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QIAGEN es el proveedor lider de tecnologias innovadoras para la preparacién
de muestras y ensayos de biologia molecular, que permiten el aislamiento y la
deteccidon del contenido de cualquier muestra biolégica. Nuestros productos y
servicios de vanguardia y méxima calidad garantizan el éxito, desde la muestra
hasta el resultado.

QIAGEN sienta las bases de excelencia en los siguientes campos:
M Purificaciéon de ADN, ARN y proteinas
Ensayos con écidos nucleicos y proteinas

Investigacién con microARN y ARNi

Automatizacién de tecnologias de preparacién de muestras y ensayos de
biologia molecular

Nuestra misién es ayudarlo a superar sus retos y a alcanzar un éxito
excepcional. Si desea més informacién, visite www.giagen.com.
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Simbolos

IVvD Producto sanitario para diagnéstico in vitro
Marcado CE, conforme a la Directiva Europea 98/79/CE
c E sobre productos sanitarios para diagndstico in vitro

REF NUmero de referencia

NUmero de material

Fabricante legal

Consultar la informacién proporcionada en el manual

Nota importante

© 2k s

Uso previsto

El software PyroMark Q24 MDx es el software operativo para el PyroMark Q24
MDx que se utiliza para detectar cambios en posiciones variables especificas
del ADN que pueden tener importancia clinica.

El PyroMark Q24 MDx estd destinado al diagndstico in vitro en Europa.

Limitaciones de uso del producto

El software PyroMark Q24 MDx estd destinado a ser utilizado por usuarios
profesionales, como técnicos y médicos que hayan recibido formacién en
técnicas de biologia molecular y en el uso del sistema PyroMark Q24 MDx.

Todas las operaciones deben realizarse de acuerdo con este manual y segin
las indicaciones de los mensajes que aparecen en la pantalla del PyroMark
Q24 MDx, de acuerdo con el Manual de usuario del PyroMark Q24 MDx,
dependiendo del uso de acuerdo con los manuales de los kits de QIAGEN
indicados para utilizarse con el PyroMark Q24 MDx, y de acuerdo con el
Servicio Técnico de QIAGEN, dentro de los limites establecidos por las
especificaciones técnicas.

No se incluyen en el producto los materiales para la preparacién de las
muestras antes del andlisis de pirosecuenciacién.

El producto estd destinado exclusivamente a utilizarse en el PyroMark Q24
MDx.
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Para obtener resultados 6ptimos es necesario un cumplimiento estricto del
manual de usuario del instrumento y de este manual. No se recomienda diluir
los reactivos salvo tal como se describe en este manual, ya que se produciré
una pérdida de rendimiento.

Se deben respetar las fechas de caducidad y las condiciones de conservacién
gue aparecen impresas en la caja y en las etiquetas de todos los componentes.
No utilice componentes caducados o incorrectamente conservados.

Los resultados obtenidos con el sistema PyroMark Q24 MDx deben
interpretarse dentro del contexto de todos los hallazgos clinicos y de laboratorio
relevantes.

Garantia del producto y garantia de satisfaccion

QIAGEN garantiza el rendimiento de todos los productos de la forma descrita
en la documentacién de nuestros productos. El comprador debe determinar la
idoneidad del producto para su uso especifico. Si un producto no ofrece un
rendimiento satisfactorio debido a motivos distintos de un uso incorrecto,
QIAGEN lo reemplazaré de forma gratuita o reembolsaré el precio de compra.
Nos reservamos el derecho a cambiar, alterar o modificar cualquier producto
para mejorar su rendimiento y su disefio. Si un producto de QIAGEN no
cumple sus expectativas, llame al departamento de Servicio Técnico o al
distribuidor local. Le abonaremos el dinero o le cambiaremos el producto,
segun prefiera. Se aplican condiciones diferentes a los instrumentos cientificos,
a los productos de servicio y a los productos enviados en nieve carbénica de
QIAGEN. Solicite més informacién si lo desea.

Puede obtenerse a peticiéon una copia de los términos y condiciones de
QIAGEN, que también aparece en el dorso de nuestras facturas. Si tiene dudas
sobre las especificaciones o el rendimiento del producto, llame al Servicio
Técnico de QIAGEN o a su distribuidor local (consulte la contraportada o visite
www.giagen.com).

Asistencia técnica

En QIAGEN nos enorgullecemos de la calidad y de la disponibilidad de nuestra
asistencia técnica. Nuestros departamentos de Servicio Técnico cuentan con
cientificos expertos con amplia experiencia en los aspectos prdcticos y tebricos
de las tecnologias para la preparacién de muestras y ensayos de biologia
molecular y en el uso de los productos de QIAGEN. Si tiene dudas o
experimenta dificultades con el sistema PyroMark Q24 MDx o con los
productos de QIAGEN en general, no dude en ponerse en contacto con
nosotros.

Los clientes de QIAGEN son una importante fuente de informacién sobre los
usos avanzados o especializados de nuestros productos. Esta informacién es de
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utilidad para otros cientificos ademdés de para los investigadores de QIAGEN.
Por este motivo, lo animamos a ponerse en contacto con nosotros si tiene
cualquier sugerencia sobre el rendimiento de nuestros productos o sobre
nuevas aplicaciones y técnicas.

Para recibir asistencia técnica y solicitar mds informacién, visite nuestro Centro
de Servicio Técnico (Technical Support Center) en www.giagen.com/Support o
pdéngase en contacto telefénico con uno de los departamentos de Servicio
Técnico de QIAGEN o con los distribuidores locales (consulte la contraportada
o visite www.giagen.com).

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Introduccidn

Informacién general sobre esta guia de usuario

Esta guia de usuario proporciona informacién sobre las funciones y las
caracteristicas del software PyroMark Q24 MDx. Consulte el Manual de usuario
del PyroMark Q24 MDx si desea obtener informacién completa sobre el
cuidado, el mantenimiento y el uso correctos del instrumento PyroMark Q24

MDx y de la estacién de vacio PyroMark Q24 MDx.

Esta guia de usuario describe las caracteristicas del software y las herramientas
asociadas y permite al usuario gestionar y modificar archivos y andlisis.

Esta guia de usuario proporciona informacién sobre el software PyroMark Q24
MDx en los apartados siguientes:

M  Introduccién

Software PyroMark Q24 MDx

Inicio del software

Configuracién de un ensayo AQ o CpG

Configuracién de un ensayo SQA

Configuracién de una serie analitica

Procesamiento de la serie analitica en el instrumento PyroMark Q24 MDx
Andlisis de la serie analitica

Visualizacién, impresiéon y guardado de informes de andlisis
Administracién de los métodos del instrumento

Consejos y sugerencias generales

Guia para la resolucién de problemas

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Software PyroMark Q24 MDx

El sistema PyroMark Q24 MDx es una solucién completa compuesta por el
instrumento, la estacién de vacio, los productos quimicos y el software.

Las principales ventajas del sistema son:

B Cuantificacién de alta resolucidon de mutaciones dialélicas, trialélicas o
tetraalélicas.

B Genotipado y cuantificacién de inserciones y deleciones (InDels).

B Los ensayos AQ y CpG utilizan el contexto de secuencia como control de
calidad integrado.

M Andlisis de metilacién en presencia de polimorfismos de nucleétido Unico

(SNP).

M Control de calidad integrado para el tratamiento con bisulfito en ensayos
de metilacién.

M Asignacién de bases (base-calling) con evaluacién de calidad.

Modos de andalisis

=L Ii="§ El software PyroMark Q24 MDx ofrece tres modos
| New A0 fssay Chel+ de andlisis:
| ledpscEsey  dolie M AQ: diversos estudios de cuantificacién y
| MNewSQAAssay  CtrQ andlisis genotipico de SNP e InDels.
A - B CpG: andlisis de metilacién de mltiples sitios
o aa CpG consecutivos.
= B  SQA: asignacién de bases de secuencias
S0 desconocidas.

Los tres tipos diferentes de andlisis pueden
realizarse en la misma placa PyroMark Q24.
Para cambiar entre los modos de andlisis en la
vista de andlisis, seleccione “AQ”, “CpG” o
“SQA" en la barra de herramientas.
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Explorador de accesos directos

El explorador de accesos directos proporciona una forma répida y sencilla de
acceder al contenido de carpetas y a archivos de ensayos y series analiticas de
uso habitual.

&) PyroMark 024 Los siguientes iconos se utilizan para

@  File Tools Reports  Window  Help mostrar informOCién SObre |OS
-0 = O - iR | bsea - archivos:
= |0 Shortcuts .
o (7] Example Fies Archivo de ensayo AQ.
=1-i_J Lagerhalm .
40 assay 1 ! Archivo de ensayo CpG.
CplG assay 1 .
Plats23413 & Archivo de ensayo SQA.
Flate23414 . . .
Plate23415 ©  Archivo de serie analitica que
fresl SOA assay
b [ no se ha procesado.
=
Explore
Refresh @ Archivo de serie analitica que
| Mew Assay b se ha procesado.
% Mew FRun .
Remove Shorkeut #  Acceso directo roto. Esto
Properties podria deberse a que el

servidor de red estd
temporalmente inaccesible o
Add Folder Shortcut aque se ha movido,

Add File Shorteut cambiado de nombre o
eliminado la carpeta fuera
del software.

Adicién y eliminacién de accesos directos, actualizacién del contenido de una
carpeta y visualizacién de las propiedades de archivos y carpetas:

M Para anadir un acceso directo a una carpeta o unidad, haga clic en “Add
Folder Shortcut” (Agregar acceso directo de carpeta) o haga clic con el
botén secundario del ratén en la carpeta “Shortcuts” (Accesos directos) y
seleccione “Add Folder Shortcut” en el mend contextual.

M Para anadir un acceso directo a un archivo, haga clic en “Add File
Shortcut” (Agregar acceso directo de archivo) o haga clic con el botén
secundario del ratén en la carpeta “Shortcuts” y seleccione “Add File
Shortcut” en el menU contextual.

M Para eliminar un acceso directo, haga clic con el botén secundario del
ratén en el acceso directo y seleccione “Remove Shortcut” (Eliminar acceso
directo) en el mend contextual. (Los archivos y subcarpetas de una carpeta
de accesos directos no pueden eliminarse por separado).
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B Para actualizar el contenido de una carpeta, haga clic con el botén
secundario del ratén en ella y seleccione “Refresh” (Actualizar) en el mend
contextual.

M Para ver las propiedades de archivos o carpetas (por ejemplo, los
pardmetros de una serie analitica), haga clic con el botén secundario del
ratén en el archivo o carpeta y seleccione “Properties” (Propiedades) en el
menU contextual.

Nota: Si se sitGa el puntero del ratén sobre un archivo en el explorador de
accesos directos, aparecerd un cuadro emergente de informacién que
mostrard la nota sobre el ensayo para los archivos de ensayo y la
identificacién de la placa para los archivos de serie analitica (si se ha
introducido).

Creacién, apertura y copia de archivos y visualizacién del registro de una serie
analitica procesada:

M Para crear un nuevo archivo de ensayo, haga clic con el botén secundario
del ratén en la carpeta que desee y seleccione “New Assay” (Nuevo
ensayo) y el tipo de ensayo que desee en el mend contextual. Introduzca el
nombre del archivo y pulse “Enter” (Intro). Para configurar el ensayo,
consulte la pdgina 20 (AQ o CpG) o la pdgina 34 (SQA).

M Para crear un nuevo archivo de serie analitica, haga clic con el botén
secundario del ratén en la carpeta que desee y seleccione “New Run”
(Nueva serie analitica) en el mend contextual. Introduzca el nombre del
archivo y pulse “Enter”. Para configurar la serie analitica, consulte la
pdgina 38.

Para copiar un archivo de serie analitica procesado y volver a ejecutarlo,
haga clic con el botén secundario del ratén en el archivo de serie analitica
y seleccione “Copy and Rerun” (Copiar y volver a ejecutar) en el mend
contextual.

Nota: Se copiaré solo la configuracién de la serie analitica, pero no los
datos de la misma ni del andlisis.

M Para copiar un archivo, haga clic con el botén secundario del ratén en la
carpeta que contiene el archivo y seleccione “Explore” (Examinar) en el
menU contextual. Se abrird la aplicacién Windows® Explorer (Explorador
de Windows). Si desea mds informacién, pulse la tecla “F1” para abrir la
ayuda en linea del Explorador de Windows.

Nota: Para evitar la pérdida de datos, no copie un archivo que esté
abierto en el software PyroMark Q24 MDx.

M Para abrir un archivo, haga doble clic en él o haga clic con el botén
secundario del ratén en el archivo y seleccione “Open” (Abrir) en el mend
contextual. Para abrir un archivo de serie analitica procesado, seleccione
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“Open with” (Abrir con) y después el modo de andlisis ("AQ”, “CpG” o
IISQAII).

M Para ver los parédmetros y un registro de un archivo de serie analitica
procesado, haga clic con el botén secundario del ratén en el archivo y
seleccione “Run Information” (Informacién de la serie analitica) en el mend
contextual.

Mend principal y barras de herramientas

MenU “File” (Archivo Seleccione “New Assay” o haga clic en = en la barra
Yy

barras de de herramientas y seleccione el tipo de ensayo que
herramientas desee para crear un nuevo archivo de ensayo. Para
Fie | Tesle Resartewindaw | configurar el ensayo, consulte la pdgina 20 (AQ o
New Assay » | CpG) o la pdgina 34 (SQA).
0} newRun Cerl+R Seleccione “New Run” o haga clic en el botén verde
L Open Cr+0 U en la barra de herramientas para crear un nuevo
et * | archivo de serie analitica. Para configurar la serie
e save Cirks analitica, consulte la pagina 38.
Save As Ctrl+5hift+5
e Seleccione “Open” o haga clic en & en la barra de
herramientas para abrir un archivo de ensayo o de
O ¢
= = d | serie analitica guardado.
o Mew AQ Assay Chrl+a, .
q e cpGassay  cirive Seleccione “Create New Run from Sample Layout
Gl Newsoaassay  ciri+g File” (Crear nueva serie analitica a partir de archivo

de disefio de muestra) en el submeny “Import”
(Importar) para crear una nueva serie analitica
utilizando un disefio de placa para las
identificaciones de muestras y las notas (opcional)
definidos en un archivo de texto delimitado por
tabulaciones o por comas (*.tsv, *.ixt o *.csv);
consulte la pdgina 43.

Seleccione “Create New AQ/CpG Assay from Assay
Design File” (Crear nuevo ensayo AQ/CpG a partir
de archivo de disefio de ensayo) en el submenu
“Import” para crear un nuevo ensayo AQ o CpG
basado en un archivo de ensayo (*.xml) creado con
el programa PyroMark Assay Design Software
(Software de disefio de ensayos Pyromark). El
software importard la secuencia para analizar y los
nombres de las posiciones variables.

Seleccione “Save” (Guardar) o haga clic en | en la
barra de herramientas para guardar los cambios del
archivo actual. Si no se ha guardado nunca el
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MenU “Tools”
(Herramientas) para
archivos de serie
analitica no
procesados

Tools

Slindow

Instrument Methods

Pre Run Information

MenU “Tools” para
archivos de serie
analitica procesados

Tools | Reports

Window  Help

Instrument Methods

1 Run Informatian

Export Peak Heights
Expork Environment Data
Export Raw Data

Expark As FASTA

Analysis Log

archivo, seleccione la ubicacién e introduzca el
nombre del archivo en el cuadro de didlogo que se
abre.

Seleccione “Save As” (Guardar como) para guardar
una copia del archivo actual. Seleccione la ubicacién
e introduzca el nombre del archivo en el cuadro de
didlogo que se abre.

Seleccione “Exit” (Salir) para cerrar el software.

Seleccione “Instrument Methods” (Métodos del
instrumento) para ver los ajustes de configuracién
para los métodos del instrumento y, en caso
necesario, importe o configure nuevos métodos de
acuerdo con los ajustes de configuracion
proporcionados por QIAGEN (consulte
Administracién de los métodos del instrumento,
pdgina 65).

Seleccione “Pre Run Information” (Informacién previa
de la serie analitica) para ver la configuraciéon de la
placa y una lista de los voltmenes necesarios de
mezcla enzimdtica, mezcla de sustrato y nucleétidos
para el archivo de serie analitica actual. Para
imprimir el informe, haga clic en 3.

Nota: Para imprimir el informe “Pre Run
Information” en color, active la opcién “Print
background colors and images” (Imprimir colores e
imdgenes de fondo) en Internet Explorer
(“Tools/Internet Options/Advanced/Printing”
[Herramientas/Opciones de Internet/Opciones
avanzadas/Imprimir]).

Seleccione “Run Information” para ver los
pardmetros y un registro del archivo de serie
analitica actual. Para imprimir el informe, haga clic
en 4.

Seleccione “Export Peak Heights” (Exportar alturas de
picos) para guardar las alturas de los picos de todos
los pocillos usados como archivo de texto.

Seleccione “Export Environment Data” (Exportar
datos del entorno) para guardar las lecturas de
velocidad del mezclador, temperatura del bloque y
presién como archivo de texto. También se presentan
las temperaturas del entorno, la tapa de la cdmara
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de procesamiento y el refrigerador.

Seleccione “Export Raw Data” (Exportar datos sin
procesar) para guardar las intensidades y los datos
de dispensaciéon como archivo de texto.

Seleccione “Export As FASTA” (Exportar como FASTA)
para guardar las secuencias de asignacién de bases
en formato FASTA (solo para ensayos SQA). En el
cuadro de didlogo que se abre, seleccione los
pocillos que desee incluir (todos los pocillos o los
pocillos seleccionados), el orden de clasificacién de
los pocillos (fila o columna) y las bases de las
secuencias que se incluirdn (todas, aprobadas,
aprobadas + comprobar o solo ventana de control

de calidad).

Seleccione “Analysis Log” (Registro de andlisis) para
ver o guardar el registro con todos los andlisis
realizados en el pocillo seleccionado como archivo
HTML. Cada andlisis es registrado con los valores de
configuracién del andlisis utilizados, el modo de
andlisis (AQ, CpG o SQA), la versién del andlisis, los
resultados (incluidas las advertencias), la fecha y la
hora, y la cuenta de usuario de Windows utilizada
para realizar el andlisis (consulte Consejos y
sugerencias generales, pdgina 67).

Los archivos de texto (*.tsv o *.csv) pueden
importarse a Microsoft® Excel® o a otras aplicaciones
que puedan tratar datos separados por puntos y
comas (;) o tabulaciones. Esto es 0til para realizar
nuevos cdlculos con los datos.

MenU “Reports” El informe “Analysis Statistics” (Estadisticas del
(Informes) para andlisis) incluye las estadisticas del andlisis para
series analiticas de todos los pocillos o para los pocillos seleccionados.
CpG El informe “Analysis Results” (Resultados del andlisis)
Reports | Window  Help incluye la informacién de los pocillos y los resultados
S izl Sl del andlisis para todos los pocillos o para los pocillos
CpG Analysis Results seleccionados.

Cpia Pyrogram Repork
Cpa Full Repart
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MenU “Reports” para
series analiticas de AQ

Reports | Window

Help

AQ Analysis Skatistics
A0 Analysis Resuls
A0 Pyrogram Repork
&0 Full Report

SMP Analysis Results
SMP Pyrogram Repark
SMNP Full Repart

SMP Owerview Report

Men( “Reports” para
series analiticas de

SQA
Reports | wWindow

S04 Analysis Results

Help

S04 Pyrogram Repork

S04 Full Report

MenU “Window”
(Ventana)

‘Window | Help

1 AQ Assay - T Lagerholml A assay

2 CpG Assay - CiL. L LagerholmiCpG assay

3504 Assay - CAYLL\Lagerholml S04 assay

4 504 Run Analysis - C:Y.. \LagerholmiPlate23413

5 Run Setup - [Untitled]

Ment “Help” (Ayuda)
| el |

L?j PyroMark Q24 Software Help F1

about PyroMark Q24

El informe “Pyrogram Report” (Informe del
pirogramal) incluye la informacién de los pocillos y el
Pyrogram® (pirograma) para todos los pocillos o
para los pocillos seleccionados.

El informe “Full Report” (Informe completo) incluye
los pardmetros de la serie analitica, el registro de la
serie analitica, la informacién de los pocillos y los
resultados del andlisis (incluido el pirograma) para
todos los pocillos o para los pocillos seleccionados.

El informe “SNP Overview Report” (Informe de
resumen de SNP) incluye los genotipos y las
evaluaciones de calidad para todos los SNP y las
InDels. La informacién se presenta en resimenes de
placas con una placa por nimero de posicién.

Las opciones de informe solo estdn disponibles para
las series analiticas procesadas. Si desea mds
informacién sobre los informes, consulte la

pdgina 56.

Nota: Para ver los informes generados en formato
PDF, debe tener instalado en el ordenador un lector
de archivos PDF. Puede descargar Adobe® Reader®

en www.adobe.com.

El mend “Window” (Ventana) permite cambiar entre
los archivos abiertos en el software.

Seleccione “PyroMark Q24 Software Help” (Ayuda
del software PyroMark Q24) o pulse la tecla “F1”
para abrir esta guia.
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Barra de herramientas
de andlisis

© [ |-ae -]

analyze all Wells

fnalyze Selected Wells

«aQ
Cpia
S08

Histograma

Haga clic en © y seleccione “Analyze All Wells”
(Analizar todos los pocillos) o “Analyze Selected
Wells” (Analizar pocillos seleccionados) (consulte
Selecciéon de pocillos, pdgina 19) para el archivo de
serie analitica actual.

Haga clic en 12 para ver los pardmetros y un registro
del archivo de serie analitica actual. Para imprimir el
informe, haga clic en =.

Seleccione “AQ", “CpG” o “SQA" en la barra de
herramientas para cambiar entre los modos de
andlisis.

Hiztogram

L& Copy as Image

Show Reference Peaks

5

1
G T CTGTOCGTAGTCGCTGEATOCGTAGT CG A

10 15 20 25

Histograma que muestra un resultado tedrico de un ensayo CpG.

Al configurar un ensayo AQ o CpG, la representacién teérica del patrén de
picos previsto con Pyrosequencing® (pirosecuenciacién) se presenta en el drea
“Histogram” (Histogramal). En el histograma se utilizan los siguientes iconos y

colores:

B Laos posiciones variables se resaltan con un color de fondo azul griséceo.

B Al mostrar los picos de referencia, se muestran rombos azules sobre los

picos de referencia.

B Los controles de tratamiento con bisulfito se resaltan con un color de fondo
amarillo. Al mostrar los picos de referencia, se muestran rombos naranjas
sobre los controles de tratamiento con bisulfito (solo para ensayos CpG).

Ampliacién y reduccion del histograma

Es posible ampliar el histograma seleccionando un tramo del mismo con el

botén primario del ratén.

Para reducir el histograma, haga clic con el botén secundario del ratén en el
histograma y seleccione “Zoom Out” (Reducir) en el meny contextual (el nivel
de zoom se ajusta en el nivel anterior) o haga doble clic en el érea del
histograma (el nivel de zoom se ajusta en el 100%).

16
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Exportacion del histograma como imagen

El histograma puede copiarse como imagen en el portapapeles haciendo clic
con el botdén secundario del ratén en el histograma y seleccionando “Copy as
Image” (Copiar como imagen) en el meny contextual. La imagen puede
pegarse en aplicaciones que admitan imé&genes en formato EMF (Enhanced
Metafile, metaarchivo mejorado).

Pirograma

El pirograma es el grdfico resultante de una reaccién de secuenciacién
realizada mediante la tecnologia de pirosecuenciacién. Los nucleétidos
incorporados se muestran como picos en el pirograma.

Ensayos AQ y CpG
A5 TGGATAGTGATTTTTAATGYGTAAGTGTATA
*
4D|:|_ ..............................................................
,\\S)\ Zoom Cuk
AO00 e e
& copy as Image
SO0 VPR URTRIOVORRUTPTO VPRI Y. 4 ' b Hich
* . . . . . oW HISCOgram
100k g o R e T
e T CGACTATOTCGATTGATCAGTCGTATGTCGT A
5 10 15 20 25 30

En el drea del pirograma para un ensayo AQ o CpG se muestran y utilizan la
informacién, los iconos y los colores indicados a continuacién:

B El nombre del pocillo y la secuencia para analizar se muestran en la
esquina superior izquierda.

M El resultado del andlisis (las frecuencias de los alelos o el porcentaje de
metilacién) se muestra encima de cada posicién variable, por ejemplo,
peigi] (InDel) y %%, El color de fondo muestra la evaluacién de calidad del
resultado del andlisis; consulte la leyenda de colores en la pdgina 50. Si el
usuario ha editado una evaluacién de calidad, aparecerd un borde
alrededor del resultado del andlisis, por ejemplo, EZZl. Si se sitda el
puntero del ratén sobre el resultado del andlisis, un cuadro emergente de
informacién mostrard el nimero de posicién y las advertencias del
andlisis.

Nota: | (en blanco) = Seleccién anulada por el usuario. "4l (en blanco) =
El software no admite el andlisis, por ejemplo, andlisis de SNP en el modo
CpG. @ (en rojo) = No se puede realizar el andlisis por falta de datos.

B Las posiciones variables se resaltan con un color de fondo azul grisdceo.

M Al mostrar los picos de referencia, se muestran rombos azules sobre los
picos de referencia.
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Los controles de tratamiento con bisulfito se resaltan con un color de fondo
amarillo claro. Al mostrar los picos de referencia, se muestran rombos
naranjas sobre los controles de tratamiento con bisulfito (solo para
ensayos CpG).

Para ver la altura de un pico, sitGe el puntero del ratén sobre el extremo
superior del pico. Un cuadro emergente de informacién mostrard la altura.

Al mostrar el histograma, este se presenta en gris sobre los picos. Se ve
mejor si se amplia la imagen.

Nota: Puede alternar entre ver y ocultar el histograma y los picos de referencia
haciendo clic con el botén secundario del ratén en el érea del pirograma.

Ensayos SQA

[ I
CAGTCTGTGA[BAGGAGCCAGGCTCAGTCTGTGACCAC
£ >

Zoom Juk

Copy as Image

Show Histogram 0585 9095100091013 2
Show Known Bases o

Show Peak Levels

5 1015202530 354045 50556065 707580 5590 9510003101520

Cuando se selecciona una base en la secuencia de asignacién de bases, se resalta el pico
correspondiente en ambas dreas de pirograma, y viceversa.

En el drea del pirograma para un ensayo SQA se muestran y utilizan la
informacién, los iconos y los colores indicados a continuacién:

18

El nombre del pocillo se muestra en la esquina superior izquierda.

Para ver la altura de un pico, sitGe el puntero del ratén sobre el extremo
superior del pico. Un cuadro emergente de informacién mostraré la altura.

Al mostrar el histograma, se muestra un pirograma compensado en gris
sobre los picos del pirograma. Se ve mejor si se amplia la imagen.

Al mostrar las bases conocidas, los picos con bases conocidas se marcan
con rombos azules en el pirograma.

Al mostrar los niveles de los picos, se muestran en el pirograma los niveles
calculados de los picos.

En el pirograma compensado mostrado en el drea inferior, el color de los
picos se corresponde con sus evaluaciones de calidad (consulte la leyenda
de colores en la pagina 50).
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Nota: Puede alternar entre ver y ocultar el histograma, las bases conocidas y
los niveles de los picos haciendo clic con el botén secundario del ratén en el
drea del pirograma.

Ampliacién y reducciéon del pirograma
Es posible ampliar el pirograma seleccionando un tramo del mismo con el
botén primario del ratén.

Para reducir el pirograma, haga clic con el botén secundario del ratén en el
drea del pirograma y seleccione “Zoom Out” en el mend contextual (el nivel de
zoom se ajusta en el nivel anterior) o haga doble clic en el drea del pirograma
(el nivel de zoom se ajusta en el 100%).

Exportaciéon de un pirograma como imagen

El pirograma puede copiarse como imagen en el portapapeles haciendo clic con
el botén secundario del ratén en el drea del pirograma y seleccionando “Copy as
Image” en el menU contextual. La imagen puede pegarse en aplicaciones que
admitan imdgenes en formato EMF (Enhanced Metafile, metaarchivo mejorado).

Seleccion de pocillos

Para seleccionar un Unico pocillo, simplemente haga clic en él.

Para seleccionar un grupo rectangular de pocillos, por ejemplo, A2-A3, B2-B3

y C2-C3:

B Mantenga pulsado el botén primario del ratén mientras arrastra el puntero
del ratén del pocillo A2 al pocillo C3, o bien

B Seleccione el pocillo A2 y mantenga pulsada la tecla “Shift” (Mayus)
mientras selecciona el pocillo C3, o bien

B Seleccione el pocillo A2 y mantenga pulsada la tecla “Shift” mientras pulsa
la tecla “Right Arrow” (Flecha derecha) una vez y la tecla “Down Arrow”
(Flecha abajo) dos veces.

Para agregar pocillos a la seleccién anterior, por ejemplo, los pocillos B7 y C7,
mantenga pulsada la tecla “Ctrl” mientras selecciona los pocillos.
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Para anular la selecciéon de un pocillo, mantenga pulsada la tecla “Ctrl”
mientras selecciona el pocillo.

Nota: Si se seleccionan varios pocillos en la placa, se mostraréd la informacién
para el pocillo que tiene el marco de seleccién naranja (en la vista de andlisis)

en el area “Well Information” (Informacién del pocillo).

Inicio del software

En el meny “Start” (Inicio) de Windows, seleccione
“(All) Programs/PyroMark/PyroMark Q24" ([Todos los]
Programas/PyroMark/PyroMark Q24).

Puede acceder en cualquier momento a la “Guia de usuario del software
PyroMark Q24 MDx" (esta publicacién) pulsando la tecla “F1” cuando se
encuentre en el software.

Configuracién de un ensayo AQ o CpG

Flujo de trabajo

=rL I=n=]

o Mew A Assay Chel+A

& Mew CpG Assay Chrl4+G

Bad|  hlew SO0 Assay Chrl4)

1. Haga clic en = en la barra de herramientas y seleccione “New AQ

Assay” (Nuevo ensayo AQ) o “New CpG Assay” (Nuevo ensayo
CpG). Se crea un nuevo archivo de ensayo.

2. Introduzca la secuencia para analizar (consulte la pagina 21).

3. Haga clic en el botén “Generate Dispensation Order” (Generar
orden de dispensacién) (consulte la pagina 24).

4. Opcional: Si va a crear un ensayo CpG, introduzca la “Sequence
Before Bisulfite Treatment” (Secuencia previa al tratamiento con
bisulfito). Esta informacién es 0til al agregar controles de
tratamiento con bisulfito.

5. Recomendado: Si va a crear un ensayo CpG, agregue controles de

tratamiento con bisulfito, preferiblemente al comienzo de la
secuencia (consulte la pagina 25).
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6. Opcional: Introduzca informaciéon sobre el ensayo en el cuadro de
texto “Assay Note” (Nota sobre el ensayo).

7. Opcional: Configure las posiciones variables (consulte la pagina 26).

8. Antes de procesar las muestras, valide su ensayo utilizando una
muestra de ADN de referencia (consulte el Apéndice B del Manual
de usuario del PyroMark Q24 MDx).

9. Opcional: Si procede, modifique los pardmetros del andlisis durante
la validacién del ensayo (consulte la pagina 28).

10. Opcional: Bloquee el ensayo para edicién haciendo clic en el botén
“Lock Assay” (Bloquear ensayo) en la parte inferior de la ventana de
configuraciéon del ensayo. Un ensayo bloqueado () que se ha
ejecutado en el instrumento PyroMark Q24 MDx no puede
desbloquearse (es decir, no serda posible editar los parametros de
andlisis ni los resultados una vez procesado el ensayo).

Nota: En el explorador de accesos directos puede crear un nuevo archivo de
ensayo; para ello, haga clic con el botén secundario del ratén en la carpeta en
la que desee guardarlo y seleccione “New Assay” y, a continuacién, “AQ
Assay” (Ensayo AQ) o “CpG Assay” (Ensayo CpG) en el menU contextual.
Introduzca el nombre del archivo y pulse “Enter”. Para agregar un acceso
directo a una carpeta o a una unidad, haga clic en “Add Folder Shortcut”.

Nota: Puede mostrarse una nota sobre el ensayo en un cuadro emergente de
informacién en el explorador de accesos directos situando el puntero del ratén
sobre el archivo de ensayo.

Nota: Para guardar el archivo, haga clic en | en la barra de herramientas. Si
no se ha guardado nunca el archivo, seleccione la ubicacién e introduzca el
nombre del archivo en el cuadro de didlogo que se abre.

Introduccién de la secuencia para analizar

Escriba o pegue (“Ctrl+V”) la secuencia para analizar en el cuadro de texto
“Sequence to Analyze” (Secuencia para analizar). Si va a crear un ensayo CpG,
introduzca la secuencia después del tratamiento con bisulfito.

Al introducir la secuencia de ADN en el software se aplican las siguientes
reglas:

M Los caracteres permitidos para la entrada de la secuencia son A, C, Gy T,
asi como los coédigos IUPAC.

M Pueden introducirse posiciones variables utilizando cédigos IUPAC o una

barra inclinada hacia la derecha (/) como separador entre las dos posibles
bases (p. ej., C/T).

B Laos InDels deben introducirse utilizando corchetes “[ 17 (p. ej., [AT]).
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M La secuencia no debe incluir mds de 400 caracteres o 100 posiciones
variables.

M Las posiciones variables que incluyan una combinacién de SNP e InDels
deben introducirse utilizando una combinacién de signos “/” o cédigos
IUPAC y “[ ]”. Por ejemplo, [T/A] o [W] representan un polimorfismo
trialélico en el que los posibles alelos son una T, una A o ninguna
(delecién).

B No es posible tener una combinaciéon de un SNP y bases constantes dentro
de una InDel (p. €j., [A/TC].
B No se admiten InDels anidadas (p. ej., [ATT[C]G]).

Si la secuencia para analizar contiene un error, se mostrard con un signo de
exclamacién rojo al final del cuadro de texto. Si sitGa el puntero del ratén sobre
el signo de exclamacién, un cuadro emergente de informacién mostrard la
explicacion del error. El cardcter o los caracteres causantes del error se
marcardn en rojo en la secuencia para analizar.

Sequence to Analyze

TYGTAT| L
L

Dado que T/T no es una posicién variable vdlida, provoca el error “Invalid sequence”
(Secuencia no vélida).

Nota: Si se analizan patrones de metilacién “no estdndar”, por ejemplo,
metilaciones de C no seguidas de G, estos patrones pueden analizarse en el
modo AQ. Para realizar el andlisis en el modo CpG, introduzca G adicionales
en el cuadro de texto “Sequence to Analyze” y configure las alturas previstas de
las G adicionales en cero (0); consulte Ajuste de las alturas de las barras del
histograma, pégina 33.
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Cédigos IUPAC

Caédigo Descripcion Caédigo Descripcion
A Adenina W ToA
C Citosina S CoG
G Guanina B C,ToG (noA)
T Timina D A, ToG (noQC)
R Purina (A o G) H A, ToC (noG)
Y Pirimidina (C o T) \Y% A, CoG(noT)
M CoA N Cualquier base (A, C, G o T)
K ToG

Nota: S, B, Vy N no son vdlidos después del tratamiento con bisulfito.

Patrones vdlidos en un ensayo CpG

Los patrones que no pueden existir después del tratamiento con bisulfito no son
vdlidos en un ensayo CpG. Por ejemplo, GC/TGAC/G no es vdlido debido a
que C/TG es un sitio CpG directo y C/G no puede existir después del
tratamiento con bisulfito.

En un ensayo directo pueden incluirse el sitio CpG y los SNP siguientes:
M Sitio CpG: C/TG

M SNP: A/T, A/G, G/T y A/T/G (es decir, no puede incluirse C)

En un ensayo inverso pueden incluirse el sitio CpG y los SNP siguientes:
M Sitio CpG: CG/A

M SNP: A/T, A/C, C/T y A/T/C (es decir, no puede incluirse G)

Nota: El software no admite el andlisis de sitios CpG que incluyan una
posicién variable adicional, por ejemplo, A/C/TG. Estos tipos de SNP pueden
analizarse escribiendo C/TG en el cuadro de texto “Sequence to Analyze” y
ATCG en el cuadro de texto “Dispensation Order” (Orden de dispensacién).
Proceda con la serie analitica de la forma habitual. Después del andlisis de los
sitios CpG, cambie al modo AQ y cambie C/TG por A/C/TG (en el cuadro de
texto “Sequence to Analyze” [Secuencia para analizar]) y analice la posicién
variable. De la misma forma, puede analizarse C/TG/A escribiendo C/TG en
el cuadro de texto “Sequence to Analyze” y TCGA en el cuadro de texto
“Dispensation Order”. Después del andlisis de los sitios CpG, cambie al modo

Guia de usuario del software PyroMark Q24 MDx 05/2010 23



AQ y cambie C/TG por C/TG/A (en el cuadro de texto “Sequence to Analyze”
[Secuencia para analizar]) y analice la posicién variable.

Generacion del orden de dispensacién

Si hace clic en el botén “Generate Dispensation Order”, el software generard
un orden de dispensacién para la secuencia para andlisis intfroducida. El orden
de dispensacién generado incluye dispensaciones en blanco para garantizar
que se ha obtenido la secuencia correcta.

Al crear ensayos CpG, el orden de dispensaciéon también debe incluir controles
de tratamiento con bisulfito. Estos controles deben ser anadidos manualmente
por el usuario una vez generado el orden de dispensacién (consulte la

pdgina 25).

Si lo deseaq, el orden de dispensacién puede introducirse o ajustarse
manualmente.

Nota: Al hacer clic en “Generate Dispensation Order”, se sobrescribiré
cualquier orden de dispensacién existente.

Nota: Cuando se selecciona una posicién de base en la secuencia para
analizar, la dispensacién correspondiente se resalta con un color de fondo gris,
y viceversa.

Sequence to Analyze

TETTHEAMATGATNCAG
F .

Digpenzation Order

|GTCGTAGCTEAC&TGCATAEEGA

F

Histogram

Las flechas de la secuencia para analizar, del orden de dispensacién y del histograma
muestran la posicién del cursor.

Nota: Si la Gltima posicién variable de la secuencia para analizar es una InDel
larga, la dispensacién solo se realizard hasta que se detecten tres picos
variables y siempre que se cumpla el requisito de cinco picos de referencia.
Para dispensar la InDel completa, agregue una posicién variable después de la
InDel o ajuste el orden de dispensacién manualmente.
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Nota: Si no es posible que la secuencia entre en fase antes de que se
dispensen 32 alelos, no se completard el orden de dispensacién. Por ejemplo,
la secuencia ACTCDDDDG tendrd el orden de dispensacién ACTC, ya que los
cuatro polimorfismos D generardn un tramo fuera de fase sobre demasiados
alelos.

Advertencias de dispensaciéon

Si el orden de dispensacién contiene una advertencia, esta se indica con un
signo de exclamacién rojo @ al final del cuadro de texto “Dispensation Order”.
Es posible ejecutar un ensayo con una advertencia de dispensacién, pero
deberd tenerse en cuenta ésta al evaluar el resultado del andlisis. Si sitta el
puntero del ratén sobre el signo de exclamacién, un cuadro emergente de
informacién mostrard una explicacién de la advertencia.

Advertencia Accion recomendada

Secuencia incierta El problema podria resolverse introduciendo mds
debido a la falta de informacién de la secuencia o reduciendo el
informacién de la numero de dispensaciones.

secuencia terminal.

La secuencia no estd en El problema podria resolverse ajustando el orden

fase al final de las de dispensaciéon (manualmente o haciendo clic en

dispensaciones. “Generate Dispensation Order” [Generar orden de
dispensacién]) o intfroduciendo mds informacién
de la secuencia.

Nota: Si el problema no se resuelve, no se
analizard el tramo fuera de fase.

El orden de Si es posible, introduzca mdés informacién de la
dispensacién generado  secuencia y aumente el nUmero de dispensaciones.
contiene menos picos de Para obtener la mejor evaluacién de calidad de los
referencia de los resultados posible, se recomiendan cinco o mas
necesarios. picos de referencia con la altura 1, 2 6 3.

Adicién o eliminacidn de controles de tratamiento con
bisulfito (ensayos CpG)

Hiztogram

0

GTCGAC R RHPP: B .
-~ c Add Potential Bisulfite Treatment Control Before Dispensation
Add Potential Bisulfite Treatment Control After Dispensation
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Los ensayos CpG deben contener al menos un control interno para evaluar el
tratamiento satisfactorio con bisulfito, preferiblemente al comienzo de la
secuencia. Normalmente no se metilan las bases C que no se siguen de bases
G en la secuencia y, por consiguiente, deberian convertirse en su totalidad en T
tras el tratamiento con bisulfito y la PCR. Como resultado del tratamiento
satisfactorio con bisulfito, todas las plantillas solo deberian mostrar Ty no C en
estas posiciones. Para los ensayos inversos, todas las plantillas solo deberian
mostrar Ay no G en estas posiciones.

Las posibles posiciones para los controles de tratamiento con bisulfito se
indican en el histograma con una letra naranja en negrita: T en un ensayo
directo y A en un ensayo inverso.

Puede agregarse un control de tratamiento con bisulfito haciendo clic con el
botén primario del ratén en la T o A naranja en negrita y seleccionando la
opcion deseada en el mend contextual. También puede agregarse
manualmente afnadiendo una C antes o después de una T en el orden de
dispensacién.

Puede eliminarse un control de tratamiento con bisulfito haciendo clic con el
botén primario del ratén en el control (C en un ensayo directo o G en un
ensayo inverso) y seleccionando “Remove Bisulfite Control” (Eliminar control de
tratamiento con bisulfito) en el meny contextual.

Nota: En la secuencia previa al tratamiento con bisulfito, compruebe si los
controles de tratamiento con bisulfito propuestos son C convertidas a T (leidas
como G y A en un ensayo inverso) y si son adecuadas o no como controles.

Configuracién de las posiciones variables

Las posiciones variables pueden configurarse en la ficha “Variable Positions”
(Posiciones variables). A continuacién se indican los pardmetros disponibles.

Nota: Si se cambia la secuencia para analizar (y se genera un nuevo orden de
dispensacién), se restablecerdn los valores predeterminados de los pardmetros
de las posiciones variables.

“Position” (Posicién) Ubicacién de la posicién variable en la secuencia
para analizar, contando de izquierda a derecha.

“Name” (Nombre) Nombre de la posicién variable. Para cambiar el
nombre, seleccione el cuadro de texto (se
seleccionard el contenido actual) o haga doble clic
en el cuadro de texto.

“Type” (Tipo) Tipo de posicién variable: SNP, InDel o sitio CpG.
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“Analyze” (Analizar)

“Methylation ranges”
(Intervalos de
metilacién) (solo para
ensayos CpG)
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Si se marca esta opcién, se analizard la posicién
variable.

Nota: Esta opcién no estd disponible para
posiciones variables que no puedan analizarse para
el tipo de ensayo actual.

La metilacién de CpG prevista. La configuracién de
este pardmetro para todos los sitios CpG permite
una sencilla identificacién de los sitios (en los
resultados del andlisis) que se encuentran fuera del
intervalo de metilacién previsto:

M El drea de color verde claro se encuentra por
debajo del intervalo previsto.

M El 4rea de color verde se encuentra dentro del
intervalo previsto.

M El drea de color verde oscuro se encuentra por
encima del intervalo previsto.

Nota: No puede configurarse la metilacién prevista
para los sitios CpG si la opcién “Analyze” (Analizar)
no estd marcada.

El drea del intervalo previsto puede moverse hacia la
izquierda o hacia la derecha manteniendo pulsado
el botén primario del ratén mientras se mueve el
drea con el ratén.

Pueden utilizarse las flechas para aumentar o reducir
el intervalo previsto. También puede aumentar o
reducir el intervalo previsto de la siguiente manera:

1. Situando el puntero del ratén sobre el extremo
izquierdo o derecho del drea verde: el puntero se
transforma de una flecha blanca en +.

2. Moviendo el ratén hacia la izquierda o hacia la
derecha mientras mantiene pulsado el botén
primario del ratén.

Para editar todos los intervalos de metilacién al
mismo tiempo, mantenga pulsada la tecla “Shift”
(MayUs) mientras cambia uno de los intervalos.
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Ejemplos de intervalos de metilacién

O ) o
P -
;. IS

1. Metilacién prevista = 100%.

2. Metilaciéon prevista = 0-100%.

3. Metilacién prevista = 30-70% (valor
predeterminado).

4. Metilacién prevista = 0%.

Para restablecer los valores predeterminados de los pardmetros de las fichas
“Variable Positions” y “Analysis Parameters” (Pardmetros de andlisis), haga clic
en “Revert to Default” (Restablecer valores predeterminados).

Edicion de los parametros de andlisis

Los valores de configuracién predeterminados de andlisis se han definido para
proporcionar resultados éptimos del andlisis para la mayoria de los ensayos. Si
procede, durante la validacion del ensayo los resultados pueden mejorarse
editando los pardmetros de andlisis:

B Edite los pardmetros de andlisis en la ficha “Analysis Parameters”; véase
mds adelante.

B Habilite o inhabilite los picos de referencia y los controles de tratamiento
con bisulfito (solo para ensayos CpG); consulte la pdgina 32.

Ajuste las alturas de las barras del histograma; consulte la pagina 33.

Para habilitar o inhabilitar las posiciones variables y/o modificar los
intervalos de metilacién previstos (solo para ensayos CpG), consulte
Configuracién de las posiciones variables, pédgina 26.

Asegurese de que los cambios estdn validados; consulte el Apéndice B del
Manual de usuario del PyroMark Q24 MDx.

Nota: Cuando use kits de QIAGEN, utilice los valores de configuracién
indicados en los manuales de los kits.

Nota: Todos los cambios guardados quedan registrados. Para ver un registro
de cambios para un ensayo, abra el archivo del ensayo y haga clic en “Show
Change Log” (Mostrar registro de cambios).
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Edicion de los parametros de andlisis en la ficha “Analysis
Parameters”

En la ficha “Analysis Parameters” pueden editarse los pardmetros de andlisis
indicados a continuacién.

Tratamiento con Estos pardmetros indican los porcentajes mds altos

bisulfito fallido (solo aceptables de secuencia no convertida para

para ensayos CpG) conseguir una evaluacién de calidad “Passed”
(Aprobado) y una evaluacién de calidad “Check”
(Comprobar) para los sitios CpG. Los valores
introducidos se comparan con el valor de altura del
pico mononucleotidico determinado por el algoritmo

de andlisis.
“Allowed percentage Los porcentajes mds altos aceptables de secuencia
for passed quality” no convertida para conseguir una evaluacién de

(Porcentaje permitido  calidad “Passed” para los sitios CpG.
para un valor de

calidad Aprobado) El valor predeterminado es 5%.

Nota: El valor no puede ser mayor que el porcentaje
permitido para el valor de calidad “Check” (véase
mds adelante).
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“Allowed percentage Los porcentajes mds altos aceptables de secuencia

for check quality” no convertida para conseguir una evaluacién de
(Porcentaje permitido  calidad “Check” para los sitios CpG. Se activard la
para un valor de advertencia “Uncertain bisulfite conversion at
calidad Comprobar) dispensation: number(s)” (La altura del pico se desvia

del nivel de altura previsto del pico en la
dispensacién: nimero[s]) durante el andlisis.

Nota: Esta regla solo se utiliza si no se cumple la
regla para el valor de calidad “Passed”.

Un porcentaje de secuencia no convertida superior al
valor definido generard una evaluacién de calidad
“Failed” (Fallido) para todos los sitios CpG. Se
activard la advertencia “Failed bisulfite conversion at
dispensation: number(s)” (La altura del pico se desvia
del nivel de altura previsto del pico en la
dispensacién: ndmero[s]) durante el andlisis.

El valor predeterminado es 7%.

Nota: El valor no puede ser menor que el valor
porcentaje permitido para el valor “Allowed
percentage for passed quality” (Porcentaje permitido
para un valor de calidad Aprobado) (véase
anteriormente).

Umbral de altura de  Estos pardmetros definen el limite inferior de
los picos intensidad para el nivel de altura del pico
mononucleotidico al comienzo del pirograma.

“Required peak height  Valor de sefial minimo para que un pico consiga una
for passed quality” evaluacion de calidad “Passed” para las posiciones
(Altura de pico exigida variables.

para un valor de

calidad Aprobado) El valor predeterminado es 20.

Nota: El valor no puede ser menor que el valor
“Required peak height for check quality” (véase mds
adelante).
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“Required peak height
for check quality”
(Altura de pico exigida
para un valor de
calidad Comprobar)

Niveles de
rigurosidad

“Pattern deviation in
variable positions”
(Desviacion del patron
en posiciones
variables)

Valor de senal minimo para que un pico consiga una
evaluacion de calidad “Check” para las posiciones
variables. Se activard la advertencia “Uncertain due
to low peak height” (Incierto debido a una altura
baja del pico) durante el andlisis.

Nota: Esta regla solo se utiliza si no se cumple la
regla para el valor de calidad “Passed”.

El valor predeterminado es 10.

Un valor de sefal para un pico inferior al valor
definido generard una evaluacién de calidad
“Failed” para las posiciones variables. Se activard la
advertencia “Failed due to low peak height” (Fallido
debido a una altura baja del pico) durante el
andlisis.

Nota: El valor no puede ser mayor que el valor
“Required peak height for passed quality” (Altura de
pico exigida para un valor de calidad Aprobado)
(véase anteriormente).

La rigurosidad de las advertencias para “Pattern
deviation in variable positions” (Desviacién del
patrén en las posiciones variables) y “Sum deviation
in variable positions” (Desviacién de la suma en las
posiciones variables) puede configurarse en “Low”
(Baja), “Normal” (valor predeterminado) o “High”
(Alta). Un nivel de rigurosidad alto estrecha la
desviacion permitida.

Desviacién entre el patrén de picos medido en la
posicion variable y el patrén de picos tedrico.

Si la desviacién es superior a lo permitido por el nivel
de rigurosidad definido, se activard la advertencia
“Uncertain/Failed due to high pattern deviation in
variable position” (Incierto/fallido debido a una
desviaciéon alta del patrén en la posicién variable)
durante el andlisis. La magnitud de la desviacién
determinard que la advertencia genere una
evaluacién de calidad “Check” o “Failed” para el
resultado del andlisis.

Guia de usuario del software PyroMark Q24 MDx 05/2010 31



“Sum deviation in Desviacién entre la suma medida de todos los picos
variable positions” en la posicién variable y la suma teérica (basada en
(Desviacion de la suma  la altura del pico mononucleotidico).

en posiciones

! Si la desviacién es superior a lo permitido por el nivel
variables)

de rigurosidad, se activard la advertencia
“Uncertain/Failed due to high sum deviation in
variable position” (Incierto/fallido debido a una
desviaciéon alta de la suma en la posicién variable)
durante el andlisis. La magnitud de la desviacién
determinard que la advertencia genere una
evaluacién de calidad “Check” o “Failed” para el
resultado del andlisis.

Pardmetros

“A-peak reduction Factor por el que se multiplican las intensidades de
factor” (Factor de los picos A para tener en cuenta el hecho de que los
reduccién de los picos  picos A son mds altos que otros picos.

Al El valor predeterminado es 0,90.

Para restablecer los valores predeterminados de los pardmetros de las fichas
“Variable Positions” y “Analysis Parameters”, haga clic en “Revert to Default”.

Habilitacién o inhabilitacién de los picos de referencia y de los
controles de tratamiento con bisulfito

Los picos no variables, es decir, los picos que no forman parte de una posicién
variable (incluidas las dispensaciones en blanco) se denominan “picos de
referencia”. Los picos de referencia se utilizan en el andlisis como referencias
para calcular el nivel de altura del pico mononucleotidico y como controles
internos para evaluar la calidad. Para conseguir la mejor evaluacién de calidad
de los resultados posible, se recomienda mantener habilitados los picos de
referencia generados por el software.

Haga clic con el botén primario del ratén en un rombo de pico de referencia
del histograma para habilitarlo o inhabilitarlo como pico de referencia,
dependiendo del estado previo. El rombo muestra el estado:

M Rombo azul relleno: habilitado como pico de referencia.
M Rombo azul vacio: inhabilitado como pico de referencia.

Haga clic con el botén primario del ratén en un rombo de control de
tratamiento con bisulfito (solo para ensayos CpG) para habilitarlo o
inhabilitarlo como control y/o pico de referencia, dependiendo del estado
previo. El rombo muestra el estado:
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B Rombo naranja relleno: habilitado como control de tratamiento con
bisulfito y como pico de referencia.

M Rombo azul relleno: habilitado como pico de referencia pero inhabilitado
como control de tratamiento con bisulfito.

B Rombo naranja vacio: inhabilitado como control de tratamiento con
bisulfito y como pico de referencia.

Si sitta el puntero del ratén sobre el rombo, un cuadro emergente de
informacién describird la consecuencia de hacer clic.

Nota: Para alternar entre visualizar y ocultar los picos de referencia en el
histograma, haga clic con el botén secundario del ratén en el histograma y
seleccione “Show Reference Peaks” (Mostrar picos de referencia) en el mend
contextual.

Ajuste de las alturas de las barras del histograma

Esta funcién puede utilizarse cuando la experiencia previa haya mostrado una
desviacién reproducible en el patrén medido con respecto al patrén tedrico.
Utilice esta funcién con cuidado.

1. Mantenga pulsada la tecla “Ctrl” mientras hace clic con el botén
primario del ratén en la parte superior de la barra del histograma
(haga clic con el botén primario del ratén cuando el puntero cambie
de una flecha blanca a ).

2. Introduzca la altura en el cuadro de texto que se abre o aumente o

disminuya la altura utilizando las flechas situadas junto al cuadro de
texto.

3. Para aplicar la nueva altura, pulse “Enter”.

Nota: En lugar de eliminar patrones de metilacién “no esténdar” de la
secuencia para analizar, por ejemplo, metilaciones de C que no se siguen de
G, ajuste las alturas previstas de las G en cero (0).

Naranja claro = disminucién de la altura
Naranja oscuro = aumento de la altura
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Configuraciéon de un ensayo SQA

Flujo de trabajo

a0 .5

o Mew A Assay Chrl&

o Mew Cpa Assay Chrl4+G
B Mew SOA Assay 0

1. Haga clic en = en la barra de herramientas y seleccione “New SQA
Assay” (Nuevo ensayo SQA). Se crea un nuevo archivo de ensayo.

2. Introduzca el valor “Dispensation Order” (consulte la pagina 35).

3. Opcional: Introduzca informacién sobre el ensayo en el cuadro de
texto “Assay Note”.

4. Antes de procesar las muestras, valide su ensayo utilizando una
muestra de ADN de referencia (consulte el Apéndice B del Manual
de usuario del PyroMark Q24 MDx).

5. Opcional: Si procede, modifique los pardmetros del andlisis durante
la validaciéon del ensayo (consulte la pagina 35).

6. Opcional: Bloquee el ensayo para edicién haciendo clic en el botén
“Lock Assay” (Bloquear ensayo) en la parte inferior de la ventana de
configuracion del ensayo. Un ensayo bloqueado () que se ha
ejecutado en el instrumento PyroMark Q24 MDx no puede
desbloquearse (es decir, no sera posible editar los parametros de
andlisis ni los resultados una vez procesado el ensayo).

Nota: En el explorador de accesos directos puede crear un nuevo archivo de
ensayo; para ello, haga clic con el botén secundario del ratén en la carpeta en
la que desee guardarlo y seleccione “New Assay” y, a continuacién, el tipo de
ensayo que desee en el meny contextual. Intfroduzca el nombre del archivo y
pulse “Enter”. Para agregar un acceso directo a una carpeta o a una unidad,
haga clic en “Add Folder Shortcut”.

Nota: Puede mostrarse una nota sobre el ensayo en un cuadro emergente de
informacién en el explorador de accesos directos situando el puntero del ratén
sobre el archivo de ensayo.

Nota: Para guardar el archivo, haga clic en 4 en la barra de herramientas. Si
no se ha guardado nunca el archivo, seleccione la ubicacién e introduzca el
nombre del archivo en el cuadro de didlogo que se abre.
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Introduccién del orden de dispensaciéon

Escriba o pegue (“Ctrl+V”) el orden de dispensacién en el cuadro de texto
“Dispensation Order”. Al introducir el orden de dispensacién en el software se
aplican las siguientes reglas:

M Los caracteres permitidos para la entrada son A, C, Gy T.

M Para repetir un grupo de bases, utilice nUmeros en combinacién con
paréntesis; por ejemplo, “3(CTGA)” corresponde a “CTGACTGACTGA".

Si el orden de dispensacién contiene un error, se mostrard con un signo de
exclamacién rojo al final del cuadro de texto. Si sitGa el puntero del ratén sobre
el signo de exclamacién, un cuadro emergente de informacién mostraré la
explicacién del error. El cardcter o los caracteres causantes del error se
marcardn en rojo en el orden de dispensacion.

|The entered dispensation order is not complete. |

Dizpenzation Drder
JCTGAICTTA[GCTC %

Expanded Dizpenzation Order
CTGACTGACTGACTTGETC

El error “The entered dispensation order is not complete” (El orden de dispensacién
introducido no estd completo) estd causado por la falta o por la colocacién incorrecta de un
paréntesis. En este ejemplo, falta un paréntesis de cierre.

Edicion de los parametros de andlisis

Los valores de configuracién predeterminados de andlisis se han definido para
proporcionar resultados éptimos del andlisis para la mayoria de los ensayos. Si
procede, durante la validacién del ensayo los resultados pueden mejorarse
editando los pardmetros de andlisis:

M El valor de configuracién “Quality Control Window” (Ventana de control de
calidad) de la ficha “Settings” (Configuracién) estd configurado de manera
predeterminada en 20. Si se requieren més o menos bases, modifique este
valor en correspondencia.

B Edite los pardmetros de andlisis en la ficha “Analysis Parameters”; véase
mds adelante.

Asegurese de que los cambios estdn validados; consulte el Apéndice B del
Manual de usuario del PyroMark Q24 MDx.

Nota: Cuando use kits de QIAGEN, utilice los valores de configuracién
indicados en el manual del kit.
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Nota: Todos los cambios guardados quedan registrados. Para ver un registro
de cambios para un ensayo, abra el archivo de ensayo y haga clic en “Show
Change Log” en la parte inferior de la ventana de configuracién del ensayo.

Edite los pardmetros de andlisis en la ficha “Analysis Parameters”.

En la ficha “Analysis Parameters” pueden editarse los pardmetros de andlisis
indicados a continuacion.

Umbral de altura de  Estos pardmetros definen el limite inferior de
los picos intensidad para el nivel de altura del pico
mononucleotidico al comienzo del pirograma.

“Required peak height  Valor de sefial minimo para que un pico obtenga
for passed quality” una evaluacién de calidad “Passed” en la secuencia
(Altura de pico exigida de asignacién de bases.

para un valor de

calidad Aprobado) El valor predeterminado es 10.

Nota: El valor no puede ser menor que el valor
“Required peak height for check quality” (Altura de
pico exigida para un valor de calidad Comprobar)
(véase mds adelante).

“Required peak height  Valor de sefial minimo para que un pico obtenga

for check quality” una evaluacién de calidad “Check” en la secuencia
(Altura de pico exigida de asignacién de bases. Se activaré la advertencia
para un valor de “Uncertain due to low peak height” durante el
calidad Comprobar) andlisis.

Nota: Esta regla solo se utiliza si no se cumple la
regla para el valor de calidad “Passed”.

El valor predeterminado es 5.

Un valor de sefal para un pico inferior al valor
definido generard una evaluacién de calidad
“Failed”. Se activard la advertencia “Failed due to
low peak height” durante el andlisis.

Nota: El valor no puede ser mayor que el valor
“Required peak height for passed quality” (véase
anteriormente).
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Parametros

“A-peak reduction
factor” (Factor de
reduccién de los picos

A)

“Plus shift
compensation”
(Compensacién de
desplazamiento
positivo)

“Minus shift
compensation”
(Compensacién de
desplazamiento
negativo)

“Stringent
homopolymer scoring”
(Puntuacién de
homopolimeros
estricta)

Bases conocidas

Factor por el que se multiplican las intensidades de
los picos A para tener en cuenta el hecho de que los
picos A son mds altos que otros picos.

El valor predeterminado es 0,90.

Si se marca esta opcidén, se compensardn los picos
para un desplazamiento positivo.

Si se marca esta opcidén, se compensardn los picos
para un desplazamiento negativo.

Si se marca esta opcién, se utilizardn reglas més
estrictas para la evaluacién de calidad de los
homopolimeros. Se activard la advertencia “Peak
height deviates from the expected peak level at
dispensation: number(s)” (La altura del pico se desvia
del nivel de altura previsto del pico en la
dispensacién: nimero[s]) durante el andlisis.

Si existen bases conocidas en el orden de
dispensacién, se recomienda introducirlas, ya que
pueden mejorar el andlisis:

1. Haga clic con el botdén primario del ratén en el

orden de dispensacién e introduzca la altura en el
cuadro de texto que se abre o aumente o
disminuya la altura utilizando las flechas situadas
junto al cuadro de texto.

2. Para aplicar la altura, pulse “Enter”.

Para restablecer los valores predeterminados de los pardmetros en las fichas
“Settings” y “Analysis Parameters”, haga clic en “Revert to Default”.
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Configuracién de una serie analitica

Flujo de trabajo

1. Haga clic en T en la barra de herramientas. Se crea un nuevo
archivo de serie analitica.

2. Introduzca los pardmetros pertinentes (consulte la pagina 39).

3. Configure la placa (es decir, agregue un ensayo vy, si lo deseaq,
introduzca la identificacién de muestra y una nota para cada pocillo
utilizado); consulte la pagina 40.

4. Cuando la serie analitica esté configurada y lista para ejecutarse en
el instrumento PyroMark Q24 MDx:

Para imprimir la configuracién de la placa y una lista de volomenes
necesarios de mezcla enzimdética, mezcla de sustrato y nucledtidos,
seleccione “Pre Run Information” en el mend “Tools” y, cuando se abra el
informe, haga clic en =.

Cierre el archivo de serie analitica y cépielo en una de las unidades de
memoria USB suministradas con el sistema utilizando el Explorador de
Windows. Para abrir el Explorador de Windows, haga clic con el botén
secundario del ratén en la carpeta que contiene el archivo de serie
analitica en el explorador de accesos directos y seleccione “Explore” en el
menU contextual. Si desea mds informacién, pulse la tecla “F1” para abrir
la ayuda en linea de Windows.

Para procesar la placa en el instrumento PyroMark Q24 MDx, consulte la
pdgina 46.

Nota: Para imprimir el informe “Pre Run Information” en color, active la opcién
“Print background colors and images” en Internet Explorer (“Tools/Internet
Options/Advanced/Printing”).

Nota: Puede crear un nuevo archivo de serie analitica en el explorador de
accesos directos; para ello, haga clic con el botén secundario del ratén en la
carpeta que desee y seleccione “New Run” en el menU contextual. Introduzca el
nombre del archivo y pulse “Enter”. Para agregar un acceso directo a una
carpeta o a una unidad, haga clic en “Add Folder Shortcut”.

Nota: Para basar su serie analitica en una anterior, haga clic con el botén
secundario del ratén en el archivo de serie analitica procesado en el
explorador de accesos directos y seleccione “Copy and Rerun” en el mend
contextual. Se copiard Unicamente la configuracién de la serie analitica, pero
no los datos de la misma ni del andlisis.

Nota: Para guardar el archivo, haga clic en d en la barra de herramientas. Si
no se ha guardado nunca el archivo, seleccione la ubicacién e introduzca el
nombre del archivo en el cuadro de didlogo que se abre.
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Introduccién de los pardmetros de la serie analitica

A continuacién se enumeran los pardmetros disponibles.

“Run name” (Nombre
de la serie analitica)

“Instrument method”
(Método del

instrumento)

“Plate ID”
(Identificacién de la
placa)

“Barcode” (Cédigo de
barras)

“Reagent ID”
(Identificacién del
reactivo)

“Estimated run time”
(Tiempo calculado
para la serie analitica)

“Run note” (Nota sobre
la serie analitica)

Nombre de la seria analitica asignado al guardar el
archivo. Si se cambia el nombre del archivo también
se cambiard el nombre de la serie analitica.

Seleccione el método del instrumento en funcién de
los reactivos y del cartucho que se utilizardn en la
serie analitica (consulte “Administracion de los
métodos del instrumento”, pagina 65).

Nota: Se recomienda utilizar solo métodos
suministrados por QIAGEN.

Opcional: Introduzca la identificacién de la placa
PyroMark Q24.

Nota: Si sitGa el puntero del ratén sobre un archivo
de serie analitica en el explorador de accesos
directos, un cuadro emergente de informacién
mostrard la identificacién de placa introducida.

Opcional: Introduzca un nimero de cédigo de
barras para la placa o, si tiene un lector de cédigos
de barras conectado al ordenador, site el cursor del
ratéon en el cuadro de texto “Barcode” (Cédigo de
barras) y escanee el cédigo de barras.

Opcional: Introduzca el nimero de lote de los
reactivos PyroMark Gold Q24 que vayan a utilizarse.
El nimero de lote aparece indicado en la etiqueta
del producto.

Nota: Se recomienda introducir la identificacién del
reactivo para poder hacer un seguimiento de los
problemas inesperados que puedan surgir con los
reactivos.

El tiempo calculado para la serie analitica.

Opcional: Introduzca una nota sobre el contenido o
la finalidad de la serie analitica.
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Adicién de archivos de ensayo a la placa

Para agregar un ensayo a un pocillo, puede realizar uno de los procedimientos
indicados a continuacién:

B Seleccione el ensayo en el explorador de accesos directos y mantenga
pulsado el botén primario del ratén mientras arrastra el ensayo al pocillo.

M  Haga clic con el botén secundario del ratén en el pocillo y seleccione
“Load Assay” (Cargar ensayo) en el meni contextual.

Nota: Para agregar un ensayo a varios pocillos, seleccione los pocillos
(consulte Seleccién de pocillos, pdgina 19) y arrastre el ensayo a la seleccién.

Nota: No es posible agregar un ensayo sin un orden de dispensacién ni agregar
dos o mds ensayos con el mismo nombre de ensayo pero con érdenes de
dispensacién diferentes.

Flate Setup

1 | 2 | 3 [ 4 [ 5 [ & ]
Al azzay 2 |Cpla azsay 1 |CpG azsap 2 [SOA aszap 1 | SOA assay 2

| [ [ [ [ [ [

Los pocillos se identificardn mediante colores segin el ensayo cargado en el pocillo.

Introduccién de identificaciones de muestras y notas

M Para introducir una identificacién de muestra o una nota, seleccione la
celda (véase la imagen mostrada a continuacién) e introduzca el texto.

M Para editar una identificacién de muestra o una nota, seleccione la celda (se
seleccionard el contenido actual) o haga doble clic en la celda.

M Para importar un disefio de muestra y nota definido en un archivo de texto
(*.tsv o *.csv), haga clic con el botdén secundario del ratén en un pocillo y
seleccione “Insert Sample Layout File” (Insertar archivo de disefio de
muestra) en el mend contextual. Si desea mds informacién, consulte
Definicién externa de la identificacién de muestra y la nota, pdgina 43.

M Para pegar un disefio de muestra desde el portapapeles, haga clic con el
botén secundario del ratén en un pocillo y seleccione “Paste Sample Layout”
(Pegar disefio de muestra) en el mend contextual. Si desea mdés
informacién, consulte Definicién externa de la identificacién de muestra y la
nota, pdgina 43.

Nota: No se admiten los signos de coma y punto y coma.
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Assay Name Azzay Name
Yeigiiv - Nessptarir

Una celda seleccionada se mostrard resaltada con un color de fondo azul.

Copia o eliminacién del contenido de las celdas

M Para cortar el contenido de una celda en el portapapeles, haga clic con el
botén secundario del ratén en la celda y seleccione “Cut” (Cortar) en el
menU contextual.

B Para copiar el contenido de una celda en el portapapeles, haga clic con el
botén secundario del ratén en la celda y seleccione “Copy Cell” (Copiar
celda) en el meny contextual o seleccione la celda y pulse “Ctrl+C".

B Para pegar el contenido del portapapeles en una celda o en una seleccién
de celdas (consulte Seleccién de pocillos, pagina 19), haga clic con el
botén secundario del ratén en la celda o en la seleccién y seleccione

“Paste” (Pegar) en el mend contextual o seleccione la(s) celda(s) y pulse
“Ctrl+V".

M Para eliminar uno o més ensayos, identificaciones de muestras o notas,
haga clic con el botén secundario del ratén en la celda o en la seleccién y
seleccione “Delete” (Eliminar) en el menU contextual o seleccione laf(s)
celda(s) y pulse “Delete”.

Copia por arrastre del contenido de una celda en otros pocillos
Para copiar por arrastre el contenido de una celda en otros pocillos:

1. Seleccione la celda que desee copiar.

2. Site el puntero del ratén sobre la esquina inferior derecha de la
seleccién y mantenga pulsado el botén primario del ratén mientras
mueve el ratén para cambiar la seleccion.

3. Cuando suelte el botén primario del ratén, se pegara el contenido
de la primera celda seleccionada en las celdas seleccionadas.

CpG Azzap 1 CpG Aszay 2 CplG Aszay 1 CpG Aszay 2

........................................ s R

25l PCR prod 25 pl PCR prod |25 pl PCR prod

Copia por arrastre de la nota “25 ul PCR prod” (25 ul de producto de la PCR).
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Copia por arrastre e incremento de la identificaciéon de muestra

Si la ¢ltima parte de una identificacién de muestra introducida es un nUmero,
éste puede aumentarse al copiar por arrastre la identificacién de muestra:
1. Seleccione la celda de la identificacion de muestra.
2. Para aumentar el numero por filas:
SitGe el puntero del ratén sobre la esquina inferior derecha de la seleccién.

Mantenga pulsada la tecla “Cirl” y el botén primario del ratén mientras
mueve el ratén para cambiar la seleccién.

Suelte primero el botén primario del ratén y después la tecla “Ctrl”.
Cuando suelte el botdén primario del ratén, la identificacién de muestra de
la primera celda seleccionada aumentard y se pegard en las celdas
seleccionadas.

3. Para aumentar el numero por columnas:
SitGe el puntero del ratén sobre la esquina inferior derecha de la seleccién.

Mantenga pulsadas las teclas “Shift” y “Cirl” y el botén primario del ratén
mientras mueve el ratén para cambiar la seleccién.

Suelte primero el botén primario del ratén y después las teclas “Shift” y
“Ctrl”. Cuando suelte el botén primario del ratén, la identificacién de
muestra de la primera celda seleccionada aumentard y se pegard en las
celdas seleccionadas.

AL Azzay 1 AL Azzay 1 AL Azzay 1 AL Azzay 1

La identificacién de muestra “Sample 1” (Muestra 1) se copia y aumenta por columnas.

Impresiéon o exportacion de la configuraciéon de la placa
como imagen

La informacién “Plate Setup” (Configuracién de la placa) puede imprimirse o
copiarse como imagen (en el portapapeles) haciendo clic con el botén
secundario del ratén en la placa y seleccionando “Print” (Imprimir) o “Copy as
Image” (Copiar como imagen) en el mend contextual. La imagen puede
pegarse en aplicaciones que admitan imdgenes en formato EMF (Enhanced
Metafile, metaarchivo mejorado).
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Definiciéon externa de la identificaciéon de muestra y la nota

Puede utilizar facilmente el mismo disefio en varias series analiticas y volver a
utilizar la informacién disponible en la documentacién existente usando las
funciones “Import/Insert Sample Layout File” (Importar/insertar archivo de
disefio de muestra) o “Paste Sample Layout” (Pegar disefio de muestra).

Uso de la funcién de importaciéon/insercion de archivos de diseno
de muestra

Por ejemplo, puede generar archivos de disefio desde sus sistemas de gestion
de informacién de laboratorio (LIMS, por su nombre en inglés). También
pueden crearse archivos de disefio de muestra y nota en Microsoft Excel, el Bloc
de notas y aplicaciones similares. El archivo de disefio debe tener dos o tres
columnas: “Well” (Pocillo), “Sample ID” (Identificacién de muestra) y “Note”
(Nota) (opcional). Cada columna debe estar separada por una tabulacién, una
coma o un punto y coma, y cada linea debe estar delimitada por un salto de
linea. Guarde el archivo como archivo de texto delimitado por tabulaciones o
por comas (*.tsv, *.ixt o *.csv).

El archivo de disefio de muestra y nota puede importarse en:

B Un archivo existente: para ello, haga clic con el botén secundario del ratén
en un pocillo en “Plate Setup” (Configuracién de la placa) y seleccione
“Insert Sample Layout File” en el meny contextual.

B Un archivo de serie analitica nuevo: para ello, seleccione “Import” y
después “Create New Run from Sample Layout File” (Crear nueva serie
analitica a partir de archivo de disefio de muestra) en el mend “File”.

E3 Microsoft Excel - Sample Layout Example.csv: Q@@

@ File Edit Wiew Insert Format Tools Data  window Help - & X

Eds & B @ = -2 oo -3 7
C3 - f Motes for well A3

A B c D E i

1 |[well Sample 1D MNote i

2 |41 DhA 342 | Notes for well A1 b

3 |A3 DA 360 INntes for well A3 _I
4

|3

G -
W« » ]\ Sample Layout Example / |4] W[
Feady

Ejemplo de un archivo de disefio de muestra y nota creado en Microsoft Excel.

Plate Setup

DMa 342 DMA 360

Motes for well A1 Maotes for well 43

Resultado al importar el archivo de disefio de muestra y nota anterior.

Guia de usuario del software PyroMark Q24 MDx 05/2010 43



Uso de la funcién de pegado de disenos de muestra

Por ejemplo, puede generar y copiar disefios desde su LIMS. Los disefios de
muestras pueden copiarse desde Microsoft Excel, Word o el Bloc de notas y
aplicaciones similares. En el archivo de origen, cada columna de
identificaciones de muestras debe estar delimitada por una tabulacién y cada
fila de identificaciones de muestras debe estar delimitada por un salto de linea.

Para pegar un disefio de muestra en un archivo de serie analitica existente:

1. Copie toda la informacién en el archivo de origen.
2. Haga clic con el botén secundario del ratén en un pocillo en “Plate
Setup” y seleccione “Paste Sample Layout” en el menu contextual.

El software pegard las identificaciones de muestras en la placa, comenzando
por el pocillo Al. (Si se han introducido notas de pocillo en los pocillos, se
conservardn).

I Paste Sample Layout Example.txt - Notepad Q@@
File Edit Format Yew Help

323 324 325
324 327

Ejemplo de un disefio de muestra creado en el Bloc de notas de Microsoft.

Plate Setup

Resultado al copiar y pegar el disefio de muestra creado en el Bloc de notas de Microsoft.

Revision de la configuraciéon de la placa

El drea “Well Information” muestra la siguiente informacién sobre un pocillo
seleccionado en “Plate Setup”:

M  Nombre del pocillo
Tipo de ensayo (AQ, CpG o SQA)
Nombre del ensayo

|dentificacidon de muestra (si se ha introducido)

Secuencia para analizar (ensayos AQ y CpG)
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B Orden de dispensacién
B Nota sobre el pocillo (si se ha introducido)

Si hay varios pocillos seleccionados en “Plate Setup”, se mostraré la
informacién del primer pocillo seleccionado.
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Procesamiento de la serie analitica en el
instrumento PyroMark Q24 MDx

Flujo de trabajo

Cuando una serie analitica esté configurada y lista para ejecutarse en el
instrumento PyroMark Q24 MDx, realice los siguientes pasos:
1. Prepare sus muestras.

2. Llene el cartucho PyroMark Q24 con los volGmenes necesarios de
reactivos.

3. Cargue el cartucho de reactivos y la placa PyroMark Q24 en el
instrumento.

4. Inserte la unidad de memoria USB que contiene el archivo de serie
analitica en el puerto USB situado en la parte frontal del
instrumento.

5. Seleccione el archivo de serie analitica e inicie la serie analitica.

6. Una vez que haya finalizado la serie analitica y se hayan transferido
los datos a la unidad de memoria USB, extrdigala.

7. Descargue la placa y el cartucho de reactivos.

Si desea mds informacién, consulte el apartado 5.5 del Manual de usuario del
PyroMark Q24 MDx.
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Andlisis de la serie analitica

Flujo de trabajo

1.

> w

7.

Transfiera el archivo de serie analitica procesado de la unidad de
memoria USB a un ordenador que esté ejecutando el software
PyroMark Q24 MDx; inserte la unidad de memoria USB en un puerto
USB del ordenador y transfiera el archivo de serie analitica a la
ubicaciéon deseada utilizando el Explorador de Windows.

Abra el archivo de serie analitica en el software PyroMark Q24 MDx
seleccionando “Open” (Abrir) en el ment “File” (Archivo) o
haciendo doble clic en el archivo () en el explorador de accesos
directos. Si se incluyen varios tipos de ensayo, seleccione el modo de
andlisis en el cuadro de didlogo que se abre a continuacioén.

Nota: Para actualizar el contenido de una carpeta en el explorador de
accesos directos, haga clic con el botén secundario del ratén en ella'y
seleccione “Refresh” en el mend contextual.

Nota: También es posible abrir el archivo de serie analitica haciendo doble
clic en el Explorador de Windows.

Analice la serie analitica (véase mas adelante).

Vea los resultados del andlisis (consulte la pagina 48).

Opcional: Si procede, modifique la forma de realizacién del andlisis
(consulte la pagina 52).

Opcional: Introduzca una nota sobre el andlisis en el cuadro de texto
“Note” en la ficha “Overview” (Resumen).

Nota: Para ampliar o contraer el campo “Note”, haga clic en “+" o “-*.

Para guardar los resultados del andlisis, haga clic en H en la barra
de herramientas.

Nota: No es posible editar los pardmetros del andlisis ni introducir una nota
sobre el andlisis para un ensayo bloqueado ().

Andlisis de todos los pocillos o de los pocillos
seleccionados

En la ficha “Overview” (Resumen) hay dos formas de realizar el andlisis:

] Analizar todos los pocillos con una configuracién de andlisis

vdlida para el modo de andlisis actual.
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Jstis Analizar los pocillos seleccionados (Selecciéon de pocillos,
pégina 19).
Nota: También es posible hacer clic con el botén secundario del

ratén en la seleccién y seleccionar “Analyze Selected” (Analizar
seleccién) en el meny contextual.

Durante el andlisis se mostrard un cuadro de didlogo de progreso. Este cuadro
de didlogo contiene una barra de progreso, un botén de parada y el nombre
del pocillo analizado. El andlisis puede detenerse haciendo clic en “Stop”
(Parar).

Nota: Una vez analizado un pocillo, su color cambia a azul claro.

Modos de andalisis

El software PyroMark Q24 MDx ofrece tres modos de andlisis: AQ, CpG y SQA.
Para cambiar entre los modos, seleccione “AQ"”, “CpG” o “SQA" en la barra
de herramientas. Se puede acceder al genotipado de los SNP y de las InDels
desde el meny “Reports” (Informes) en el modo AQ.

A0 -
- AD
Zpia
S04

Nota: Dado que el modo CpG no admite el andlisis automético de SNP, solo
se determinardn los porcentajes de metilacién y las evaluaciones de calidad
para los sitios CpG. En un ensayo CpG, los SNP pueden analizarse en el modo
AQ utilizando la secuencia para analizar empleada en la configuracién de
CpG. Para excluir los sitios CpG en los informes de SNP, seleccione la ficha
“Analysis Setup” (Configuracién del andlisis) y elimine la marca de la opcién
“Analyze” para estas posiciones en la ficha “Variable Positions” (Posiciones
variables).

Visualizacion de los resultados del andlisis

Si selecciona un pocillo analizado (azul claro) en la ficha “Overview”
(Resumen), aparecerd el pirograma correspondiente en el érea del pirograma y
se mostrard la informacién del pocillo (incluidas las advertencias del andlisis)
en el drea “Well Information” (Informacién del pocillo). Si hay varios pocillos
seleccionados en el resumen de la placa, se mostrard la informacién del pocillo
que tiene el marco de seleccién naranja.
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Obtencidn de un resumen de los resultados

En el resumen de la placa en la ficha “Overview” puede verse la siguiente
informacién del pocillo:

Ensayos AQ Seleccione esta opcién para mostrar el nombre del
PRy ensayo.

Maone . ., . .o .,
& Assay & Seleccione esta opcidn para mostrar la identificacién
& Sampl= 1D
b de muestra.
= [Jualty . .,

- Seleccione esta opcidn para mostrar la nota sobre el
Ensayos CpG pocillo.
A . .,

= . Seleccione esta opcién para mostrar la barra de
S Assay calidad. La barra de calidad muestra la evaluacién de

Sample ID . o« . . .
j i calidad de todas las posiciones variables del pocillo o
3 Qualty de todas las bases de la secuencia de asignacién de
% M
el bases. Consulte la leyenda de colores en la
c SOA pdgina 50.
nsayos
P r Seleccione esta opcién para mostrar el porcentaje de
w=d Aszay bl . ., . .. .

Nore metilacién medio de todos los sitios CpG del pocillo.
= Aszay
j o . Seleccione esta opcién para mostrar la barra de

ate . ., . ., .
= ey i metilacién. La barra de metilacién muestra el nivel de
LBl metilacién de cada sitio CpG del pocillo. Consulte la

leyenda de colores en la pdgina 51.

) Seleccione esta opcién para mostrar la evaluacién de
calidad al final de la ventana de control de calidad. El
nUmero predeterminado de bases incluidas es 20.

Nota: Los pocillos con un pico de sustrato alto se marcardn con un icono de
informacién (i) en el resumen de la placa. Esto no afectard a las evaluaciones

de calidad.

Nota: Si el usuario ha editado los pardmetros de andlisis, las evaluaciones de
calidad o los resultados del andlisis (solo para ensayos SQA), el pocillo
aparecerd marcado con un icono de advertencia (.£).

Nota: Si un ensayo estd bloqueado, el pocillo aparecerd marcado con el
icono ‘.

Impresién o exportacion del resumen de la placa como imagen

El resumen de la placa puede imprimirse o copiarse como imagen (en el
portapapeles) haciendo clic con el botén secundario del ratén en el resumen de
la placa y seleccionando “Print” (Imprimir) o “Copy as Image” (Copiar como
imagen) en el meny contextual. La imagen puede pegarse en aplicaciones que
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admitan imdgenes en formato EMF (Enhanced Metafile, metaarchivo
mejorado).

Advertencias del andlisis

Si se selecciona un pocillo analizado (azul claro), se mostrardn las advertencias
del andlisis (si las hay) en el drea “Well Information”. Una advertencia de
andlisis afecta a la evaluacién de calidad de la siguiente forma:

B Ensayos AQ y CpG: afecta a la evaluacién de calidad de todas las
posiciones variables o de una Unica posicién. Si se activan varias
advertencias del mismo tipo, solo se mostrardn las mds graves en el érea
“Well Information”.

B Ensayos SQA: afecta a la evaluacién de calidad de toda la secuencia de
una dispensacién especifica y directa. Todas las advertencias activadas en
la ventana de control de calidad se muestran en el érea “Well
Information”.

El usuario puede modificar los criterios de aparicién y el efecto sobre la
evaluacién de calidad para algunas de las advertencias en la ficha “Analysis
Parameters” (Pardmetros de andlisis); consulte Edicién de los pardmetros de
andlisis, pdgina 52.

Nota: Si se produce un error de dispensacién, se recomienda sustituir el
cartucho de reactivos.

Evaluaciones de calidad

Las evaluaciones de calidad de los resultados del andlisis se muestran de la
siguiente manera:

M Barras de calidad (==) en el resumen de la placa; consulte la pdgina 49.

B El color de fondo de los resultados del andlisis (las frecuencias de los
alelos o los porcentajes de metilacién en el pirograma, por ejemplo 2%], o
en la secuencia de asignacién de bases); consulte la pagina 49.

B Ventanas de control de calidad (@) en el resumen de la placa; consulte la
pdgina 49 (solo para ensayos SQA).

M Los picos del pirograma compensado se muestran con un cédigo de
colores en funcién de sus evaluaciones de calidad (solo para ensayos

SQA).

Colores de calidad

B Azul: Aprobado

M  Amarillo: Comprobar
M Rojo: Fallido
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M Blanco: No analizado El software no admite el andlisis (p. ej., SNP en el
modo CpG) o el usuario ha anulado la seleccién de la posicién variable
(solo para ensayos AQ y CpG).

Niveles de metilacién
En el modo CpG, una barra de metilacién en la ficha “Overview” muestra el
nivel de metilacién para cada sitio CpG del pocillo (consulte la pdgina 49).

Colores de metilaciéon
B Verde claro: por debajo del intervalo previsto.

M Verde: dentro del intervalo previsto.

M Verde oscuro: por encima del intervalo previsto.

Visualizaciéon y comparacién del pirograma

Si se selecciona un pocillo analizado en la ficha “Overview”, se mostrardn el

pirograma correspondiente y el histograma teérico (en los ensayos AQ o CpG)

o el pirograma compensado (en los ensayos SQA).

Ovwerview Analysm Setup

nnn

3nerr AMCTA, CIA- [t JoneTi. 130T |50, @[ 3HETa

Sanner | Sangert q AL SR LA I, Lah5a)
il ] =

AT, | O, || AT || AeTE LAt | et | 306 AR

Gl ARaF1) | Doag | imnim. | Blgends. | Blvods. finhiez, ) KIH(UR/ |TARER!
== —= =] L | . =]

30T | 304CTH . |[A0CTE, [ 30CTR [ 30T (304016 | 30075, [ 30CT6.

Lae3a/ | Losser | Lot/ | MOE S " TMOE'S | Pertissl” | Eakgon V. Euoa 1
1 e

—
CA GTCTGTGA[BAGGAGCCAGGCTCAGTCTGTGCAGG

B5

S 101520 2530 354045 5055 6065 707580 8590 9510003 10015180

Cuando se selecciona una base en la secuencia de asignacién de bases, se resalta el pico
correspondiente en ambas dreas de pirograma, y viceversa.

Comparacion del pirograma de diferentes pocillos

Para comparar el pirograma de un pocillo especifico (mostrado en el drea
superior) con el pirograma de uno o varios pocillos (mostrados en el drea
inferior):

1. En la ficha “Overview”, seleccione el pocillo o los pocillos (consulte
Seleccion de pocillos, pagina 19) que desee abrir en el drea inferio
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2. Haga clic con el botén secundario del ratén en la seleccién y
seleccione “Open in Lower Area” (Abrir en el drea inferior) en el
menuU contextual.

3. Seleccione el pocillo que desee abrir en el drea superior.

. .

A1039R5 1 £1039R5 A1039R5
Pares |° Analyze Selected | o
N G M h@pen in Lower Area -]

| I —

12| Copy as Image 2

AT1405F! =4 Print AT405F5

e e
........... 18 Run Information

Si se muestran los pirogramas de varios pocillos en el drea inferior, utilice la
barra de desplazamiento para cambiar el pirograma dentro de la seleccién.

Puede aplicarse al mismo tiempo la funcién de zoom a un pirograma que
tenga la misma secuencia para analizar (es decir, zoom vinculado) haciendo
clic en & en la esquina superior derecha del drea superior.

Para cerrar la lista de pirogramas en el drea inferior, haga clic en x en la
esquina superior derecha del drea inferior.

Aplicacién de la funcién de zoom al pirograma y visualizaciéon de la
descripcion de iconos y colores

Si desea informacién sobre los iconos y colores utilizados en el drea del
pirograma y acerca de cémo aplicar la funcién de zoom, consulte Pirograma,
pdgina 17.

Edicion de los parametros de andlisis

Los valores de configuracién predeterminados de andlisis se han definido para
proporcionar resultados éptimos del andlisis para la mayoria de los ensayos. Si
cambia estos valores de configuracién, asegirese de que los cambios estén
validados (consulte el Apéndice B del Manual de usuario del PyroMark Q24
MDx).

Nota: Cuando use kits de QIAGEN, utilice los valores de configuracién
indicados en los manuales de los kits.

Nota: No es posible editar los pardmetros de andlisis para un ensayo

bloqueado (/).

1. Seleccione el pocillo o los pocillos (consulte Selecciéon de pocillos,
pagina 19) para los que desee editar los pardmetros de andlisis.

Nota: Los cambios solo se aplicardn a los pocillos que tengan el mismo
ensayo y el mismo orden de dispensacién que el pocillo visualizado. Para
editar los pardmetros de andlisis de todos los pocillos que tienen el mismo
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ensayo y el mismo orden de dispensacién, solo tiene que seleccionar uno
de los pocillos.

2. Edite los pardmetros de andlisis en la ficha “Analysis Setup”.

Para habilitar o inhabilitar las posiciones variables y/o modificar los
intervalos de metilacién previstos (solo para ensayos CpG), consulte
Configuracién de las posiciones variables, pdgina 26. Para editar otros
pardmetros de andlisis para un ensayo AQ o CpG, consulte la pdgina 28.

Para editar los pardmetros de andlisis para un ensayo SQA, consulte la
pdagina 35.

Nota: No es posible cambiar el nombre del ensayo, el orden de
dispensacién ni la nota sobre el ensayo.

3. Cuando haya terminado, haga clic en “Apply” (Aplicar).

Nota: También es posible habilitar e inhabilitar los picos de referencia y los
controles de tratamiento con bisulfito (solo para ensayos CpG) en el
pirograma en la ficha “Overview” (consulte las instrucciones en la

pdgina 32). Para aplicar los cambios realizados en el pirograma, haga clic
en el botén verde @. Este botdén estd habilitado si se ha efectuado un
cambio.

4. En el cuadro de didlogo “Apply Analysis Setup” (Aplicar
configuracién del andlisis), aplique los cambios a todos los pocillos o
a pocillos seleccionados:

Para aplicar los cambios a todos los pocillos que tengan el mismo ensayo y
el mismo orden de dispensacién que el pocillo visualizado (es decir, todos
los pocillos blancos del cuadro de didlogo “Apply Analysis Setup”), haga
clicen “To All” (A todos).

Para aplicar los cambios a los pocillos seleccionados (es decir, los pocillos
blancos seleccionados en el cuadro de didlogo “Apply Analysis Setup”),
haga clic en “To Selected” (A seleccionados).

Durante el andlisis se mostrard un cuadro de didlogo de progreso. El
cuadro de didlogo contiene una barra de progreso, un botén de parada y
el nombre del pocillo analizado. El andlisis puede detenerse haciendo clic
en “Stop”.

5. Para guardar los cambios, haga clic en H.

Nota: Si el usuario ha editado los pardmetros de andlisis, las evaluaciones
de calidad o los resultados del andlisis (solo para ensayos SQA), el pocillo
aparecerd marcado con un icono de advertencia (&) en la ficha
“Overview”.

Nota: Todos los cambios quedan registrados. Para ver el registro de
andlisis para un pocillo seleccionado, seleccione “Analysis Log” (Registro de
andlisis) en el meny “Tools” (Herramientas).
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Utilizacién de un ensayo modificado en otras series analiticas

Los cambios realizados en la ficha “Analysis Setup” no se guardardn en el
archivo de ensayo original. Para utilizar un ensayo modificado en otras series
analiticas:

1. Seleccione un pocillo que esté utilizando el ensayo modificado y
haga clic en “Save Assay” (Guardar ensayo). Se abrird el cuadro de
didlogo “Save Assay As” (Guardar ensayo como).

2. Guarde los cambios en el archivo original o guarde el ensayo
modificado como un ensayo nuevo:

Seleccione el destino (carpeta) en la lista desplegable “Save in” (Guardar
en).

Introduzca el nombre del archivo en el cuadro de texto “File name”
(Nombre de archivo) y haga clic en “Save” (Guardar).

Edicidn de las evaluaciones de calidad

Para editar la evaluacién de calidad de una frecuencia de alelos o de un
porcentaje de metilacién, haga clic con el botén primario del ratén en el
resultado del andlisis en el pirograma y seleccione “Passed” (Aprobado),
“Check” (Comprobar) o “Failed” (Fallido) en el mend contextual.

Para editar la evaluacién de calidad de una secuencia de asignacién de bases,
site el puntero del ratén sobre el extremo izquierdo o derecho del drea con la
evaluacién “Passed”, “Check” o “Failed”: el puntero cambiard de una flecha
blanca a 4. A continuacién, mueva el ratén hacia la izquierda o hacia la
derecha mientras mantiene pulsado el botén primario del ratén.

- |
[TACATGTTGGTATTTGGG

Si el usuario ha editado una evaluacién de calidad, ésta se marcard con un
icono de advertencia (1) en el resumen de la placa en la ficha “Overview”
(Resumen), una advertencia en el drea “Well Information” (Informacién del
pocillo) y, si se trata de un ensayo AQ o CpG, un borde alrededor del
resultado del andlisis en el pirograma (p. ej., E=l).

Nota: Todos los cambios quedan registrados. Para ver el registro de andlisis
para un pocillo seleccionado, seleccione “Analysis Log” (Registro de andlisis) en
el mend “Tools” (Herramientas).

Nota: Las evaluaciones de calidad generadas por el software se basan en
algoritmos de andlisis avanzados. No se recomienda editar las evaluaciones de

calidad.

Nota: No es posible editar las evaluaciones de calidad para un ensayo
bloqueado ().
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Nota: Los cambios en el modo AQ no afectardn a las evaluaciones de calidad
en los informes de SNP.

Edicion de secuencias de asignaciéon de bases

Para editar una secuencia de asignacién de bases, haga clic con el botén
secundario del ratén en ella y seleccione la opcién que desee.

i |
CAT CTGTGACCAGGAGCCAGGCTCAGTCTGTGCAGG
BS Increase Selected
| Insert Before [} 3 | Insert T
Insert After ? 3 Insert C
150 Delete Selected | | ............. l. .......................

Nota: Todos los cambios quedan registrados. Para ver el registro de andlisis
para un pocillo seleccionado, seleccione “Analysis Log” (Registro de andlisis) en
el mend “Tools” (Herramientas).

Nota: Si edita una secuencia de asignacion de bases, tenga en cuenta que las
evaluaciones de calidad seguirdn basdndose en la secuencia original (la
secuencia asignada por el software). Para editar las evaluaciones de calidad,
consulte la pdgina 54.

Nota: No es posible editar las secuencias de asignacién de bases para un
ensayo bloqueado ().
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Visualizacién, impresién y guardado de informes de

andlisis

El software PyroMark Q24 MDx ofrece los siguientes informes de andlisis para
las series analiticas procesadas.

Informes para series
analiticas de CpG

Reports | Window  Help

Cp Analysis Skatistics
Cp Analysis Results
Cpia Pyrogram Repork
Cpa Full Report

Informes para series
analiticas de AQ

Feporks | Window  Help

A Analysis Skatistics
&0 Analysis Results
A Pyrogram Report
AQ Full Report

SMP Analysis Results
SMP Pyrogram Report
SMP Full Report

SMP Owerview Report

Informes para series

analiticas de SQA
Reports | Window  Help

SQA Analysis Resulks
S04 Pyrogram Repork

S04 Full Report:
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“Analysis Statistics” (Estadisticas del andlisis):
incluye las estadisticas del andlisis para todos los
pocillos o para los pocillos seleccionados.

“Analysis Results” (Resultados del andlisis):
incluye la informacién de los pocillos y los
resultados del andlisis para todos los pocillos o
para los pocillos seleccionados.

“Pyrogram Report” (Informe del pirograma):
incluye la informacién de los pocillos y el
pirograma para todos los pocillos o para los
pocillos seleccionados.

“Full Report” (Informe completo): incluye los
pardmetros de la serie analitica, el registro de la
serie analitica, la informacién de los pocillos y los
resultados del andlisis (incluido el pirograma)
para todos los pocillos o para los pocillos
seleccionados.

SNP Overview Report (Informe de resumen de
SNP): incluye los genotipos y las evaluaciones de
calidad para todos los SNP y las InDels. La
informacién se presenta en resimenes de placas
con una placa por nimero de posicion.

Nota: Para ver los informes generados en formato
PDF, debe tener instalado en el ordenador un lector
de archivos PDF. Puede descargar Adobe Reader en
www.adobe.com.
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Informe de estadisticas del andlisis

Reports | Window  Help

| AQ Analysis Statistics |
AQ Analysis Results
A0 Pyrogram Report
A Full Repart Reportzaliaien G
SHP Analysis Results | CpiG Analysis Statistics
SKP Pyrogram Report CpG Analysis Results
SHP Full Report CpG Pyrogram Report
SHP Overview Report CpG Full Report

El informe “Analysis Statistics” incluye la siguiente informacién para las
posiciones variables de todos los pocillos o de los pocillos seleccionados
(consulte Seleccién de pocillos, pagina 19):

M La media de las frecuencias de alelos (informe de AQ) o la media del
porcentaje de metilacién (informe de CpG).

B Los valores méximo y minimo de las frecuencias de alelos (informe de AQ)
o del porcentaje de metilacién (informe de CpG).

M La desviacién tipica.
B El nmero de valores y los pocillos utilizados en cada célculo.

M Si el usuario ha editado los pardmetros de andlisis o las evaluaciones de
calidad, los pocillos afectados aparecerdn al principio del informe.

El informe puede guardarse como archivo de texto (*.tsv o *.csv) o como
archivo HTML (.html). El informe puede importarse a Microsoft Excel o a otras
aplicaciones que puedan tratar archivos de texto (*.tsv o *.csv) con datos
separados por puntos y comas (;) o por tabulaciones. Esto es Gtil para realizar
nuevos célculos con los datos.

Opciones del informe

El cuadro de didlogo “Analysis Statistics Report” (Informe de estadisticas del
andlisis) contiene las siguientes opciones:

“All wells/Selected Los pocillos que se incluirdn en el informe.
wells” (Todos los

pocillos/Pocillos

seleccionados)

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
Guia de usuario del software PyroMark Q24 MDx 05/2010 57



“Assay/Assay and
sample ID”
(Ensayo/Ensayo e
identificacién de
muestra)

“Passed/Check”

(Aprobado/Comprobar)

Las estadisticas de los resultados del andlisis pueden
agruparse en funcion de:

M Ensayo

Se agrupardén los pocillos que tengan el mismo
ensayo.

M Ensayo e identificacién de muestra

Se agrupardn los pocillos que tengan el mismo
ensayo y la misma identificacién de muestra.
Puede ser Gtil cuando se realicen experimentos
con duplicaciones.

Los resultados del andlisis que se incluirdn. Los
célculos pueden realizarse con los resultados que
tengan una evaluacién de calidad Passed o Check.

Nota: Si se van a incluir todos los resultados Passed
y Check en el informe, puede excluir resultados
dentro de este grupo desactivando la opcién
»~Analyze” para estas posiciones en la ficha “Analysis
Setup” (consulte Configuracién de las posiciones
variables, pdgina 26).

Para ver el informe antes de guardarlo o imprimirlo, haga clic en “Preview”

(Vista previa).

Informe de resultados del andlisis

Reports | Wwindow  Help Reports | window — Help

AQ Analysis Statistics

AQ Analysis Resulks

&3 Pyrogram Report
AQ Full Report

AQ Analysis Statistics
A0 Analysis Resulks
A0 Pyrogram Report
AQ Full Report

SMP Analysis Results
SMP Pyrogram Repork
SMP Full Repart

SMP Owverview Repork

SMP Analysis Results

Reports | Window  Help

Cpis Analysis Skatistics

SMP Pyrogram Repork
SMP Full Report
SMP Crverview Report

CpG Analysis Resulks

Repaorts | Window  Help

Cpia Pyrogran Report
CpG Full Report

SQA Analysis Results

S04 Pyrogram Report
304 Full Report

El informe “Analysis Results” incluye la siguiente informacién para todos los
pocillos o para los pocillos seleccionados (consulte Seleccién de pocillos,

pégina 19):

B Informacién de los pocillos (nombre del pocillo, nombre del ensayo e
identificacién de la muestra).

M Frecuencias de alelos (informe de AQ), genotipos (informe de SNP),
porcentajes de metilacién (informe de CpG) o secuencias de asignacién de
bases (informe de SQA) y las evaluaciones de calidad.
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M Lo media del porcentaje de metilacién y la desviacién tipica de todos los
sitios CpG con una evaluacién de aprobado en un pocillo (solo para
informes CpG).

M Los valores méximos y minimo del porcentaje de metilacién de un pocillo
(solo para informes CpG).

B Informacién sobre si los pardmetros de andlisis, las evaluaciones de
calidad y los resultados del andlisis (solo para informes SQA) han sido
editados o no por el usuario.

Opcional: La versién del andlisis, las notas sobre los pocillos y las advertencias
del andlisis. En los informes AQ y CpG también es posible incluir los nombres y
las evaluaciones de calidad originales y/o actuales para las posiciones
variables.

El informe puede guardarse como archivo de texto (*.tsv o *.csv) o como
archivo HTML (.html). El informe puede importarse a Microsoft Excel o a otras
aplicaciones que puedan tratar archivos de texto (*.tsv o *.csv) con datos
separados por puntos y comas (;) o por tabulaciones. Esto es Gtil para realizar
nuevos cdlculos con los datos. La primera linea del informe indica el nombre
de la serie analitica. Las dos o tres lineas siguientes contienen los encabezados
de columna. Cada una de las lineas siguientes a los encabezados de columna
contiene informacién detallada del pocillo y las estadisticas de un pocillo
especifico.

Opciones del informe

El cuadro de didlogo “Analysis Results Report” (Informe de resultados del
andlisis) contiene las siguientes opciones:

“All wells/Selected Los pocillos que se incluirdn en el informe.
wells” (Todos los

pocillos/Pocillos

seleccionados)

“Sort by row/column” Orden de clasificacién de los pocillos.
(Ordenar por
fila/columna)

“All/Passed/Passed + Las bases de las secuencias de asignacién de bases
Check/Only Quality que se incluirdn en el informe.
Window”

(Todos/Aprobados/ Egc/l\.opcién solo estd disponible para el informe de

Aprobados +
Comprobar/Solo
ventana de control de

calidad)
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“Note column”
(Columna de notas)

“Warnings column”
(Columna de
advertencias)

“Analysis version
column” (Columna de
version del andlisis)

“Position name column”
(Columna del nombre
de la posicidn)

“Quality column”
(Columna de calidad)

“Original quality
columns” (Columnas de
calidad original)

Si se marca esta opcidn, se incluird una columna con
las notas sobre los pocillos.

Si se marca esta opcidn, se incluird una columna con
las advertencias del andlisis.

Si se marca esta opcidn, se incluird una columna con
la versiéon del andlisis.

Si se marca esta opcidn, se incluird una columna con
los nombres de las posiciones variables.

Esta opcién no estd disponible para el informe de

SQA.

Si se marca esta opcidn, se incluird una columna con
las evaluaciones de calidad actuales.

Si se marca esta opcidn, se incluird una columna con
las evaluaciones de calidad originales.

Esta opcidén no estd disponible para el informe de

SQA.

Para ver el informe antes de guardarlo o imprimirlo, haga clic en “Preview”

(Vista previa).

Informe del pirograma

Reports | Window  Help

Reports | Window  Help

A0 Analysis Statistics
A Analysis Resulks

AQ Analysis Statistics
AQ Analysis Results

‘ A Pyrogram Report

| AC Pyrograrn Repaort

A Full Report

AQ Full Report,

Reports | Window  Help

SMP Analysis Results
SMP Pyrogram Report
SMP Full Report

SMP Cwverview Repork

SNP Analysis Results

| SMP Pyrogram Report

SNP Full Report:
SMP Overview Report

Cpi3 Analysis Skatistics
pG Analysis Results

Reports | window — Help

SQA Analysis Results

Cpia Pyrogram Report

S8 Pyrogram Report

Cpt5 Full Report

S Full Report

El informe “Pyrogram Report” incluye la informacién del pocillo (nombre del
pocillo, nombre del ensayo, identificacién de la muestra y nota sobre el pocillo)
y el pirograma para todos los pocillos o para los pocillos seleccionados
(consulte Seleccién de pocillos, pagina 19). Si el usuario ha editado los
pardmetros de andlisis, las evaluaciones de calidad o los resultados del andlisis
(solo para ensayos SQA), esto se indicard en el informe.
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En los informes AQ, SNP y CpG se muestran y utilizan la informacién, los
iconos y los colores indicados a continuacién:

M El nombre del pocillo y la secuencia para analizar.

M El resultado del andlisis (frecuencias de alelos [informe de AQ], genotipos
[informe de SNP] o porcentajes de metilacion [informe de CpG]) se
muestra sobre cada posicién variable, por ejemplo, 34 (InDel) y &%, El
color de fondo muestra la evaluacién de calidad del resultado del andlisis;
consulte la leyenda de colores en la pdgina 50.

Nota: -/ (en blanco) = Seleccién anulada por el usuario. 4] (en

blanco) = El software no admite el andlisis, por ejemplo, andlisis de SNP
en el modo CpG. @ (en rojo) = No es posible el andlisis por falta de
datos.

M Sise deseq, las posiciones variables se resaltan con un color de fondo azul
grisdceo.

B Los controles de tratamiento con bisulfito se resaltan con un color de fondo
amarillo claro (solo para informes de CpG).

En el informe de SQA se muestran y utilizan la informacién y los colores
indicados a continuacién:

M El nombre del pocillo.

M La secuencia de asignacién de bases. El color de fondo de una base en la
secuencia concuerda con su evaluacién de calidad; consulte la leyenda de
colores en la pégina 50.

M S se incluye un pirograma compensado, los picos se muestran en colores
segln sus evaluaciones de calidad.

Opciones del informe

El cuadro de didlogo “Pyrogram Report” contiene las siguientes opciones:

“All wells/Selected Los pocillos que se incluirdn en el informe.
wells” (Todos los

pocillos/Pocillos

seleccionados)

“Number of NUmero de columnas y filas de un pirograma en
rows/columns” cada hoja.

(NOmero de

filas/columnas)

“Sort by row/column”  Orden de clasificacién de los pocillos.
(Ordenar por
fila/columna)
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“Portrait/Landscape” Orientacién del papel.
(Vertical/horizontal)

“Highlight variable Si se marca esta opcién, las posiciones variables se

regions” (Resaltar resaltardn con un color de fondo azul griséceo.

region riabl s AT - -

egiones variables) Esta opcidén no estd disponible para el informe de
SQA.

“Show peak levels” Si se marca esta opcién, se mostrardn en el

(Mostrar niveles de los  pirograma los niveles calculados de los picos.

picos) Esta opcidn solo estd disponible para el informe de

SQA.

“Raw Pyrogram/ Tipo de pirograma que se incluird en el informe.
Compenss’regl Esta opcidn solo estd disponible para el informe de
Pyrogram” (Pirograma SQA

original/pirograma '

compensado)

“Paper size” (Tamano  El tamano del papel (A4, A3, carta o tabloide).
del papel)

Para ver el informe antes de guardarlo o imprimirlo, haga clic en “Preview”
(Vista previa).

Nota: Para ver el informe, debe tener instalado en el ordenador un lector de
documentos PDF. Puede descargar Adobe Reader en www.adobe.com.

Informe completo

W‘ Window  Help Reports | Window  Help
A Analysis Statistics AQ Analysis Statistics
A Analysis Resulks AQ Analysis Results
ACQ Pyrogram Report A0 Pyrogram Repork
AQ Full Repart | AgRIReaE Reports | Window  Help
SMP Analysis Results SMP Analysis Results Cpia Analysis Statistics Reporks | Window  Help
SMP Pyrogram Report: SMP Pyrogram Report: Cpi Analysis Resulks S04 Analysis Results
SMP Full Report | SNP Full Repart: | Cpi5 Pyrogram Report SO Pyrogram Report
SHP Overview Report P Overview Repart | Cpé Full Report [ 5 Full Report |

El informe completo incluye la siguiente informacién para todos los pocillos o
para los pocillos seleccionados (consulte Selecciéon de pocillos, pdgina 19):

B Pardmetros de la serie analitica (nombre, fecha y hora de de la serie
analitica, método del instrumento, nombre del instrumento, nimero de
serie, operador, identificacién de la placa, cédigo de barras, identificacién
del reactivo y nota sobre la serie analitica) y un registro de la serie
analitica.
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M Informacién del pocillo (nombre del pocillo, nombre del ensayo,
identificacién de la muestra y nota sobre el pocillo), versién del andlisis,
ensayo AQ o CpG y secuencia para analizar.

B Pirograma. Si desea informacién sobre los iconos y colores utilizados en el
drea del pirograma, consulte Informe del pirograma, pdgina 60.

B Frecuencias de alelos (informe de AQ), genotipos (informe de SNP),
porcentajes de metilacién (informe de CpG) o secuencias de asignacién de
bases (informe de SQA) y las evaluaciones de calidad.

B Advertencias del andlisis.

M Si el usuario ha editado los pardmetros de andlisis o las evaluaciones de
calidad, se indicardn los pocillos afectados.

Opciones del informe
El cuadro de didlogo “Full Report” contiene las siguientes opciones:

“All wells/Selected Los pocillos que se incluirdn en el informe.
wells” (Todos los

pocillos/Pocillos

seleccionados)

“Raw Pyrogram/ Tipo de pirograma que se incluird en el informe.
Compensf,”e‘?' Esta opcién solo estd disponible para el informe de
Pyrogram” (Pirograma SQA

original/pirograma '

compensado)

Para ver el informe antes de guardarlo o imprimirlo, haga clic en “Preview”
(Vista previa).

Nota: Para ver el informe, debe tener instalado en el ordenador un lector de
documentos PDF. Puede descargar Adobe Reader en www.adobe.com.

Informe de resumen de SNP

Reparts | Window — Help

AC Analysis Statistics

AC Analysis Results
AQ Pyrogram Report
ACQ Full Repart

SMP Analysis Results
SMP Pyrogram Report
SMP Full Report

SMP Owverview Report
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El informe “SNP Overview Report” incluye los genotipos y las evaluaciones de
calidad para todos los SNP y las InDels. La informacién se presenta en
resUmenes de placas con una placa por nimero de posicién. El color de fondo
de los pocillos muestra la evaluacién de calidad del SNP; consulte la leyenda
de colores en la pdgina 50.

Si el usuario ha editado los pardmetros de andlisis, los pocillos afectados
aparecerdn al principio del informe.

Para ver el informe antes de guardarlo o imprimirlo, haga clic en “Preview”
(Vista previa) en el cuadro de didlogo “SNP Overview Report”.

Position 1

Fragmento de un informe. Se ha desactivado la opcién “Analyze”para las posiciones 1y 2 del
pocillo A5. Los pocillos A3-A4, B3-B4 y C3-C4 no tienen SNP ni InDels en la posicién 2.

Nota: Pueden excluirse las posiciones variables del informe desactivando la
opcién “Analyze”en la ficha “Analysis Setup” (consulte Configuracién de las
posiciones variables, pdgina 26).

Nota: El informe SNP Overview Report (Informe de resumen de SNP) solo esté
disponible en el modo AQ. Para ver el informe, debe tener instalado en el
ordenador un lector de documentos PDF. Puede descargar Adobe Reader en
www.adobe.com.
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Administracidon de los métodos del instrumento

Taools | Window

| Instrument Methods

Pre Run Infarmation

El método del instrumento se debe seleccionar en funcién de los reactivos y del
cartucho de reactivos que se utilizardn para la serie analitica. El nGmero del
método impreso en el cartucho PyroMark Q24 corresponde a valores de
configuracién del método especificos proporcionados en
www.giagen.com/Products/PyroMarkQ24MDx.aspx .

Nota: Se recomienda utilizar Unicamente los métodos suministrados por

QIAGEN.

Para importar un nuevo método:

1. Descargue del sitio web arriba indicado el archivo de método que
corresponda al nUmero de método impreso en la etiqueta del
cartucho. Gudrdelo en el ordenador en el que se ejecuta el software
PyroMark Q24 MDx.

2. En el cuadro de didlogo “Instrument Methods” (Métodos del
instrumento), haga clic en “Import” (Importar). Se abrird el cuadro
de didlogo “Find Instrument Method” (Buscar método del
instrumento).

3. Localice y seleccione el método que desee importar y haga clic en
“Open” (Abrir).

Para crear un nuevo método:

1. En el cuadro de didlogo “Instrument Method”, seleccione un método
existente y haga clic en “Save As” (Guardar como).
2. Introduzca un nombre para el nuevo método y pulse “Enter” (Intro).

3. Cambie los valores de configuracién del método en el cuadro de
didlogo para que coincidan con los publicados en
www.giagen.com/Products/PyroMarkQ24MDx.aspx.

4. Haga clic en “Save” (Guardar).

Parametros del método
En el cuadro de didlogo “Instrument Methods” estén disponibles los pardmetros

siguientes.

“Reagent pressure” Presion (en milibares) para la dispensacién de la
(Presién de reactivos) mezcla enzimdtica y de la mezcla de sustrato.
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“Enzyme pulse time” Tiempo de dispensaciéon (en milisegundos) para la
(Tiempo de mezcla enzimdtica.

dispensacién de

enzimas)

“Substrate pulse time”  Tiempo de dispensacién (en milisegundos) para la
(Tiempo de mezcla de sustrato.

dispensacién de

sustrato)

“Nucleotide pressure”  Presién (en milibares) para la dispensacién de
(Presién de nucledtidos.
nucledtidos)

“Nucleotide pulse Tiempo de dispensacion (en milisegundos) para los
time” (Tiempo de nucleétidos.

dispensacién de

nucledtidos)

“Note” (Nota) Nota sobre el método del instrumento (opcional).
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Consejos y sugerencias generales

Validacién de ensayos

Valide sus ensayos utilizando muestras de ADN de referencia; consulte el
Apéndice B del Manual de usuario del PyroMark Q24 MDx.

Registro de andlisis

Todos los andlisis realizados son registrados con los valores de configuracién
de andlisis utilizados, el modo de andlisis (AQ, CpG o SQA), la versién del
andlisis, los resultados (incluidas las advertencias del andlisis), la fecha y la
hora del andlisis y la persona que realizé el andlisis. Para que la informacién
acerca de quién realizd un andlisis y quién cred un archivo de ensayo o de
serie analitica sea correcta, todos los usuarios deben iniciar una sesién en
Windows utilizando sus propias cuentas de usuario. Si desea mds informacién
acerca de las cuentas de usuario y del inicio y del cierre de sesién, consulte la
ayuda en linea de Windows o péngase en contacto con el administrador del
sistema.

Para ver el registro de andlisis para un pocillo seleccionado, seleccione
“Analysis Log” (Registro de andlisis) en el mend “Tools” (Herramientas).

Proteccidon de archivos

Para proteger un archivo y evitar que sea editado por otro usuario, gudrdelo en
una carpeta a la que solo usted tenga acceso. Péngase en contacto con su
administrador del sistema si desea mds informacién.

Para proteger un archivo y evitar que sea sobrescrito accidentalmente por usted
o por otro usuario, configure el atributo “Read-only” (Solo lectura) para el
archivo utilizando el Explorador de Windows:

1. Cierre el archivo en el software PyroMark Q24 MDx.

2. Abra el Explorador de Windows y localice el archivo.

Para ello, haga clic con el botén secundario del ratén en la carpeta que
contiene el archivo en el explorador de accesos directos y seleccione
“Explore” en el meni contextual.

3. En el Explorador de Windows, haga clic con el botén secundario del
ratén en el archivo y seleccione “Properties” (Propiedades) en el
menuU contextual.

4. Cuando se abra el cuadro de didlogo “Properties”, active (2) el
atributo “Read-only” y haga clic en “OK"” (Aceptar).

Se recomienda realizar con frecuencia una copia de seguridad.
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Proteccion de los resultados del andlisis

No es posible editar los pardmetros ni los resultados del andlisis para un
ensayo bloqueado (). Para bloquear un ensayo, abra el archivo del ensayo y
haga clic en el botén “Lock Assay” (Bloquear ensayo) en la parte inferior de la
ventana de configuracién del ensayo. Bloquee el ensayo antes de agregarlo a
la placa.
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Guia de resolucién de problemas

Errores Comentarios y sugerencias
a) Cruz roja sobre Péngase en contacto con el servicio técnico de
pocillos en la ficha QIAGEN.

“Overview” (Resumen)
durante el andlisis

b) Aparece el cuadro de  Guarde el informe de error y envielo al servicio
didlogo “Exception” técnico de QIAGEN con fines informativos. Haga
(Excepcién) clic en “Continue” (Continuar) para continuar

con el andlisis. Si persiste el cuadro de didlogo,
haga clic en “Quit” (Salir) y reinicie el software.

c) No ha sido posible Asegurese de que se intenta importar un tipo de
crear un ensayo a archivo vdlido (AQ, CpG o SNP).
partir del archivo de
PyroMark Assay Design
Software (Software de
disefo de ensayos
PyroMark) especificado

Para problemas relacionados con el andlisis, consulte el apartado Resoluciéon
de problemas del Manual de usuario del PyroMark Q24 MDx.

Si desea mds informacién, consulte la pdgina de preguntas frecuentes
(Frequently Asked Questions, FAQ) del centro de asistencia técnica:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Los cientificos del Servicio Técnico de
QIAGEN estarédn siempre encantados de responder a cualquier pregunta que
pueda usted tener sobre la informacién contenida en esta guia de usuario, asi
como sobre las tecnologias para la preparacién de muestras y ensayos de
biologia molecular (encontrard la informacién de contacto en la contraportada
o en www.qgiagen.com).

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
Guia de usuario del software PyroMark Q24 MDx 05/2010 69


http://www.qiagen.com/

Apéndice A: Mensajes del software PyroMark Q24
MDx

A continuacién se presenta una lista de mensajes de uso, advertencia y error
gue pueden aparecer en el software PyroMark Q24 MDx durante la
configuracién de un ensayo, la ejecucién de un ensayo y el andlisis de los
datos.

Texto del mensaje Explicacion

Mensajes generales sobre la configuracion

“The dispensation order is  El orden de dispensacién es mayor de
very long” (El orden de 200 bases.

dispensacién es muy

largo)

Mensajes generales sobre el andlisis

“Not analyzable due to No hay suficientes picos en el pirograma para
lack of data” (No analizar los datos. Esta advertencia anula las
analizable debido a la demds advertencias.

falta de datos) (global)

“High pre-sequencing El pico del sustrato es alto en comparacién con
signal” (Senal de el ruido y el nivel del pico mononucleotidico.
presecuenciacién alta)

“Uncertain due to baseline Existe un desplazamiento anormal de la linea

drift” (Incierto debido a basal que puede tener consecuencias negativas
desplazamiento de la en el resultado.

linea basal)

“Failed due to possible Existe un posible error en las dispensaciones
dispensation error at indicadas. Afecta a la calidad de todos los sitios

dispensation” (Fallido por  después del error.
un posible error de

dispensacién en la

dispensacién)

“No peaks detected No se detectan picos aunque se hayan

between dispensations” dispensado todos los nucleétidos, lo cual podria
(No se han detectado indicar problemas con la unidad de

picos entre dispensacién. Afecta al color de calidad de todos
dispensaciones) los sitios después del error.

“Uncertain due to wide La anchura media de los picos es superior al
peaks” (Incierto debido a  limite de comprobacién. Afecta a la calidad de
picos anchos) todos los sitios de la secuencia.
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Texto del mensaje

Explicacion

Mensaijes relativos a la configuraciéon del ensayo en el modo AQ

“Invalid sequence”

“Variable positions with
common dispensations
cannot be analyzed” (No
pueden analizarse
posiciones variables con
dispensaciones comunes)

“The generated
dispensation order
contains less reference
peaks than required” (El
orden de dispensacién
generado contiene menos
picos de referencia de los
necesarios)

“Sequence uncertain due
to lack of terminal
sequence information”
(Secuencia incierta debido
a la falta de informacién
sobre la secuencia
terminal)

“Last variable position not
analyzable due to lack of
terminal sequence
information” (La ¢ltima
posicién variable no es
analizable debido a la
falta de informacién de la
secuencia terminal)

“Sequence not in phase at
the end of dispensations”
(La secuencia no estd en
fase al final de las
dispensaciones)

Existe un error en la secuencia para analizar
introducida.

Las dispensaciones de nucleétidos para varios
polimorfismos estén fuera de fase.

El ensayo contiene menos de cinco picos
constantes con un valor previsto superior a 1.

Se ha dispensado el Gltimo nucleétido de la
secuencia para analizar, lo que significa que se
desconoce la altura prevista del pico de la Ultima
dispensacion.

Nota: La secuencia para analizar debe tener un
nucledtido mds de longitud que el orden de
dispensacién.

No se ha introducido informacién sobre la
secuencia después de la Gltima regién variable,
lo que significa que se desconoce la altura
prevista del pico de la posicién variable.

Nota: La secuencia para analizar debe tener un
nucledtido mds de longitud que el orden de
dispensacién.

La secuencia no estd en fase después de la
dispensacién de todos los nucleétidos, lo que
significa que se desconoce la altura prevista del
pico de la posicién variable.
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Texto del mensaje Explicacion

“Quantification may be Las dispensaciones de nucleétidos estén fuera de
uncertain: the variable fase en un polimorfismo durante més de 5
position consists of more  dispensaciones, lo cual puede tener un efecto
than 5 dispensations” (La  negativo en el resultado.

cuantificacién puede ser

incierta: la posicion

variable consta de mads de

5 dispensaciones)

“Quantification may be Una posiciéon InDel requiere mdés de 5
uncertain: the variable dispensaciones para ser analizada, lo cual
position requires more puede tener un efecto negativo en el resultado.

than 5 variable
dispensations” (La
cuantificacién puede ser
incierta: la posicién
variable requiere més de
5 dispensaciones

variables)

“Quantification may be Un homopolimero de altura = 3 precede o sigue
uncertain: the variable a una InDel de base Unica. La advertencia indica
position contains a gue el sitio es muy dificil de analizar.

homopolymer” (La
cuantificacién puede ser
incierta: la posicién
variable contiene un
homopolimero)

Mensajes relativos al andlisis en el modo AQ

“Analysis not supported” El sitio variable no est4 admitido en el modo
(Andélisis no admitido) AQ.

“Deselected by user” El usuario ha anulado la seleccién del sitio
(Seleccion anulada por el variable para el andlisis.

usuario)

“The sequence contains El pirograma contiene menos de 5 picos

less reference peaks than  constantes con un valor previsto superior a 1.
required” (La secuencia

contiene menos picos de

referencia de los

necesarios)
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Texto del mensaje

Explicacion

“Not analyzable due to
lack of data” (No
analizable debido a falta
de datos)

“The variable position
contains a homopolymer”
(La posicién variable
contiene un
homopolimero)

“Uncertain due to low
signal-to-noise ratio”
(Incierto debido a una
relacién sefal-ruido baja)

“Failed due to low
signal-to-noise ratio”
(Fallido debido a una
relacién sefal-ruido baja)

“Uncertain due to low
peak height” (Incierto
debido a una altura baja
de los picos)

“Failed due to low peak
height” (Fallido debido a
una altura baja de los
picos)

“Uncertain due to high
sum deviation in variable
position” (Incierto debido
a una desviacién alta de
la suma en la posicién
variable)

“Failed due to high sum
deviation in variable
position” (Fallido debido a
una desviacién alta de la
suma en la posicién
variable)

No hay suficientes picos en un sitio para analizar
los datos.

Un homopolimero de altura = 3 precede o sigue
a una InDel de base Unica. La advertencia indica
gue el sitio es muy dificil de analizar.

La suma de los picos de la regién variable no es
significativamente diferente del ruido, lo cual
puede tener un efecto negativo en el resultado.

La suma de los picos de la regién variable no es
significativamente diferente del ruido, lo cual
puede tener un efecto negativo en el resultado.

El nivel de altura del pico mononucleotidico al
comienzo del pirograma es més bajo que la
altura de pico necesaria para obtener una
evaluacién de calidad “Passed” (Aprobada)
(definida en la configuracién del ensayo).

El valor de RLU del pico en la posicién indicada
estd por debajo del valor predefinido para una
evaluacién de calidad “Failed” (Fallida).

La suma de los picos en una regién variable
difiere del nivel de altura del pico
mononucleotidico previsto en la posicién
polimérfica y supera el limite de comprobacién.

La suma de los picos en una regién variable
difiere del nivel de altura del pico
mononucleotidico previsto en la posicién
polimérfica y supera el limite de fallo.
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Texto del mensaje Explicacion

“Uncertain due to high La mejor coincidencia con respecto a los
pattern deviation in posibles patrones de frecuencia se desvia del
variable position” (Incierto  patrén real y supera el limite de comprobacién.
debido a una desviacién

alta del patrén en la

posicion variable)

“Failed due to high La mejor coincidencia con respecto a los
pattern deviation in posibles patrones de frecuencia se desvia del
variable position” (Fallido  patrén real y supera el limite de fallo.
debido a una desviacién

alta del patrén en la

posicion variable)

“Uncertain surrounding Las alturas medidas de los picos en la ventana
reference sequence de calidad se desvian de los valores previstos y
pattern” (Patrén de superan el limite de comprobacién.

secuencia de referencia
circundante incierto)

“Failed surrounding Las alturas medidas de los picos en la ventana
reference sequence de calidad se desvian de los valores previstos y
pattern” (Patrén de superan el limite de fallo.

secuencia de referencia
circundante fallido)

“Uncertain due to high La altura medida de los picos en la dispensacion
peak height deviation at especificada se desvia del valor previsto y supera
dispensation” (Incierto el limite de comprobacién.

debido a una desviacién
alta de la altura de los
picos en la dispensacién)

“Failed due to high peak  La altura medida de los picos en la dispensacién
height deviation at especificada se desvia del valor previsto y supera
dispensation” (Fallido el limite de fallo.

debido a una desviacién

alta de la altura de los

picos en la dispensacién)
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Texto del mensaje

Explicacion

“Uncertain reference
sequence paftern at more
than 5 dispensations”
(Patrén de secuencia de
referencia incierto en mds
de 5 dispensaciones)

“Failed reference
sequence paftern at more
than 5 dispensations”
(Patrén de secuencia de
referencia fallido en mads
de 5 dispensaciones)

Las alturas medidas de los picos se desvian de
los valores previstos en mds de 5 dispensaciones
y superan el limite de comprobacién.

Las alturas medidas de los picos se desvian de
los valores previstos en mds de 5 dispensaciones
y superan el limite de fallo.

Mensaijes relativos al andlisis en el modo SNP

“Failed genotype
determination”
(Determinacién fallida del
genotipo)

“Uncertain genotype
determination”
(Determinacién incierta
del genotipo)

La diferencia entre la mejor concordancia de
genotipos y la segunda mejor concordancia de
genotipos es inferior al limite de fallo.

La diferencia entre la mejor concordancia de
genotipos y la segunda mejor concordancia de
genotipos es inferior al limite de comprobacién.

Mensajes relativos a la configuraciéon del ensayo en el modo CpG

“Invalid sequence”
(Secuencia no vdlida)

“Cannot resolve sequence
direction” (No se puede
resolver la direccién de la
secuencia)

“A CpG site has to be
biallelic” (Un sitio CpG
debe ser bialélico)

Existe un error en la secuencia para analizar
introducida.

La secuencia para analizar introducida incluye
nucleétidos que son especificos de secuencias
tratadas con bisulfito directas o inversas.

Se produce si el sitio CpG indicado incluye un
polimorfismo adicional; p. ej., C/T/AG.
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Texto del mensaje

Explicacion

“Variable positions with
common dispensations
cannot be analyzed” (No
pueden analizarse
posiciones variables con
dispensaciones comunes)

“The generated
dispensation order
contains less reference
peaks than required” (El
orden de dispensacién
generado contiene menos
picos de referencia de los
necesarios)

“Sequence uncertain due
to lack of terminal
sequence information”
(Secuencia incierta debido
a la falta de informacién
sobre la secuencia
terminal)

“Last variable position not
analyzable due to lack of
terminal sequence
information” (La Gltima
posicién variable no es
analizable debido a la
falta de informacién de la
secuencia terminal)

“Sequence not in phase at
the end of dispensations”
(La secuencia no estd en
fase al final de las
dispensaciones)

76

Las dispensaciones de nucleétidos para varios
polimorfismos estdn fuera de fase.

No puede analizarse una regién variable
evaluada con dispensaciones de nucleétidos
aplicables a mds de un polimorfismo
(dispensaciéon comuan). Por ejemplo, la secuencia
para analizar A/GC/TCAC con el orden de
dispensacién CATCGTCA no se analizard
debido a que las dispensaciones estardn fuera
de fase.

El ensayo contiene menos de 5 picos constantes
con un valor previsto superior a 1.

Se ha dispensado el ¢Gltimo nucleétido de la
secuencia para analizar, lo que significa que se
desconoce la altura prevista del pico de la Ultima
dispensacién.

No se ha introducido informacién sobre la
secuencia después de la ¢ltima regién variable,
lo que significa que se desconoce la altura
prevista del pico de la posicién variable.

La secuencia no esté en fase después de la
dispensacién de todos los nucledtidos, lo que
significa que se desconoce la altura prevista del
pico de la posicién variable.
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Texto del mensaje Explicacion

“Quantification may be Las dispensaciones de nucleétidos estén fuera de
uncertain: the variable fase en un polimorfismo durante més de 5
position consists of more  dispensaciones, lo cual puede tener un efecto
than 5 dispensations” (La  negativo en el resultado.

cuantificacién puede ser

incierta: la posicion

variable consta de mads de

5 dispensaciones)

Mensaijes relativos al andlisis en el modo CpG

“Analysis not supported” El sitio variable no estd admitido en el modo
(Andlisis no admitido) CpG.

“Deselected by user” El usuario ha anulado la selecciéon del sitio
(Seleccién anulada por el variable para el andlisis.

usuario)

“Uncertain bisulfite El pico para el control de tratamiento con
conversion at bisulfito en las dispensaciones indicadas es més

dispensation” (Conversiéon  alto que el limite de comprobacién. Afecta a la
con bisulfito incierta en la  calidad de todos los sitios de la secuencia.
dispensacién)

“Failed bisulfite conversion El pico para el control de tratamiento con

at dispensation” bisulfito en las dispensaciones indicadas es més
(Conversién con bisulfito  alto que el limite de fallo. Afecta a la calidad de
fallida en la dispensacién) todos los sitios de la secuencia.

“The sequence contains El pirograma contiene menos de 5 picos

less reference peaks than  constantes con un valor previsto superior a 1.
required” (La secuencia

contiene menos picos de

referencia de los

necesarios)

“Not analyzable due to No hay suficientes picos en un sitio para analizar
lack of data” (No los datos.

analizable debido a falta

de datos)

“Uncertain due to low La suma de los picos de la regién variable no es
signal-to-noise ratio” significativamente diferente del ruido (por
(Incierto debido a una debajo del limite de comprobacién), lo cual

relacién sefial-ruido baja)  puede tener un efecto negativo en el resultado.
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Texto del mensaje Explicacion

“Failed due to low signal-  La suma de los picos de la regién variable no es
to-noise ratio” (Fallido significativamente diferente del ruido (por
debido a una relacién debajo del limite de fallo), lo cual puede tener
senal-ruido baja) un efecto negativo en el resultado.

“Uncertain due to low El nivel de altura del pico mononucleotidico al
peak height” (Incierto comienzo del pirograma es mds bajo que la
debido a una altura baja  altura de pico necesaria para obtener una

de los picos) evaluacién de calidad “Passed” (Aprobada)

(definida en la configuracién del ensayo).

“Failed due to low peak El valor de RLU del pico en la posicién indicada
height” (Fallido debido a  estd por debajo del valor predefinido para una
una altura baja de los evaluacién de calidad “Failed” (Fallida).

picos)

“Uncertain due to high La suma de los picos en una regién variable

sum deviation in variable  difiere del nivel de altura del pico
position” (Incierto debido  mononucleotidico previsto en la posicion
a una desviacién alta de  polimérfica y la diferencia supera el limite de

la suma en la posicién comprobacién.

variable)

“Failed due to high sum La suma de los picos en una regién variable
deviation in variable difiere del nivel de altura del pico

position” (Fallido debido a mononucleotidico previsto en la posicién
una desviacién alta de la  polimérfica y la diferencia supera el limite de

suma en la posicién fallo.

variable)

“Uncertain due to high La mejor coincidencia con respecto a los
pattern deviation in posibles patrones de frecuencia se desvia del

variable position” (Incierto  patrén real y supera el limite de comprobacién.
debido a una desviacién

alta del patrén en la

posicién variable)

“Failed due to high La mejor coincidencia con respecto a los
pattern deviation in posibles patrones de frecuencia se desvia del
variable position” (Fallido  patrén real y supera el limite de fallo.
debido a una desviacién

alta del patrén en la

posicion variable)
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Texto del mensaje

Explicacion

“Uncertain surrounding
reference sequence
pattern” (Patrén de
secuencia de referencia
circundante incierto)

“Failed surrounding
reference sequence
pattern” (Patrén de
secuencia de referencia
circundante fallido)

“Uncertain due to high
peak height deviation at
dispensation” (Incierto
debido a una desviacién
alta de la altura de los
picos en la dispensacién)

“Failed due to high peak
height deviation at
dispensation” (Fallido
debido a una desviacién
alta de la altura de los
picos en la dispensacién)

“Uncertain reference
sequence paftern at more
than 5 dispensations”
(Patrén de secuencia de
referencia incierto en mds
de 5 dispensaciones)

“Failed reference
sequence paftern at more
than 5 dispensations”
(Patrén de secuencia de
referencia fallido en mads
de 5 dispensaciones)

Las alturas medidas de los picos en la ventana
de calidad se desvian de los valores previstos y
superan el limite de comprobacién.

Las alturas medidas de los picos en la ventana
de calidad se desvian de los valores previstos y
superan el limite de fallo.

La altura medida de los picos en la dispensacién
especificada se desvia del valor previsto y supera
el limite de comprobacién.

La altura medida de los picos en la dispensacion
especificada se desvia del valor previsto y supera
el limite de fallo.

Las alturas medidas de los picos se desvian de
los valores previstos en mds de 5 dispensaciones
y superan el limite de comprobacién.

Las alturas medidas de los picos se desvian de
los valores previstos en mds de 5 dispensaciones
y superan el limite de fallo.
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Texto del mensaje

Explicacion

Mensajes en el modo SQA

“Base-calling not
consistent with entered
known bases” (Asignacién
de bases no uniforme con
las bases conocidas
introducidas)

“Low peak height” (Altura
de pico baja)

“High homopolymer at
dispensation”
(Homopolimero alto en la
dispensacién)

“Large peak height
variation” (Variacién
grande en la altura de los
picos)

“Large peak height
variation around
dispensation” (Variacién
grande en la altura de los
picos alrededor de la
dispensacién)

“Low signal-to-noise ratio”
(Relacién senal-ruido

baja) (global)

“Low signal-to-noise ratio
from dispensation”
(Relacién seal-ruido baja
a partir de la
dispensacién)

80

Se han introducido picos de normalizacién
definidos por el usuario y la asignacién de bases
resultante no concuerda con la informacién
introducida.

El nivel de altura del pico mononucleotidico al
comienzo del pirograma es mds bajo que la
altura de pico necesaria para obtener una
evaluacién de calidad “Passed” (Aprobada)
(definida en la configuracién del ensayo).

Existe un homopolimero constituido por més de
5 nucleétidos en las dispensaciones
especificadas.

Existe una variacién global grande en la altura
de los picos. Asigna una evaluacién de calidad
de inicio incierta/fallida si se detecta en las
primeras 5 dispensaciones.

Existe una variacién grande en la altura de los
picos en los niveles de picos mononucleotidicos
o dinucleotidicos. Especifica las dispensaciones
para las que es vdlida esta advertencia y asigna
una evaluacién de calidad incierta/fallida a la
secuencia a partir de esa dispensacién.

Relacién sefial-ruido baja. Asigna una
evaluacién de calidad de inicio incierta/fallida si
se detecta en las primeras 5 dispensaciones.

Relacién sefal-ruido baja. Asigna una
evaluacién de calidad incierta/fallida a la
secuencia a partir de esa dispensacion.
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Texto del mensaje Explicacion

“Missing peaks in cycle Faltan picos en una serie analitica (se han
starting at dispensation” dispensado los cuatro nucleétidos pero no se
(Faltan picos en la serie detecta ningUn pico en la secuencia). Asigna una
analitica a partir de la evaluacién de calidad incierta a partir del Gltimo
dispensacién) pico detectado.

“Peak height deviates from La altura medida del pico en la dispensacién
the expected peak level at  especificada se desvia excesivamente del valor
dispensation” (La altura previsto. Afecta al color de calidad de la

del pico se desvia del nivel dispensacién indicada.

de pico previsto en la

dispensacién)

“Risk for overlaid Se ha detectado una posible secuencia de fondo
sequence from en cierta drea. Afecta al color de calidad desde
dispensation” (Riesgo de el principio de esa drea.

secuencia superpuesta a

partir de la dispensacién)

“Spurious peak(s) at Se han detectado picos sin clasificar sobre un
dispensation” (Picos falsos cierto valor. Afecta al color de calidad a partir
en la dispensacién) de la dispensacién especificada.
“Wide peaks from Se han detectado picos anchos. Asigna una
dispensation” (Picos evaluacién de calidad incierta a partir de la
anchos a partir de la dispensacién en la que se ha detectado. Si estdn
dispensacién) presentes en las primeras 5 dispensaciones, se
producird una evaluacién de calidad de inicio
incierta.
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Bibliografia

QIAGEN mantiene una base de datos en linea extensa y actualizada de
publicaciones cientificas en las que se utilizan productos de QIAGEN. Las
opciones integrales de busqueda permiten al usuario encontrar los articulos
gue necesita, ya sea mediante una bidsqueda sencilla de una palabra clave o
especificando la aplicacién, el drea de investigacién, el titulo, etc.

Para obtener una lista bibliogréfica completa, visite la base de datos
bibliografica en linea de QIAGEN en www.giagen.com/RefDB/search.asp o
péngase en contacto con el Servicio Técnico de QIAGEN o con su distribuidor
local.
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Marcas comerciales: QIAGEN®, Pyrogram®, PyroMark®, Pyrosequencing® (Grupo QIAGEN); Adobe®, Reader® (Adobe Systems Incorporated); Excel®,
Microsoft®, Windows® (Microsoft Corporation).

Acuerdo de licencia limitada

La utilizacién de este producto implica por parte de cualquier comprador o usuario del sistema PyroMark Q24 MDx la aceptacién de los siguientes
términos:

1. El software PyroMark Q24 MDx puede ser utilizado exclusivamente de acuerdo con la “Guia de usuario del software PyroMark Q24 MDx" y
empleando Unicamente los componentes contenidos con el software. QIAGEN no ofrece licencia alguna bajo ninguna de sus propiedades
intelectuales para utilizar o incorporar los componentes contenidos en este software con componentes no incluidos en el mismo, excepto segin
se describe en el Manual de usuario del PyroMark Q24 MDx y en otros protocolos disponibles en www.giagen.com.

Aparte de las licencias expresamente especificadas, QIAGEN no garantiza que este software ni su uso no infrinjan derechos de terceros.
Este software y sus componentes tienen licencia para un solo uso y no pueden ser reutilizados, reacondicionados ni revendidos.

QIAGEN especificamente renuncia a cualquier otra licencia, explicita o implicita, distinta de las licencias expresamente especificadas.

o M LN

El comprador y el usuario del software aceptan no realizar ni permitir a otros realizar ningin paso que pueda facilitar o conducir a acciones
que hayan sido prohibidas en las especificaciones anteriores. QIAGEN se reserva el derecho de emprender acciones legales ante cualquier
tribunal para el cumplimiento de las prohibiciones especificadas en este Acuerdo de licencia limitada, y recuperard todos los gastos derivados
de la investigacién y de los costes del juicio, incluidos los honorarios de abogacia, en cualquier accién emprendida para hacer cumplir este
Acuerdo de licencia limitada o cualquier otro derecho de propiedad intelectual en relacién con este software y sus componentes.

Para ver los términos actualizados de la licencia, visite www.giagen.com.

© 2070 QIAGEN, todos los derechos reservados.



www.qiagen.com

Australia = Orders 03-9840-9800 = Fax 03-9840-9888 = Technical 1-800-243-066

Austria = Orders 0800/28-10-10 = Fax 0800/28-10-19 = Technical 0800/28-10-11

Belgium = Orders 0800-79612 = Fax 0800-79611 = Technical 0800-79556

Brazil = Orders 0800-557779 = Fax 55-11-5079-4001 = Technical 0800-557779

Canada = Orders 800-572-9613 = Fax 800-713-5951 = Technical 800-DNA-PREP (800-362-7737)

China = Orders 0086-21-3865-3865 = Fax 0086-21-3865-3965 = Technical 800-988-0325, 800-988-0327

Denmark = Orders 80-885945 = Fax 80-885944 = Technical 80-885942

Finland = Orders 0800-914416 = Fax 0800-914415 = Technical 0800-914413

France = Orders 01-60-920-926 = Fax 01-60-920-925 = Technical 01-60-920-930 = Offers 01-60-920-928

Germany = Orders 02103-29-12000 = Fax 02103-29-22000 = Technical 02103-29-12400

Hong Kong = Orders 800 933 965 = Fax 800 930 439 = Technical 800 930 425

Ireland = Orders 1800 555 049 = Fax 1800 555 048 = Technical 1800 555 061

Italy = Orders 02-33430-420 = Fax 02-33430-426 = Technical 800-787980

Japan = Telephone 03-6890-7300 = Fax 03-5547-0818 = Technical 03-6890-7300

Korea (South) = Orders 1544 7145 = Fax 1544 7146 = Technical 1544 7145

Luxembourg = Orders 8002-2076 = Fax 8002-2073 = Technical 8002-2067

Mexico = Orders 01-800-7742-639 = Fax 01-800-1122-330 = Technical 01-800-7742-639

The Netherlands = Orders 0800-0229592 = Fax 0800-0229593 = Technical 0800-0229602

Norway = Orders 800-18859 = Fax 800-18817 = Technical 800-18712

Singapore = Orders 65-67775366 = Fax 65-67785177 = Technical 65-67775366

Spain = Orders 91-630-7050 = Fax 91-630-5145 = Technical 91-630-7050

Sweden = Orders 020-790282 = Fax 020-790582 = Technical 020-798328

Switzerland = Orders 055-254-22-11 = Fax 055-254-22-13 = Technical 055-254-22-12

UK = Orders 01293-422-911 = Fax 01293-422-922 = Technical 01293-422-999 .....

USA = Orders 800-426-8157 = Fax 800-718-2056 = Technical 800-DNA-PREP (800-362-7737) QIAGEN
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