mycoplasma_homirus 321

{

G1 1
§

|

}

i

i

o) Mycoplasma_gentalum
bac:mdes_spp.‘;’_Pomh 37 3
H1

Atopobium_cluster
Anaerncoccus_spp

£ 13 b 3 30 3% Ll 43 % A2
Humber of cycle

-§- Scale 5“‘“+ On x=46 & y=5 546 | llog Y % Lne S Marker H View data representation modes E

6 Dacambar 2017, 10 00 51 Browse Archive

wvakd “

Fig. 31 Fila , Analiza datelor” din RULARE

5.3  Setarea parametrilor de analiza
5.3.1 Informatii despre RULARE

in fereastra Arhiva sunt furnizate urméatoarele informatii despre RULARE:

1. Datele despre RULARE (numarul RULARII, numele operatorului, data si ora achizifiei de date
optice, comentarii cu privire la RULARE). Datele despre RULARE sunt afisate in partea de sus a
ferestrei.

2. Date suplimentare despre RULARE (denumirea fisierului RULARII, denumirea programului de
amplificare, parametrii programului de amplificare, volumul amestecului de lucru din eprubeta).

O e T O D SRR TR T T T T L T
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Pentru mai multe informatii despre protocol, faceti clic pe butontl Informatii despre programul de
amplificare, care deschide fereastra Informatii. Fereastra contine dous3 file:

— Fila cu programul de amplificare contine denumirea programului de amplificare.
parametrii acestuia si volumul amestecului de lucru din eprubeta.

— Fila cu Informatii generale contine calea citre fisierul RULARE. denumirea sa. seria si
codul de bare al placii;

Ll Information K3

Program title: DnaTech-54 (V=35

=y M
1. 80.0°C - :00:30
54.0°C - :01:30
2. 940°C - :00:30 e
64.0°C - :00:15 Eam

3. 540°C - :00:10 -
64.0°C - 00:15 BB g

4. 340°C - .00:05

5 10.0°C - storage o

5.3.2 Reglarea afisajului si procesarearezultatelor masurarii.

Bara de instrumente de bazi:
J' EJ E._é} &@' g: ﬁ?@)unde

1. ' - deschideti RULAREA + selectati din cele mai recente 10 RULARI
2. & - salvati RULAREA

3, B raport de laborator al analizei PCR

5. B. raport medical de cercetare aplicati (fis3 de raspuns)

5. $#8. locatia si culoarea eprubetelor

6. - Informatii despre RULARE

7. ¥ - modificarea parametrilor analizei de date

8. M. exportarea rezultatelor ca XML in LIS

il
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9. - prezentarea panoului de instrumente
Panoul de instrumente:
1. -4 - deschiderea si salvarea RULARILOR masuratorilor:

— - deschideti fisierul de rulare
7 - salvati RULAREA

@ exportati rezultatele in format xml (versiune veche)

- exportati rezultatele in format txt
- Exportati rezultatele in format xmlin LIS

@ _ trimiterea RULARII prin e-mail
4 w
2. ¥ii - informatii generale privind rezultatele analizelor si datelor de masurare:

$8 - locatia si culoarea eprubetelor

Ed Location and colour of the tubes ﬂ
{_ latalslalelsisinls join
S [eoeoeoe[Ce[o
s [O[O]O[O]OIQIOIOIOIO
c [@[O[e[O/e[O[e[OIe[O
2 [@[O[@[O[S[O[@[OI®O
— [@[0[0[O[@[O[e[OIe[O
 0/00/0/000 0 0e
< |0/0/0/e/0e|0 e o
NEOEOEC e I )
mx 1 X Briefly

il- Informatii despre RULARE: program de amplificare, denumirea fisierului RULARII, seria dispozitivului etc.

Ld Information Ex

m | General information

Program title: DnaTech-84 [V =354)

1. 8007
e

: - :00:30
94, -

:01:30

g N el

ta

B4.0°C - 0C:30
B40°C - 0015 Gl =

3 940°C - 0010 -
82.0°C - :00:15 Gaw EEs

4. 340

o

- :00:05

o

100 °C - stormge v

“s) - curba standard pentru analiza cantitativa
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3 Standard Curve Y = 39.701 - 3.070%x

1
Logi0 (Concentration}

-1~ parametri de montare sigmoid PCR

Ed Fam D9 B
[_
400 —‘
{take-off point) X = 37 Frrﬂv'%
— 358 (Gint derivative) X = 40.9
{1acond derivative) X" = 39,0 J
300 1= 11
initial valos of efficiancy = 0.968
nitial valoe of fuorascence = 724426010
+/-d0p = 0027
100
150
160 {
0 /
wEo
5 ic 5 26 3 3c 35 3 45 50

i

12

393373 378 370 294 236

s-lcs

2% . parametrii analizei curbelor PCR

—_ 1
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mamiser of tube 1

POR analysic oy “
I herge. parematens v € pore Srert
dapth sF

o | o o 2hen Sogne] e [mon e 0|
iso = 221 104 092 130 488 284 04
54 30 10.7 1.1 1.70 107 382 33 o4
357 3 153 083 .03 Lol 337 403 0D
338 33 19 18] 848 107 240 %01 08
iy 159 34 06 2431314134 243 383 09

360 33 01 A4 T48T 127 44 381 18

B - afisarea eprubetelor in modul Test/Proba
= Test/Sample
| 472 Androflor® A | | ¥ 5ample_1
a W] TBMIC;Marker; - | |« Sample_2
..[¥]  Lactobadilus_spp.;IC;Garc | EJSample_j
¥ staphylococous_spp;1CS || ¥ Sample_4
§ ..[d]  Megasphaera_spp._f Vel | |« Sample_5
é ¥ Sneathia_spp._f_Leptotric |
~{¥]  Ureaplasma_urealyticum;It 5
' .[¥]  Mycoplasma_hominis;IC;M |
i..{¥]  Bactercides_spp._f Porph | .
| [Vl Anaerococcus sop.:IC:-i- Y | |
L3 T ad B . .
B % % %

3. ¥ _ analiza profilului curbei de topire:

I . .duce colorarea in conformitate cu rezultatul analizei profilului de topire

8l - aratd rezultatul heterozigotului

- arat3 rezultatul homozigotului 1

BB - arata rezultatul homozigotului 2

(2] - aratd un rezultat ,indoielnic”

-

L - prezintd marcajul de temperatura it - prezinta limite de temperatura

“=- prezinta standarde de referinta (pentru analiza corespunzatoare)
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-
4.7i= - selectarea canalului optic (optiunea 2):

@ - fam
9 - hex
- rox
@ cys5
@l - cy5.5
%l toate canalele
5. - Altele:
" calcularea PCR ,,negativ”

o t1 - prezinta panoul de studii privind tipul de analiza: studii de baz§ (universitare) + studii care
sunt prezente in RULAREA actuala.

Cu ajutorul mouse-ului se pot trage panouri suplimentare necesare pentru lucru, in orice loc al ferestrei
de lucru a software-ului, dupd care bara de instrumente poate fi eliminats.

Urmaitoarele elemente pot fi utilizate pentru a schimba modul in care rezultatele sunt afisate in fereastra
Arhiva:

& Fam - fereastra pentru selectarea canalului de fluorescent3 afisat (utilizand lista
derulanta).
”i" Scale - butonul afiseazd o fereastrd suplimentard Scala axelor pentru reglarea manuala a

scdrii pe axele X si Y.

Auto- OF _ hyton de reglare automata a scérii.

Ilog_Y . . . ; . ' R S s -
Log optiunea de afisare a graficului pe o scalad semilogaritmica (se recomanda oprirea optiunii

de montare * care este situat in coltul din dreapta deasupra graficului).

- Marker _}utoane pentru modificarea dimensiunii markerilor.

U _butoane pentru cresterea/micsorarea grosimii liniilor.

8 buton pentru a selecta eprubetele afisate si culorile acestora (locatia si culoarea eprubetelor).
Afiseaza o fereastra suplimentara pentru efectuarea acestei operatiuni (Fig. 32).

Daca este necesar, selectati culoarea si numarul de linii din graficul de fluorescenta, apdsati butonul &
(in fereastra RealTime_PCR fila Rulare continua sau in fereastra Arhivd din fila Analiza date). In
fereastra deschisa Locatia si culoarea eprubetelor, este afisatda matricea unitatii termice. Culoarea
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eprubetei corespunde culorii liniei de pe grafic. Numarul de eprubete corespunde numarului de linii

afisate in grafic.

Ll Location and colour of the tubes
 |afslsfalsfejrlalslreln]n|
2 00000080 e
_s [OIO[O]O]OIO]OIOIOIO
< [@[0]e|0/e[0e/OeO
EROEE @O (e
_: [@]O[@[O]@[O[@[O]@]O
r [0/0/000e e e
- |0 eo0eoeoeee
1 [O]@[O]@[O|@C|e|C]@®
™ () 1] ) Briefly

g

s

[ Tum ondoff types of tubes ]

3
kn

Turn ondoff ; 3
nurmbering of tubes

Fig. 32 Fereastra , Locatie si culoare”

Pentru a afisa numerotarea eprubetelor conform RULARII, apasati butonul E]; pentru a afisa tipul de

eprubete, apasati butonul il

Pentru a schimba culoarea eprubetei, faceti clic dreapta pe eprubeta selectatd, in fereastra deschisa
Culoare selectati culoarea dorita si apasati OK.

Color E3
Basic colors:
M PR BN E
B T FI AENR
H T EAEEEREN
s I B B NN
AN EEEEEN
EEEER N p
Custom colors:
EEEEEEEN - .
EEEEEEEN ue: 80 Red: G
Sat: 240 Green: 128
ColonSold  1yym: 60 Blue: 0
‘ QK ! Cancel Add to Custom Colors
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8
= faceti clic pe celula zero din coloana _1 l e l 3 _sau randul ;t respectiv,

— selectati zona (selectati zona tinand apdsat butonul stang al mouse-ului),
= sclectia inversd” (arati eprubetele ascunse si le ascunde pe cele afisate) - faceti clic pe

patratul din stanga sus a tabelului pentru a le arita pe cele ascunse sau a ascunde
eprubetele afisate.

J—
=

A

Pentru a sterge intregul cdmp al matricei unitatii termice, utilizati butonul [

Location and colour of the tubes

910|112 |
O |
s
L J[@
@0

E ubes colar
anging mode

clolclolol-
9

e
cie

y Briefly “—

Current tubes color
[change - left mouse
buttan]

b3

ololel

-

Initial state

Standard colouring

i S )
LHighlighting the location ’f- L “\\ Possible color palette [sefect -

of the tubes mode left mouse buttan, change -
right mouse button)

Fig. 33 Fereastra extinsi ,, Locatia si culoarea eprubetelor”

Pentru a accesa butoanele suplimentare de control al culorii si locatia eprubetelor, apdsati Scurt
butonul si apoi in Detaliu.
in fereastra marita, apar butoane suplimentare, cu ajutorul cirora este posibil:

— sareveniti la starea initiald (locatia initiala si paleta de culori a eprubetelor),
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—  si desemnati o culoare arbitrara a eprubetelor,
_ <3 desemnati aceeasi culoare pentru duplicate,
_  si selectati culoarea eprubetei din setul de culori presetat,

_ g anulati ultima schimbare de culoare.

Dacii este necesar, selectati metoda pentru prelucrarea rezultatelor misuratorii

Vizualizati rezultatele setarilor fie in modul Toate testele, fie selectand un test din lista derulanta:
Tests: Al Tests v

Urmitoarele elemente pot fi utilizate pentru a schimba modul de procesare a rezultatelor:

Method: Curve Shape (Cp) . .
- selectarea metodei de analiza.

in mod implicit, este afisata metoda de analiza specificata la crearea RULARII utilizand procedura Test.

Dac RULAREA este creata fdrd a utiliza procedura de testare, metoda Geometrica (Cp) va fi specificata

in cAmpul corespunzator.

-

¥~ _ buton pentru deschiderea ferestrei Parametrii analizei (consultati ,Parametrii analizei"). Valorile
implicite sunt optime pentru munca zilnica. Cand efectuati cercetari stiintifice si pentru o analiza mai
detaliatd a datelor obtinute, modificati parametrii prestabiliti pentru procesarea rezultatelor masurarilor

optice si analiza datelor.

1) parameters of the analysis
1 Criterion of the PCR positive result: se——— 80 %
2. Threshold value 10 . gD atlinearfiting range

3. [V Criteria of validity

lower line/threshold for the positive result - %FCp)
upper line/threshald for nomalization 6 s %LFiCp)

4. []Nomalization
Apply Cancel

Modificarea parametrilor este eficienta doar in cadrul RULARII in cauza.

& . . b 5 wa o w .
- butonul este destinat pornirii/opririi montarii ( netezirea) curbelor PCR.

M
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Optiunea de montare este aplicabila doar dup3 sciderea liniei »de bazad" pentru probele in care ay fost
gasite fragmente de ADN dorit (pentru eprubete »pozitive"). Butonul nu este activ atunci cand selectati
metoda de analizd Zona initial3 si atunci cand alegeti tipul de analizi Curba de topire.

5.3.3 Crearea raportului
Prin rezultatele analizei masuratorilor, este posibil3 generarea unui raport.
Raportul include urmatoarele date:

1. Informatii de analizi:

— data analizei,

— Numar RULARE,

~ operatorul,

— denumirea fisierului cu rezultatele,

— comentariu cu privire la RULARE,

- descrierea programului de amplificare,
= volumul amestecului de reactie,

— descrierea setarilor de analiz3.

2. Rezultatele analizei sunt afisate sub forma unui tabel.

in raport pot fi addugate urmatoarele date:

1. Grafic de fluorescenta pentru fiecare fluorofor,
2. Date statistice pentru o serie de duplicate.

3. Graficul curbei standard
4

Amplasarea eprubetelor in matricea unitatii termice.

Pentru a crea un raport pe baza rezultatelor analizei, efectuati urmatoarele actiuni:

1 Apasati butonul din fila Analiza datelor din fereastra Arhiva. Fereastra Raport este deschis3
(Fig. 34).

Cu ajutorul comenzilor corespunzitoare, sunt disponibile urmatoarele
optiuni: - asezati pagina in fereastra de previzualizare in intregime.

|- asezati pagina in fereastra de previzualizare in functie de latime.

_—_—
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/

— aranjati doud pagini in fereastra de previzualizare.

324 ; ; : "
I # j - schimbati scala ferestrei de previzualizare.

2. Selectati datele pe care sa le includeti in raport:

v Fam
Hex
Rox
Cy5
Cy5.5
Fam/Hex/Rox Ty5/0y55 - adaugati curbe de fluorescenta pentru canalele de {luorescentd corespunzatoare:

Siaistics of therepleate includeti date statistice privind seria de duplicate din raport.

7 "Standard Cuve’  _ includeti un grafic al ..curbei standard™ in raport (optiunca este activa pentru
tipurile de analize Cantitative cu standarde si GMI).

J Location of the tubes  _ afisati locatia eprubetelor in matricea unitatii termice din raport.
J Extemal standards . ; . n

- - includeti datele standardelor suplimentare in raport

_ ¥ B¥  _ afisati raportul in alb s1 negru

-/ Report on Samples , - N
= B PIES _includeti afisarea rezultatelor grupate pe probe in raport
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S S __.éemn - T T T S

= »1‘ [:§_J 5% v Close report

[¥] Table of results
[v] Fam

[ ] Hex

[JRox

[lcys

[lcyss ]
[ ] Fam/Hex/Rox/Cy5/Cy5 5
[¥! Statistics of the replicate
[V} "Standard Curve"

[ Location of the tubes
[ Extemal standards

[ Baw
. {_!Report on Samples

Fig. 34 Fereastra ,Raport”

3. Apasati acest butdr? pentru a tipari formularul.

4. Apasati butonul = pentru a salva raportul intr-un fisier pe calculator.

— Selectati formatul de fisier care trebuie salvat:

"t text

*rtf MS Word

*.pdf Acrobat Reader
*jpg JPEG

*html HTML

*.odt Open Office

T R

— In fereastra deschis Salvarea rezultatelor analizei ca ... specificati o denumire a fisierului Si
selectati un folder de pe hard disk in care va fi salvat (Fig. 35). Dup3 ce faceti clic pe butonul
Salvare, fisierul va fi salvat in directorul specificat.

e e U
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3 Save resuits of the analysis as .. | x |
T e« user » Balu » Wing 84 = tmp v G Aearch tm

Crganize Mew folder for ™ L 7]

~  MName Date medified Type Size

g Homegroup

picture {26207 11:35 AN Fidefolder

. Onucanue_RealTime_Eng 12:4: 2017 1151480 File folder
- Computer

ey LoOC2! Disk (T3]
. Local Disk (D:)
. Local Disk (E:]
. Local Disk (F:]
o Local Disk (G:)
_w Local Disk (H:)
_w Local Disk {I:]
. Local Disk ()
B dnal (dnal-men
B pikhaley (Im)

i Netwinrk M 4

File name: ‘ v

Save astype:  MS Word: *rif; w

~ Hide Folders . Save | Cancel

Fig. 35 Salvarea raportului

5.3.4 Exportarea datelor

Exportati datele pentru transfer in LIS utilizdnd butonul g Exportarea rezultatelor ca XML. Va fi
generat un raport in format XML care contine rezultatele calculate in forma numerica.

De asemenea, rezultatele misuratorilor pot fi exportate sub forma unui tabel Excel sau copiate in
clipboard. Pentru a face acest lucru, in fereastra LArhivd” din fila ,Analiza datelor” faceti clic dreapta pe
,antetul” tabelului ,Rezultate”.

. " Fam Hex Absolute
Ne |dertificator Cp cp Concentration
A3 1 335 [ D]
BS 1 234 e[ v
Tg| @ Copy contents of the table to ClipBoard
sl (@ Copy contents of the table to Excel file
= o Ta— e

Alegeti modul de export al datelor:

T Copy contents of the table to ClipBoard

- copiati in clipboard.

e
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\

x. Copy contents of the table to Excel fil s A A - . o . .
. . -copiati in Excel. Dacd selectati aceastd optiune, se deschide

fereastra ,Explorer”, unde vi se va solicita s3 alegeti cum si unde si salvati fisierul de date Excel.

6 Setari si diagnosticari ale instrumentului.

Setdrile parametrilor tehnici ai dispozitivului si diagnosticarea acestuia sunt efectuate in Modul de
functionare a dispozitivului.

Utilizand software-ul RealTime_PCR, se pot verifica si seta urmatorii parametri:

— se verifica setdrile geometrice ale unitatii optice a dispozitivului,
este verificata puritatea godeurilor,

este setatd indltimea eprubetelor,

— sunt setate masurdtorile optice.

|

6.1 Verificarea setarilor geometrice ale unititii optice si a puritatii godeurilor.

Cand porniti dispozitivul pentru prima dat3 dupd transport sau orice miscare, se recomand3 s3 verificati
setdrile geometrice ale unittii optice. Pentru aceasta, se vor efectua urmitoarele etape:

1. Selectati elementul Vizualizare imagine in meniul Preferinte al ferestrei RealTime_PCR
2. in fereastra deschis3 Vizualizare imagine (Fig. 36) cu lista derulantél @ fom o selectati
canalul de masurare Fam.

3. Setativaloarea de expunere necesara in fereastra Expunere pentru a obtine suficiente niveluri de
semnal optic in intervalul 1000 ... 3000 (valoarea scalei la obtinerea valorilor digitale ale
semnalelor de fluorescenta in fereastra Digitizarea semnalului).

@y View...

5. Asigurati-vé c3 este bifats caseta (Y] Show mask

4. Apasati butonul

6. Analizati imaginea rezultata.

S
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W

w View Image X
Setting the coiner points
Preference Digitization of the signal  Statistics  Zeom /] coordinates

@ Fam v Comer points coordinates
v v .
Al: X= 58 I  Y=235 [ »=0 y=t 3
Selecting the . N
measurement channel §3. X= €52 T Y=238 l:| x=0 o y=0 2
Hl: X= 54 = Y=55 o ] ®=0 Eiys0 =
3y, X= 650 5 Y=55 O 3 ==0 Zy=0 §
CStarting the
measuremnent
ht spot size ciaar
# Re= 20 L Ry= 10 3 e
@ View... »

{#] Show mask {v! Agctional correction

4 Wy
/' Cancel "] Setting the light
4 spots size

Retum to inital values

1000 T Expostion setiing (0-10000 msec} Evt the pioceaue. V.
- atiy
’ Selecling exposure and save the

Fig. 36 Fereastra pentru verificarea si corectarea setarilor geometrice ale dispozitivului

In imaginea rezultat3, contururile care indica limitele zonei masurate (cercuri rosii) nu trebuie sa
depaseasca punctul luminaos.

Daca centrul pixelului care constituie punctul luminos se afla in cercul rosu, se ia in considerare in
timpul masurérii. Pixelii ale cdror centre se afla in afara granitei cercului rosu nu vor fi luate in
considerare (Fig. 37).

Fivel s taken g0 80000

Pruel s ot taken meo account

Fig. 37 Zona de masurare pentru semnalele de fluorescenta

Daca cercurile sunt compensate in raport cu punctele de luming, este necesar sa se corecteze
geometria imaginii optice.

7. Pentru a corecta geometria imaginii optice in fereastra de previzualizare a Imaginii, selectati
punctul de corectat cu butonul stanga al mouse-ului. Pentru o corectie mai exacta, apasati
butonul Zoom. Va aparea o fereastra care mareste imaginea punctului selectat.

8. Corectati coordonatele punctelor de colt si dimensiunea punctului de luminad modificind valorile
din ferestrele corespunzatoare.

Nota! Pentru a anula modificarile efectuate, apasati butonul Reveniti la valorile initiale.
ﬁ View...

10. Apasati butonul OK pentru a salva noi setari geometrice

9. Apasati butonul pentru reefectuarea masurarii.
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11. Selectati succesiv canalele rimase ale dispozitivului si setand in acelasi mod valoarea
expunerilor, repetati aceste masuritori pentru fiecare dintre ele, controland pozitia mastii de
mdsurare si imprastierea nivelurilor de semnal optic.

Atentie! Reglarea pozitiei mastii de misurare se realizeaza doar in canalul Fam: in timpul
acesteia, pozitia mastii de misurare se regleaza automat in celelalte canale.

12.1n cazul in care este exprimata curbura imaginii pentru dispozitivul cu 384 godeuri, continuati
corectia si setati decalajul coordonatelor centrale (Fig. 38). Coordonatele centrale sunt centrele
laturilor formérii perimetrului. Tn timpul corectiei de compensare, punctul central, ale carui

¢

coordonate se corecteaza in acel moment, este indicat in imagine cu o cruce verde

. « : .c_ . |¥] Additional correction
Pentru a introduce coordonatele de offset ale campurilor corespondente, blfatn

k7 View Image ES
Cormer points coordinates offset _]

Preference  Digitization of the signal  Statistics 'Zcum

Zoom in the image of " @ Fam v Comer points coordinates
selected point - . - . .
: AL X= 88 Y= 247 i By

& 5 | =

A24: X= 665 % Y=245 = [ x=-1 & y=-162

Pl: X= 50 & Y= 51 % § ] x=-263y=0 2

P24: X= 669 3 Y=28 = 3 x=1 2y=0 @

Light spot size o

a e Bt 55 Gl : ntial
[V Show mask {¥] Addttional correction

Ok

Cancel
Central point

l__DOFJ 5 Expostion satting {0-10000 msec) HeliinloFhialvalins

Fig. 38 Fereastra pentru reglarea setdrilor geometrice ale dispozitivului, care regleazd deplasarea
- coordonatelor punctelor centrale.

s il |
Pentru a reseta coordonatele decalate la pozitia zero, apasati butonul |_clear |

, revenind la valorile

anterioare, apasati butonul L_'“‘ﬂl

13. Pentru a obtine valorile digitale ale semnalelor de fluorescenta, selectati optiunca Digitizarea
semnalului pentru afisarea unei ferestre suplimentare Digitizarea semnalului (Fig. 39).
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) Digitization of the signal .

mean =813

. max = 3294
/ min =266 |
delts = 305% |

[ iMarker

= > LSEEL >

Fig. 39 Fereastra Digitalizarea semnalului

Optiunea Marker permite afisarea valorilor numerice ale masuréatorilor pentru fiecare eprubeta.

Statistics of the optical measurements

1. Duration of the optical measurements, {sec} [ 22

2. Average value of signal:

Fig. 40 Statistica ferestrei de masurare optica

Selectarea optiunii Statistici deschide fereastra Statistici de masurare optica (Fig. 40) cu indicarea
duratei de timp a masuratorilor optice si a valorii medii a semnalului video al canalului selectat.

14. Repetati pasul 5-8 pentru misurarea canalelor Hex, Rox si Cy5 pentru a va asigura ca setarile sunt
corecte.

Curatenia godeurilor unitatii termice este indicatd de absenta punctelor luminoase de pe imaginea
godeurilor goale la verificarea setarilor geometrice ale unitatii optice.

Pentru verificarea curateniei godeurilor si lipsa semnalelor secundare optice reflectate, efectuati
urmatoarele:

1. Inchideti unitatea termicd, asigurandu-va ca nu exista tuburi in godeuri.
2. Deschideti fereastra Vizualizare Imagine (Preferintd/Vizualizare imagine), alegeti

Digitalizarea semnalului si deschideti aceasta fereastra, setati expunerea.

3. Apasati butonul _@_VEE_I, incepeti procesul de masurare optica pe canalul FAM
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(selectat implicit).

4. Asigurati-vd ¢ nivelurile de semnal optic pentru godeurile goale din fereastra de digitalizare a

semnalului video (consultati fig. 41) nu depasesc 1500 de unitati conventionale; in caz contrar, curatati
godeurile luminoase si repetati misurarea.

Digitization of the videgeian
R ibistt. e

mean = 481
max = 755
min = 333
delta = 572

' Marker

a)

ization of the videasignal . ﬂ
mean = 448
max =815/
min = 333|
delta = 829 |

4000

| 3500
i 2000 |
2500 |
2000 i
1500 |

1000

500

[T Marker

i T\ RSy Bl ol ) __—m; + pC j
o T e i 7 . |
5 I“_J I Jgr | LSS o | e |  DToe4 I

Fig. 41 Vederea dispozitivelor godeurilor goale DTprime (a) si DTlite (b).

5. Alegeti succesiv canalele de repaus ale dispozitivului si setati valorile expunerii (de dou3 ori

¥
E
]
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mai mari decat valorile expunerii de lucru), repetati aceste masuratori pentru toate canalele

(apasand butonul _@_\"&_‘"L—-\si controlul nivelurilor semnalelor optice din fereastra de
digitalizare a semnalului video).

Not3! Se recomanda verificarea puritétii godeurilor imediat inainte de a pune eprubete cu probe de
PCR, dacé existd posibilitatea de contaminare.

Verificarea periodicad a puritatii godeurilor unitatii termice trebuie efectuatd de operator in
conformitate cu regulile de intretinere a dispozitivului.

6.2 Masurarea inltimii eprubetei
Masurarea inaltimii eprubetei este obligatorie atunci cand schimbati un alt tip de eprubetd sau benzi

sau cand existi dubii cu privire la presiunea necesar3 pe eprubeta de catre capacul cald”.

Pentru a masura indltimea tubului, procedati dupa cum urmeaza:

- Open themal unit ~ _. ; ; y g
— faceti clic pe butonul oo si asezati eprubetele sau benzile uniform pe matricea
unitatii termice;

_ selectati Preferintele/Diagnosticarea dispozitivului/Masurati iniltimea eprubetelor i asteptati
mesajul:

Attention!

Attention! Measurement of the tube height passed successfully.
(h=14300)
Do you want te save this value in subsequent runs?

—  salvati inaltimea mdsurata a eprubetei apasand butonul

Atentie! Cand masurati inaltimea tubului, asezati cel putin 32 eprubete sau 4 benzi uniform pe placa.
6.3  Sectarea expunerii misuritorilor optice

Pentru a seta expunerea masuratorilor optice, selectati elementul Setare expunere din meniul
Preferinte ale ferestrei RealTime_PCR. Va aparea o fereastra Expunerea (Fig. 42).
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E{) Exposure
[_

1000,

Value of the
chosen exposure

<

| @ Test measurement

Pe 1

Q@ DT prime Marker

5T - I’m Exit with exposure saving ; Ok, ”_—i ‘é*v—ca;é;— &
: B “ W.r-")' : R ey T ————
Devics, ON in the device o

Fig. 42 Fereastra pentru setarea expunerii masuratorilor optice.

Parametrii de expunere din fabricj ale masuratorilor optice sunt optime pentru lucrul cu kituri DNA -
Technology. Modificarea parametrilor de €xpunere sunt necesare doar in cazul in care kit-urile difer§ de
DNA-Technology originale.

Dacd este necesar, setati valoarea de expunere pentru fiecare canal. Este obligatoriu s3 setati expunerea
mdsuratorilor optice pentru toate canalele, selectandu-le secvential in fereastrd cu sigetile din coltul din
dreapta sus al ferestrei Expunere.

Daca exista o sursi de fluorescentd, efectuati o masurare de testare, apdsand butonul

@ Test measurement . e X ] -1t ; 3 o ;
» IN Urma careia o imagine grafica a valorilor curente ale masuratorilor

optice in coordonate tridimensionale va fi afisatd in partea stangd a ferestrei.

Butoanele cu s3geti de dedesubtul diagramei permit rotirea imaginii in planurile orizontale si verticale,
optiunea Marker permite afisarea valorilor numerice pentru fiecare eprubeta.

Nota! Culoarea rosie a coloanei indics faptul ca valoarea fluorescentei din aceasts unitate termic este
peste nivelul liniar de masurare.

Pentru a extinde domeniul optic, fiecare masuritoare poate contine de la 1 la 2 expuneri pentru
DTprime si DTlite (aceasta din urmé este de cinci ori mai scurt3 decit prima). n acest caz, timpul maxim
de expunere este setat in fereastra Expunere.

Numarul expunerilor poate fi reglat in meniu Preferinte/Optiuni/Achizitie de date optice:
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Options

List of operators ~ Analysis of result Optical data acquisttion  Interface parameters

Show calibrated data

y Cicl

HaHL

T
£

£
2

e method

Consider background input starting from
1 > il 0 o cycle

-

i
i
o
: 2
i
'
[51]
[t
s
i

k2

. Number of exposures per one measurement for DT-96x {284}

4 7 MNumberof EXPOSUres per one measurement for DT-222

Dk Cancel

6.4  Compensarea culorilor in DTprime si DTlite

Efectul incrucisat, rezultat dintr-o suprapunere partiala a spectrelor de absorbtie si de emisie a
colorantilor fluorescenti, este eliminat prin metoda software. In acest scop, in memoria dispozitivului
sunt stocate matricile coeficientilor optici si spectrali obtinuti prin calibrarea dispozitivului cu coloranti

fluorescenti puri.

Atentie! Compensarea culorii functioneaza doar daci RULAREA este completata, utilizand procedura

e , T = -
(v AddTest ceea ce inseamni ca fiecirei eprubete ii corespunde un test specific, care

precizeaza compozitia colorantilor inclusi in kitul de testare utilizat. In caz contrar, compensatia nu va fi
efectuata corect.

6.4.1 Activarea compensarii semnalului

Compensarea culorilor este activata in mod implicit, dupa cum se poate verifica selectand optiunea Altele ...

din meniu
Preferinte.
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& Others

Data SaveTaSD pr+ »

Type_AnalyseBqpo Metting curve  Expo_coef Signal_compensation Filtter_Raw
(¥l Use_ColorCompensation:
[Jfrom Optic_file *

[Ifrom Spectr file *

[Vl comection of the signal on plate

[ lcomection of the signal on channels

2 me

| mxposition

" only for cument application

Apply Cancel

Fig. 43 Activarea compensirii semnalului in fereastra Altele.

in fereastra deschisi Altele din fila Compensarea semnalului

trebuie sa fie activaty optiunea
Use_ColorCompensation. Dac3 aceastd optiune este dezactivats, compen

sarea culorii nu va fi utilizat3.

0.5

Diagnosticarea instrumentuluij

Jispozitivul este diagnosticat de un inginer de service in timpul procedurii de instalare si intretinere.
Atentie! Nu este recomandat s3 se utilizeze aceste optiuni privind serviciile de diagnosticare de catre
utilizatorul final.

Pentru a diagnostica functionarea dispozitivului, selectati Diagnosticarea dispozitivului din meniul Preferinte
Fereastra software RealTime_PCR:

Pentru a introduce comenzile de diagnosticare ale dispozitivului, selectati elementul Linie de

(Fig. 44). Butoanele vjrimlo
rebuie efectuats.

comanda. Se va deschide fereastra Sir de comanda
destinate selectiei controlerului, a cdrui diagnosticare t

sunt

 ——
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& Device_ON
Fig. 44 Sir de comenzi

_ Pentru a afisa informatiile de diagnosticare, selectati elementul Monitorizare. Fereastra
Monitorizare va fi deschisa (Fig. 45)

Manitoring ...

=]
€3 €2 th

€2 h

o h

i Pause

Fig. 45 Monitorizarea

T Setirile utilizatorului

intr-un software RealTime_PCR este posibila salvarea setarilor individuale pentru fiecare utilizator
(operator) al software-ului: numele operatorului, un folder pentru salvarea fisierelor, stilul fontului, stilul
de prezentare a ferestrei (doar pentru sistemul de operare Windows XP).

Pentru a schimba setrile utilizatorului, deschideti fereastra Optiuni ... (selectati elementul Optiuni ... din
meniul

Preferinte).

Fila Lista operatorilor din fereastra Optiuni (Fig.46) este conceputd pentru a efectua urmatoarele
actiuni: addugarea, editarea si stergerea operatorilor, alocarea unui folder pentru salvarea fisierelor.

— Pentru a adiuga un operator nou, utilizati butonul Add (Addugare).

#

T R A
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Pentru a edita operatorul selectat in lista, utilizati butonul Change (Schimbare).

Pentru a elimina operatorul selectat din list3, utilizati butonul Delete (Stergere).

Dupa ce faceti clic pe butoanele Adaugare sau Schimbare » e va deschide fereastra Adaugare operator
in care specificati/editati numele operatorului si directorul

mai multe detalii, consultati , Pornirea RULARI”).

’

(folderul) pentru salvarea fisierelor (pentru

2] Options Ex

List of operators  Analysis of result Optical data acquistion ~ Interface parameters

Operator

Add Change x Delete

Ok Cancel

Fig. 46 Lista filei operatorilor din fereastra Optiuni

_Fila Parametri de interfata (Fig. 47) este conceputd pentru selectarea fontului software-ulyi si a limbii.
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Options | X |

List of operators  Analysis of resuft (Optical data acquisition Interface parameters

Microsoft Sans Serff, 8User_2 Application fort
!"!': english ¥  Application language”
Application style: ™
i s Classic i@ Windows XP

* {Changes will be applied after application restart}

Ok Cancel

Fig. 47 Fila Parametri de interfata din fereastra Optiuni

8 Parametrii setirilor de analiza

Parametrii de analiza , stabiliti implicit, sunt optimi pentru munca zilnicd. Cand efectuati cercetari
stiintifice si pentru o analiza mai detaliats a datelor obtinute, modificati parametrii prestabiliti pentru
procesarea rezultatelor masurarilor optice si analiza datelor.

Atentie! Cand lucrati cu kituri comerciale, setarile de analiza si termociclu trebuie solicitate de la
producatorul kitului.

Modificarea parametrilor este disponibila in diferite etape ale software-ului:

1. Cand adiugati/editati teste (butonul Adiditional al ferestrei Test).
2. Cand creati o RULARE (elementul Optiuni din meniul Preferinte, fila Analiza rezultatelor).

3. Cand porniti si executati programul de amplificare (elementul Optiuni din meniul Preferinte,
filele Analiza rezultatelor si Masuratori optice).

4. Cand analizati rezultatele masuratorilor (fila Analiza datelor, butonul Schimbarea parametrilor
analizei datelor) - doar pentru RULAREA analizata.

n acest caz, este afisatad fereastra Parametrii analizei (Fig. 48) si sunt disponibile urmatoarele
setari:

_________.__._....—--—"i
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- Criteriul rezultatului pozitiv al PCR (in intervalul de la 60 la 100%) permite schimbarea
sensibilitdtii la rata de crestere a produselor PCR. Prin sciderea valorii acestui parametru, se pot
realiza vizualizarea si calcularea curbelor mai putin inclinate.

- Valoarea pragului permite stabilirea unuj nivel de prag de fluorescenta la determinarea ciclului
indicatorului (este luata in considerare in metoda pragului de analizi a curbelor).

- Criteriile de validitate ale rezultatelor sunt parametrii care permit reglarea conditiilor de calcul a
curbei prin metoda geometrica de analiza:

pragul rezultatului pozitiv este limita inferioard; pragul de normalizare 3 datelor este limita
superioara.

— Normalizare: utilizarea metodei ~normalizarii amplitudinii”.

Lgd Parameters of the analysis
1. Criterion of the PCR positive resut: e — 80 %
2. Threshold value 10 T 5tD at linear fitting range

3. []Criteria of validity

lower line/threshold for the positive resut © - %FCp)
upper linesthreshold for nomalization 0 - %FCp)

4. "] Nomalization
Apply Cancel

Fig. 48 Parametrii ferestrei de analiz3

—~—

Metoda de analiza este selectati in faza de Creare a testului sau direct in fereastra Analiza masurarilor optice.

Metodele de prag (Ct) si geometrice (Cp) pentru analiza curbei de acumulare de ADN in timpul PCR se
bazeaza pe aborddri diferite pentru determinarea ciclului indicatorului de amplificare.

— Metoda Pragului (Ct) se bazeazi pe efectuarea unei linii de prag care este paralel3 cu linia X Si
determinarea numarului de cicluri (ciclu de prag), la care curba de amplificare a acestei eprubete
traverseaza linia pragului. Ciclul de prag este una dintre variantele ciclurilor indicatorilor.

— Metoda geometrica (Cp) se bazeazs pe o analiza matematicd a formei curbei de acumulare de
ADN in timpul PCR.

In mod implicit, atunci cand analizeazi masuratori optice, RealTime_PCR utilizeaza metoda Geometrics
(Cp). In cazul situatiilor non-standard, cand curba de amplificare difer3 semnificativ de ADN-ul clasic
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/

curba de acumulare in cursul PCR (sigmoid), este posibil sa se analizeze rezultatele utilizdnd metoda

Prag (Ct), care, in astfel de cazuri, ofer o estimare mai buna.

Alituri de rezultatele procesate (deducerea liniei de referinta, potrivirea),

rezultatele vizualizarea

misurdrilor optice, este posibila

atunci cand se analizeaza

datelor brute, selectdind pozitia

corespunzitoare din lista derulanta a metodelor de analiza.

9 Situatii de urgenta
[ € [ Atentie! A aparut o defectiune la  initializarea Identificarea dispozitivului a esuat la conectarea la calculator.
dispozitivului! [ste necesar sa repetati procedura de conectare la
incercati sa repetati operatiunea selectata ... instrument...
—Q Atentie! A aparut o eroare la citirea mastii optice a A aparut o eroare la citirea parametrilor de setare din
instrumentului ... instrument.
Trebuie si reporniti aplicatial Este necesar si repetati procedura de conectare la
€3 | Atentic! A aparut o eroare la citirea blocului de parametri | instrument ...
' din instrument ...
Trebuie sd reporniti aplicatial
" €3 | Atentie! Este detectatd o valoare de expunere incorecta la Validarea blocului de parametri din instrument 2 evidentiat
citirea blocului de parametri din instrument .. prezenta valorilor incorecte ale parametrilor individuali ai
Este necesar sa verificati valorile expunerii si sa le factorilor de reglaj: expunere, coordonatele geometriei optice

corectati daca este necesar!

g

Atentie! O valoare incorectd de coordonatd a setdrii
scometrice a imaginii optice a fost detectata la citirea
blocului de parametri din instrument ...

Este necesar si verificati valorile setarii geometrice si
si corectati dacd este necesar!

DO

Atentie! Este detectatd o valoare incorecta a compensérii de
coordonate ale reglarii geometricd ...

etc.
Este necesar si corectati acesti parametri i sd-i salvau din nou
in instrument. Contactati asistenta tehnica a producitorului.

Este necesar si contactati inginerul de service al
producétorului!

& | Atentie! A apdrut o eroare la citirea protocolului din La pornirea unui nou protocol sau la conectarca la un
instrument ... instrument in care este deja executat protocolul, respectiv
l:ste necesar sa repetati procedura de citire! citirea/scrierea protocolului a esuat.

i €3 | Atentie! A aparut o eroare la scricrea protocolului in | Trebuie sd repetati procedura de citire/scriere.
‘ instrument ...
Liste necesar sa repetati procedura de scriere!

! Atentie! Este detectatd o valoare incorectd a coeficientilor] Validarea coeficientilor optici ai instrumentului a evidentiat

de neuniformitate optica ... prezenta unor valori incorecte.
| Fste necesar si contactati inginerul de service al Trebuie sd contactati departamentul de asistentd tehnied ul
1 producitorului! producatorului.

: Atentie! Este detectatd o valoare incorectd a
coeficientilor de neuniformitate spectrald ...

Este necesar si contactati inginerul de service al
- producitorului!
i Atentie! A fost detectatda o valoare incorectd a
coeficientilor de neuniformitate inegald ...
Este necesar si contactati inginerul de service al
producitorului!
t € | Atentie! A aparut o eroare la scrierea datelor A aparut o eroare la scricrea datelor pe instrument la nivelul
i protocolului pe instrument! cardului SD. Trebuie s& repetali scrierea pentru procedura
e instrumentului.
€ | Atentie! Gradientul/diferenta de temperaturd nu Gradientul de temperaturd/diferenta in  programul de

corespunde blocului de temperaturd al instrumentului!

Este necesar sa se facd modificari corespunzatoare in

amplificare incarcat in instrument nu corespunde unitatii de
temperaturd a instrumentului sau NU poate corespunde
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} programului de amplificare ...

I Atentie!  Este  posibil ca

instrumentului! Doriti si continuali programul?

gradientul/diferenta  de
tlemperatura si nu corespunda blocului de temperaturd al

(in cazul instrumentelor vechi, informatiile despre blocul
termic lipsesc). Este necesar sii se faci modificar: adeevate in
programul de amplificare ...

! Atentie! Sunt detectate valori incorecte ale setarilor
geometrice ...
Continuati procedura de salvare?

g

Validarea setdrilor geometrice din procedura ..Imagine
previzualizatd” a relevat prezenta unor valori incorecte.,

—

! Atentie! Probleme la alegerea filtrelor de culori (MBUSY)

In timpul achizitionarii imaginii optice in procedura
~Previzualizare imagine”, a existat o defectiune a
instrumentului atunci cind a fost selectat filtrul de culoare.
Repetati procedura pentru

citirea imaginii optice.

I Atentie! Sunt detectate valori incorecte ale
valorilor de expunere ...
Continuati procedura de salvare?

Validarea valorilor de expunere in procedura ,,Expunerea
masuratorilor” a relevat prezenta valorilor incorecte.

| 5 x 7 =g . =

P Atentie! In timpul executdrii programului, au fost gasite

L erori la stocarea valorilor de masurare in fisierul de
rezultate.

instrument  (elementul corespunzitor
| imedial dupi executarea programului in instrument!

|

Este necesar sa se ia in considerare ultima executie din
din  meniu)

-

Atentie! Au existat probleme la citirea partii de
date ale masurarilor optice din instrument! Dupa
finalizarea programului de amplificare, este necesar
sa cititi ultima pornire pe instrument ..,

in timpul executarii protocolului, au fost detectate erori in
procedura de inregistrare a datelor de masurare optica intr-
un fisier cu rezultate, Fste necesar si cititi ultimul inceput in
instrument  imediat  dupad  exccutarea programului  in
instrument,

(X

Atentie! A avut loc o oprire de urgentd a programului!

In timpul executarii programului  de amplificare in
instrument, a avut loc o oprire de urgentd a programului.
Trebuie si contactati asistenta tehnica a producitorului si si
furnizati fisiere jurnal (daci este posibil),

Atentie! A fost detectatd o urgenta in instrument!

e:[ [

La sfarsitul programului de amplificare in instrument. a fost
detectatdi o situatie de urgentd. Trebuic si contactati asistenta

tehnicd a producitorului si sa furnizati fisicre de Jurnal (daci
este posibil).

discrepanta intre lista de teste si testul din protocol!

k‘j 4*_

/

Nu se poate descirca protocolul! S-a constatat o

La crearea unui protocol si la utilizarea unui protocol deja
existent ca sablon, se verifica lista testelor pentru operator si
lista testelor din protocolul sablon.

Verificati numele operatorului sub care ultima rulare
a fost citita...

Atentie! A fost detectati o inconsecventi intre lista
curentd de teste si lista de teste din ultima rulare!

La citirea ultimei rulir, instrumentul a descoperit

§)

neconcordanti in testele din protocolul de citire si lista de teste

ale operatorului curent, in cadrul cireia procedura de citire a
ultimei ruldri este inceputa.

. T T

Atentie! Blocul nu este in stare de functionare!

—

Lste necesar si se efeclueze procedura de deschidere

inchidere a blocului termic.

Atentie! Tn cazul in care contactati serviciul de asistentd pentru clienti, specificati urméatoarele:

I Continutul exact al mesajului de eroare.

2. RULAREA in timpul ciruia se produce o situatie de urgenta.
3. Fisiere jurnal care sunt localizate in C:\Program Files (x86)\Dna-']‘echnology\RealTime_PCR\L()G

R
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Anexa 1. Glosarul termenilor de baza

Termociclu, instrument, dispozitiv - dispozitivul destinat reactiei in lant a polimerazei (PCR); este un
termostat programabil capabil sa incilzeascd si sd riceasca o eprubeta cu un amestec de reactie
conform unui anumit program.

Amplificarea ADN - cresterea multipld a cantitatii de ADN.
Prob3 analizata - material biologic destinat cercetarii.

Prob3 de control intern (control intern, IC) - ADN sau ARN ad3ugat la proba analizata pentru a
monitoriza performanta corecta a tuturor operatiunilor in timpul analizei. Daca nu exista ADN sau ARN
in proba, controlul intern trebuie amplificat (in caz contrar, rezultatul analizei este considerat nevalid).

Histograma masuratorilor optice - reprezentarea grafica a valorilor curente ale masuratorilor optice in
coordonate tridimensionale.

Duplicat (duplicate) - un set paralel cu dou3 sau mai multe reactii absolut identice. Este utilizat pentru a
media efectul factorilor aleatori asupra rezultatului.

Identificator - o denumire unica a eprubetei de reactie.

Vopsele intercalante - substante care lumineaza fluorescent intens atunci cand sunt legate cu ADN sau
ARN cu doud catene (de exemplu, bromura de etidiu, SYBR Green )

Analiza calitativi - determinarea prezentei sau absentei acizilor nucleici ai organismului care urmeaza
s3 fie detectat in proba de testare.

Analiza cantitativd - determinarea concentratiei de acizi nucleici din organismul detectat in proba de
testare.

Cinetica acumularii ADN - reprezentarea grafica a procesului de acumulare a produselor de amplificare
a ADN-ului (ampliconi).

Curba de topire - o diagrama de fluorescentd fata de temperaturi la incélzirea (sau rdcirea) amestecului
de reactie dupa terminarea PCR.

Marker - valoarea numerica a unui parametru
Matrice - dispunerea certa a elementelor in spatiu

Mod multi-test - optiunea care permite combinarea mai multor teste intr-o singura analiza cu acelasi
program de amplificare si acelasi tip de analiza.

Program de amplificare - un program care specifica modul de efectuare a reactiei de amplificare.
Dilutii ADN sau ARN - dilutii consecutive de probd de ADN sau ARN

Montare - netezirea datelor experimentale.

__,_____.._._._...._............*’2
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Colorant fluorescent - compus chimic capabil s& lumineze fluorescent eficient. Poate absorbi energia de

lumina de o anumit3 lungime de unda (lungimea de unds de excitatie) si o poate emite la o alt3 lungime
de unda (lungimea de und3 a radiatiei).

Fluorofor -vopsea fluorescents.

Expunerea masuratorilor - parametru care regleazd sensibilitatea sistemului optic al dispozitivului.

Anexa 2. Tipuri de analizi (sunt reprezentate doar cele de bazi)

Atunci cand creati teste si lucrati cu diferite tipuri de analizd, setdrile analizei si setarile dispozitivului
sunt solicitate de producitorul de kituri.

—

n Analiza calitativi

Analiza calitativa permite determinarea prezentei sau absentei fragmentului de ADN tint3 in proba.

Pentru a efectua o analiz3 calitativi (Fig. 49) este necesar s3 selectati o analizi calitativi din lista
derulanta Tip de analizd atunci cand creati un Test. in cazul credrii unei RULARI manuale fir3 a utiliza
optiunea Test, acest tip de analizi este utilizat in mod implicit.

Ld Archive femoflor_eng.r96 - o IEN
Maode Preference  Help

E ] Protocol 77| Data analyss ' : 4 RealTime_PCR
Protocol: 5432 Operator:  PT/1-MHderism Date: 14 Cenrafipe 2011, 15:55:41 Resulis  Statistics
M Identfficator 2
Teets Al Tests v UvuBBIBED WS : -
Sample_1{An_.}
Method Curve Shape ICp) v 3 @ Fam v 1 Sample_1{An .} 157
. Sample_1{An..) 416
Sample_1{An .} 304
Sample_1(An..} 333
i Sample_1(An.} 341
& Sample_1{An ) 324
i Sample_1{An. ) 357
P Sample_1{An...) 17
o 3000 Sample_1{An..} 350
E ’ Sample_1(An..} 351
i Sample_1(hn ) 377
& 200 Sample_1{An )
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s Sample_1(An.) 348
Las Sample_2{4n .} 223
R Sample_2{(An } 234 s
1 3| sample_zian.) 374
D3| Semple_2An.) 333
: : . B3] Sample_2tn.) 336
10 15 o b1 30 35 4 43 Fal Samela 2(An..)
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- Scde  AwoedeOn  e505y-a852 (Jlog_y Tme 7 Maker M View dala reprasenialion modss

6 Dacember 2017, 14:48:46 Browse Archive
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Fig. 49 Tip de analiza ,calitativa”

in prima si a doua coloand din fila Rezultate, sunt indicate numerele eprubetelor si identificatorii
acestora. Alegerea tipului de numerotare (dupa locatia in unitatea termica sau in functie de numarul din
protocolul placii), precum si afisarea _culorii” eprubetei, se realizeaza cu ajutorul butonului Vizualizare

moduri de reprezentare a datelor de sub tabel:

Rezultatele unei analize calitative sunt afisate intr-o coloand denumitd Analiza calitativd sub forma

urmatoarelor valori:

- existd fragmente din ADN-ul dorit in prob3 (se inregistreaza cresterea exponentiala a
semnalului pentru canalul Elemente specifice).

- nu existd fragmente din ADN-ul dorit in probd (nu existd o crestere exponentiala a
semnalului pentru canalul specific, in cazul utilizérii unei probe de control intern (IC), o crestere
exponentiald a semnalului pentru canalul /C).

invalid - rezultatul nesigur (atunci cand se utilizeaza IC - nu exista o crestere exponentiala a
semnalului, atat pentru canalul Elemente specifice , cat si pentru canalul IC).

Fam | Hex
Ct Ct

in coloanele - valorile ciclurilor de iesire pentru fluoroforii folositi pentru fiecare proba (Ct sau
Cp - in functie de metoda de analizd selectata din lista derulantd Metoda de analiza).

2, Cantitativ cu standarde

Analiza cantitativd care utilizeaza probe de calibrare (,standarde”) permite determinarea cantitatii
dorite a fragmentului de ADN din proba. Pentru analiza cantitativi, este necesara includerea probelor cu
o cantitate cunoscuta din ADN-ul dorit in protocolul plécii (probe de calibrare, ,standarde”).

[xistd optiune in software care permite utilizarea probelor de calibrare din alte RULARL.

Pentru analiza cantitativa (Fig. 50) este necesar si se selecteze o analizd cantitativd cu standarde din
lista derulantd Tip de analizd la crearea unui test.

Dup3a analiza, daca existd probe de calibrare. software-ul va construi automat o diagrama de calibrare
(puteti face clic pe buton pentru a o vizualiza “a| Se afiseazd graficul ,Curba standard” in bara de
instrumente de bazi ,Panoul instrumentelor”) si va determina concentratia ADN-ului dorit in probe
necunoscute.
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Fig. 50 Tip de analiza , cantitativs cu standarde”

Cand se utilizeazd optiunea de addugare a probelor de calibrare din alts RULARE, este necesar si se
efectueze urmatoarele actiuni:

= continuati cu fila Standarde suplimentare din fereastra modului Arhiva,

—

')
- [laceti clic pe butonu] @ . selectati fisierul cu RULAREA corespunzatoare (tip de fisier * .r48. *
196, * 384), ale carui .standarde™ vor fi utilizate ca standarde suplimentare. Pentru maij multe
informatii, accesati Standarde suplimentare.

Rezultatele analizei cantitative sunt afisate intr-o coloan denumit3 Concentratie absolut3.

Fam | Hex
Ct Ct

in coloane

: valorile ciclurilor , caracteristice” pentru fluoroforii utilizati pentru fiecare probd
(Ct sau Cp - in functie de metoda de analiza selectata din lista derulanti Metoda de analiza).

Interpretarea rezultatelor analizei se realizeaza in conformitate cu instructiunile de utilizare a kitului
utilizat.

< Standarde suplimentare

i
e

SN e

e —
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Pentru analiz3, este posibil sa folositi standarde” (probe cu continut cunoscut al concentratiei initiale)
dintr-o alti RULARE sau Standarde Suplimentare (Fig. 51).

n acest caz. existd optiunea de a efectua o analiz intr-o singuréd rulare cu pand la 96 de eprubete cu probe
necunoscute.
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Fig. 51 Afisarea standardelor suplimentare la selectarea tipului de analizi ,Cantitativa cu standarde”

Atentiel O conditie obligatorie pentru utilizarea standardelor suplimentare este identitatea RULARII
(program de amplificare, tip de test).

Sc pot adduga standarde suplimentare:

_ i stadiul credrii unui protocol de placa utilizand procedura Addugare test;

. in faza analizei rezultatelor din fila Standarde suplimentare.

Informatiile despre standarde suplimentare sunt afisate in fila Standarde suplimentare.
o Curba standard

Urmatoarele date sunt afisate in fereastra Curba standard (consultati Fig. 52):

_ sistem de coordonate (axa X este logaritmul concentratiei probei Logl0 (Concentratie) , axa Y
este valoarea lui Ct sau Cp);

#
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~ probe de calibrare (indicate prin ®);
= probe studiate (indicate prin ig
— ,curba standard";

— eficienta PCR, abaterea standard, fiabilitatea aproximarii,

Standard Curve ¥ = 40,098 - 3.194%x
* | ~ [PCRefidency | i‘{ij %T
40 . Bl Sta@daﬂddawaﬁon ........ =0,737 |

; . 1428 fa i
| | | | 2
| Confidence level spproximation | R°=0,9433
_::,g,,__.}_..,g S f i Tf  E— f i
| | j _\\Lf |
- | | | | | {
Sl t 1 — S

¢
1
|
|
T

!
4 s g 12 12 14
Log10 (Conce ntration)

Fig. 52 Fereastra Curba standard la selectarea tipului de analiza ,Cantitativa cu standarde”

Nota! Programul construieste linia dreaptd a formularuluj Y = A * x + B din punctele probelor de
calibrare ®, pentru care este cunoscuta concentratia si valoarea lui Ct (sau Cp). Ecuatia dreptei rezultate
este indicata in denumirea ferestrei Curbei standard.

Pe linia dreapt3 construita, probele investigate sunt afisate sub form3 de pictograme, in conforntate
cu valoarea obtinut3 a Ct (Cp). Pe baza concentratiei gasite Log10, software-ul calculeaza concentratia
probelor analizate.

~Calitatea aproximarii ,Curbei standard” este reprezentat3 de nivelul de incredere al aproximarii si de
valorile abaterii Standard.

3. Analiza relativia

Analiza relativa face posibild estimarea cantitatii fragmentului de ADN dorit in probele de testare in
raport cu eprubeta ,bazad”. Valoarea concentratiei relative a eprubetei ,baz3” este unu. Cand se
efectueaza o analiza relativa, se presupune ci eficienta PCR pentru toate probele este aceeasi. Oricare
dintre probe poate fi selectats ca ,baza”.

Pentru a efectua o analizi relativi (Fig. 53), selectati o Analiza relativi din lista derulanta Tip de analiz3
atunci cand creati un Test.

e
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Fig. 53 Tip de analiza "relativa".
Pentru a selecta o proba de baza, procedati dupa cum urmeaza:
— deschideti fereastra Concentratie relativa, situatd in coltul din stanga sus al graficului de

fluorescenta (faceti clic pe pictograma Bk
_ in fereastra deschisd, denumita Concentratie relativa alegeti una dintre

" @ maxCt " -
urmatoarele valori: © ™™ .o probi cu o valoare maxima a Ct (sau Cp),

@ user

™ min Ct . — e
mntt o probd cu o valoare minima a Ct (sau Cp), - o proba arbitrara.

Cand optiunea User este activatd, apar doua liste suplimentare:

1 Al j" - selectarea eprubetei de baza;

‘ Fam :" _ celectarea canalului de masurare opticd pentru eprubeta de baza.

in mod implicit, concentratia relativa este calculats presupunand o eficienta de 100% a reactiei PCR.
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Rezultatele analizei relative sunt afisate intr-o coloan3 denumit3 Concentratia relativs, ca o concentratie
relativa a fragmentelor amplificate (ampliconi) din fiecare eprubeta in raport cu eprubeta aleass ca bazs.

Fam | Hex
Ct Ct

In coloanele

+ valorile ciclurilor ,caracteristice” pentru fluoroforii folositi pentru fiecare proba (Ct
sau Cp - in functie de metoda de analiza selectatd din lista derulanta, denumit3 Metoda de analiza).

4. Detectarea multiplexului

etectarea multiplexului in aceasts sectiune inseamna tipurile de reprezentare a datelor. Pentru toate
RULARILE n care este prezent PCR-uyl clasic, este posibil s3 selectati tipul de prezentare Detectare
multiplex dintre tipurile de analiza. (Fig. 54) Informatiile referitoare la toate canalele din fiecare eprubetd

prezinta informatiile unei analize calitative, cantitative sau, respectiv, relative. Acest tip de prezentare este

specifice simultan.

Nota! Pentru a efectua o analiz} relativd, selectati o Detectare Multiplex din lista derulants Tip de analizi
atunci cand creati un test.
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Fig. 54 Tipul de reprezentare « Detectare multiplex»

3. Curba de topire

Pentru toate RULARILE in care este prezenta procedura de topire” a godeurilor, selectati tipul de
reprezentare a Curbei de topire din elementul corespunzdtor de tipuri de analiza care permite
estimarea valorilor temperaturii limit3 de topire, pentru analiza viitoare a polimorfismelor genetice. (Fig.
55)

Noti! Pentru a efectua o analiza a Curbei de topire (MC), selectati Analiza polimorfismului (MC)
aferent din lista derulanta Tip de analizi atunci cadnd creati un test.

£l Archive SNP.I96 - 0 n
Mode Preference  Help
- - 1
Protoco! Data analysis e-ﬂ ReaiTime_PCR
Protocol 25 Operatar  Tocms Date: 2 [lexabps 2009, 15:56'50 Resuts  Staftistics  Meking Curve IC
Comments: ~

Identéicator FPolimorphism

Tests Al Tests v u'ﬁ‘iﬂ@ﬁmﬁ:ﬁ ‘;ﬁt

Method dF/dT w @ @ Fam v c1

sample_3 o

e o1 sample_4 o
’ AZ{ sample_% 704 _T-

[T

-
m
ra

sample_10
2] sample_11
sample_12
E2| sample_13

A3l sample_17
3 sample_18
T2l sample 13
sample_20

sample_21

4 94 4 9 0 b e

, P 5 B

=3
@

dF it

F3 sample_22

G3] sample_23

sample_25
sample_26
4| sample 27
E‘ sample_28
—Ed_ sample_25
F41 samole 30

|1 Smooth edges ] dfdT J

4 4 % 83

}-nr}n)-rann-«na«aooonooﬁo

>)’)‘})"Pf‘lh(}ﬁl’)(‘lﬁﬂﬁ

) . N 'Temuera;;re‘ tC N
"%" Scale ‘a“t°+ On . x=584y=T60 [JlegY % Line + Marker ## View data representation modes

€ Decamber 2017, 16:07.37

Fig. 55 Tipul reprezentarii Curbei de topire"



VIASURE Real Time PCR Detection Kits

Producétor: DNA—Technology, Research & Production, LLC
20 Zheleznodorozhnaya Street, Protvino,

Regiunea Moscova, Rusia, 142281

Telefon/fax: +7(4967) 31-06-70

E-mail: protvino@dna—technology.m

ey

http://www.dna-technology.ru

Vanzator: DNA-Technology, LLC

125Zh  Varshavskoe highway, bld. 6,
Moscova Rusia, 117587
~Lelefon/fax: +7(495) 640-17-71

c-mail: safes@dna—technologv.ru

Asistenta clienti:
Telefon: 8 800 200-75-15 (gratuit

pentru Rusia) E-mail: hotline@dna-

technology.ru

Consultati Formularul de feedback pe site-ul DNA-

~Technology http://www.dna-

technology.ru/customer support/

Departamentul de servicii:

Telefon: +7(4967) 31-14-67, +7(4967) 31-06-71 (ex. 3126)

— 1



VIASURE Real Time PCR Detection Kits

E-mail: service@dna—technologv.ru
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OBELISS.A

Adresa inregistrata:

General Wahis Boulevard, 53

1030 Brussels,

Belgia

Tel: #32.2,732.59.54

Fax: +32.2,732.60.03

E-mail: mail@obelis.net

http://www.obelis.net
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