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En esta guia

Agilent ha elaborado este manual como referencia técnica para los sistemas
5200/5300/5400 Fragment Analyzer.

Este documento incluye descripciones generales del sistema, procedimientos de
instalacion y cualificacion operacional, métodos analiticos, procedimientos de
mantenimiento, instrucciones de funcionamiento del software, una guia de
resolucion de problemas y procedimientos de apagado del instrumento. Ademas,
incluye referencias bibliograficas, especificaciones de los instrumentos y
requisitos de servicios auxiliares, listas de piezas y consumibles, hojas de
especificaciones de los productos e informacion sobre la garantia de los sistemas.

Este documento esta dirigido a personal técnico con dominio del funcionamientoy
el mantenimiento de instrumentacién analitica. Se presupone un cierto nivel de
formacioén y experiencia; por ese motivo, en este documento no se abordan los
conceptos basicos. Los procedimientos se detallan paso a paso y van
acompafiados de fotos y capturas de pantalla. Si no encuentra respuesta a todas
sus preguntas tras revisar un determinado procedimiento, no dude en ponerse en
contacto con su representante de ventas o del servicio de soporte de Agilent.

1 Descripcion general del sistema

En este capitulo se ofrece una descripcion general del instrumento.

2 Seguridad

En este capitulo se proporciona informacion adicional sobre seguridad.

3 Aspectos legales y normativos

En este capitulo se ofrece informacion adicional sobre los aspectos legales y
normativos.

4 Software Fragment Analyzer: menu File (Archivo)

En este capitulo se describen con mayor detalle los comandos del menu File
(Archivo) del software Fragment Analyzer.

5 Software Fragment Analyzer: mend Administration (Administracién)

En este capitulo se describen con mayor detalle los comandos del menu
Administration (Administracion) del software Fragment Analyzer.

Sistemas 5200, 5300 y 5400 Fragment Analyzer Manual del sistema 3



10

11

12

13

Software Fragment Analyzer: menu Utilities (Utilidades)

En este capitulo se describen con mayor detalle los comandos del menu Utilities
(Utilidades) del software Fragment Analyzer.

Software Fragment Analyzer: menu Help (Ayuda)

En este capitulo se describen con mayor detalle los comandos del menu Help
(Ayuda) del software Fragment Analyzer.

Software Fragment Analyzer: pestaia Operation (Funcionamiento)

En este capitulo se describe con mayor detalle la pestafia Operation
(Funcionamiento) del software Fragment Analyzer.

Software Fragment Analyzer: pestaiia Run Status (Estado del anélisis)

En este capitulo se describe con mayor detalle la pestafia Run Status (Estado del
analisis) del software Fragment Analyzer.

Microarray de capilares del sistema Fragment Analyzer

En este capitulo se explican los parametros de funcionamiento esenciales del
microarray de capilares.

Software Fragment Analyzer: introduccion de los nombres de las
muestras

En este capitulo se ofrece informacion sobre cémo introducir los nombres de las
muestras en el software Fragment Analyzer.

Software Fragment Analyzer: analisis automatizado

En este capitulo se explica el procedimiento para realizar andlisis automatizados
con el software Fragment Analyzer.

Mantenimiento y resolucion de problemas

En este capitulo se proporciona informacion adicional sobre los nimeros de
referencia, los procedimientos de mantenimiento y la configuracion del sistema.
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1 Descripcion general del sistema

Informacion acerca del sistema

El sistema Fragment Analyzer es un instrumento de electroforesis capilar (CE)
multiplexado que posibilita la separacion y la cuantificacion automatizadas y de
alta productividad de &cidos nucleicos bicatenarios (ADN y/o ARN). La
separacion se consigue aplicando un campo eléctrico a través de un microarray
de capilares de silice fundida de didmetro estrecho (50 um de d.i.) relleno con
diversas matrices de gel conductoras, disefiadas para cribar moléculas de
ADN/ARN de un intervalo de tamafio especifico. La aplicacion de una alta tension
al microarray de capilares provoca que el ADN/ARN inyectado migre a través de
la matriz de gel en funcion de su longitud o tamafio, de tal modo que los
fragmentos mas pequefos se eluyen mas rapido que los fragmentos mas
grandes.

En un punto situado cerca del extremo mas alejado del microarray de capilares,
el ADN/ARN separado se detecta gracias a la fluorescencia que emite un tinte de
intercalacion sensible, presente en la matriz de gel de separacion, cuando se une
amoléculas de ADN o ARN bicatenario. El sistema Fragment Analyzer utiliza una
fuente de luz de excitacion de diodos emisores de luz (LED) de alta intensidad
gue se enfoca a través de la ventana de deteccion del microarray de capilares y
se proyecta en un detector de dispositivo de carga acoplada (CCD) bidimensional
de alta sensibilidad. Mediante la monitorizacion de la intensidad en unidades de
fluorescencia relativa (RFU) en funcién del tiempo durante la separacion por CE,
se obtienen electroferogramas digitales representativos del contenido de
ADN/ARN de 12, 48 0 96 muestras en un solo analisis experimental.
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1 Descripcion general del sistema

Uso previsto del sistema Fragment Analyzer

El sistema Fragment Analyzer (M53XAA) separa los dcidos nucleicos por
electroforesis capilar.
El sistema esta disefiado para detectar:

+ ADN bicatenario con tincion fluorescente, incluidos el ADN genémico y el
ADNeg;

+ ARN total (eucaridtico y procariético) con tincion fluorescente.
El sistema Fragment Analyzer esta disefiado para uso profesional y para utilizar

exclusivamente kits de reactivos y consumibles especificos para el sistema
Fragment Analyzer de Agilent.

Exclusivamente para su uso en investigacion. Prohibido su uso en procedimientos
diagnosticos.

No utilice este producto de forma distinta a la especificada por el fabricante. Las
funciones de proteccion de este producto pueden verse afectadas si se utiliza de
forma distinta a la especificada en las instrucciones de funcionamiento.
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1 Descripcion general del sistema

Especificaciones fisicas

Tabla1 Especificaciones fisicas
Tipo Especificacion
Peso 39,0 kg (86,0 Ib)

Dimensiones (anchura  101,6 x 61 x 86,4 cm (40,0 x 24,0 x 34 pulgadas)
x profundidad x altura)

Tension de linea 100-200 VCA

Frecuencia de linea 50-60 Hz (200-230 VCA, 50-60 Hz disponibles)

Consumo eléctrico Aprox. 110 VA/90 W

Temperatura ambiental ~ 15-25 °C (59-77 °F)

en funcionamiento”

Humedad en <80 % (sin condensacion)

funcionamiento”

Normas de seguridad IEC, EN, CSA, UL, categoria de sobretension Il, grado de contaminacion 2, solo
para uso en interiores

Clasificacion ISM Grupo 1y clase A
Segun la norma CISPR 11

Presion sonora <70 dB(A) segun la norma ISO 7779:1988/EN 27779:1991

El intervalo de funcionamiento indicado corresponde al propio instrumento. Muchas velocidades de
migracion de muestras se reduciran significativamente a temperaturas inferiores a 20 °C.
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1 Descripcion general del sistema

Instalacion

En este capitulo se ofrece una descripcion general basica de la instalacion y el
funcionamiento del hardware del sistema Fragment Analyzer. En la Figura 1 se
muestra una vista externa de un sistema Fragment Analyzer totalmente
configurado, que apenas ocupa 101,6 cm (40 pulg.) de anchura en la mesa y
pesa 39 kg (86 Ib).

:

Figura 1 Sistema Fragment Analyzer configurado con estacion de trabajo informatica

La instalacion del sistema Fragment Analyzer solo deben realizarla
representantes autorizados y socios distribuidores homologados de Agilent. La
instalacion nunca deben realizarla directamente los clientes.

Asegurese de que el espacio del laboratorio cumpla los criterios especificados
en la lista de verificacion de preparacion de la instalacion del instrumento
correspondiente (5200/5300 Site Prep Guide (D0029169) o 5400 Site Prep Guide
(D0029173)). En esta lista de verificacion se indican el espacio necesario, las
condiciones ambientales, el consumo eléctrico y diversos servicios auxiliares
necesarios para el correcto funcionamiento.
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1 Descripcion general del sistema

P lev
ADVERTENCIA eso elevado
El instrumento es pesado.
v/ Aplique todas las precauciones a la hora de levantar objetos pesados para
evitar tensiones y lesiones en la espalda.

v/ Asegurese de que la carga esté lo mas cerca posible de su cuerpo.
v/ Asegurese de que puede soportar el peso de la carga.

Si es necesario reubicar un instrumento, pongase en contacto con los
representantes locales del servicio de soporte para obtener instrucciones
especificas para ese instrumento.
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1 Descripcion general del sistema

Gestion del PC

El software se ejecuta en un PC con Microsoft Windows 10 u otra version
posterior, que debe cumplir los siguientes requisitos (Tabla 1):

Tabla2 Requisitos minimos del ordenador

Tipo Especificacion

Procesador Intel i5 o superior

Tarjeta grafica SVGA Resolucion de pantalla de 1280 x 1024 0 1280 x 800
Memoria 8 gigabytes

Espacio disponible en el disco 500 gigabytes

duro

Puertos USB en serie 6 puertos (teclado, ratén y 2 para el instrumento)

El usuario puede usar ordenadores que no sean de Agilent bajo su propia

responsabilidad. Se recomienda utilizar ordenadores de sobremesa; no se deben

utilizar ordenadores portatiles.
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1 Descripcion general del sistema

Configuracion del PC

Configuracion incorrecta

El PC recomendado para su uso viene incluido con el sistema Fragment
Analyzer.

Si la configuracién del ordenador del sistema Fragment Analyzer no coincide
con la que se indica a continuacién, es posible que se produzcan problemas de
comunicacidn con el instrumento, lo que provocaria pérdidas de tiempo y
reduciria la productividad.

v/ Si se va a utilizar otro PC o se realizan cambios en el PC existente,
compruebe los siguientes ajustes y active o desactive los ajustes
correspondientes del PC para que coincidan con la configuracion
recomendada.

Configuracion de fecha y hora

1 Vaya a Date and Time Settings (Configuracion de fecha y hora) > Set to Local
Date & Time (Establecer fecha y hora locales).

2 Vaya a Settings (Configuracién) > Time & Language (Hora e idioma) > Date &
Time (Fecha y hora) y desactive la opcion Adjust for daylight saving time
automatically (Cambiar a horario de verano automdticamente).

Configuracion de la administracién de la alimentacién por USB

1 Vaya a Device Manager (Administrador de dispositivos) > Universal Serial Bus
Controllers (Controladoras de bus serie universal) > USB Root Hub (USB 3.0)
(Concentrador raiz USB (USB 3.0)).

2 Haga clic con el botén secundario del raton en Properties (Propiedades) >
Power Management (Administracion de energia) y elimine la marca de la
casilla Allow the computer to turn off this device to save power (Permitir que el
equipo apague este dispositivo para ahorrar energia).
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1 Descripcion general del sistema

Configuracion de la administracién de la alimentacién por USB

1

Vaya a Device Manager (Administrador de dispositivos) > Universal Serial Bus
Controllers (Controladoras de bus serie universal) > Intel® USB 3.1 extensible
Host Controller (Controlador de host extensible Intel® USB 3.1).

Haga clic con el botén secundario del ratén en Properties (Propiedades) >
Power Management (Administracion de energia) y elimine la marca de la
casilla Allow the computer to turn off this device to save power (Permitir que el
equipo apague este dispositivo para ahorrar energia).

Vaya a Settings (Configuracion) > System (Sistema) > Power & Sleep (Energia'y
suspension) y seleccione Never (Nunca).

Vaya a Additional Power Setting (Configuracion adicional de energia) y
seleccione High Performance (Alto rendimiento).

Vaya a Settings (Configuracién) > System (Sistema) > Notification
(Notificaciones) y Off (desactive) todas las opciones.

Vaya a Settings (Configuracion) > Gaming (Juegos) y desactive la Game Bar
de Xbox:

a Desactive la opcion Open Xbox Game Bar (Abrir la Game Bar de Xbox).
b En Game Mode (Modo de juego), seleccione Off (Desactivado).

Vaya a Settings (Configuracion) > Privacy (Privacidad) y Off (desactive) todas
las opciones.

Vaya a Settings (Configuracién) > Updates (Actualizaciones) y Off (desactive)
todas las opciones.

Vaya a Security (Seguridad) > Windows Security (Seguridad de Windows) >
Virus & Threat Protection Settings (Proteccion antivirus y contra amenazas) y
desactive todas las opciones.

10 Vaya a Settings (Configuracion) > Windows Update (Windows Update) y

seleccione Check Now/Refresh (Comprobar ahora/Actualizar) para actualizar
a la ultima version disponible.
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1 Descripcion general del sistema

Informacion acerca del software

El sistema Fragment Analyzer utiliza un software patentado para su
funcionamiento y el analisis de datos.

Este software se precarga en el instrumento y se comprueba antes del envio
como parte del proceso de cualificacion del instrumento.

No se necesitan licencias para este software y la Ultima versién del instalador
esta disponible de forma gratuita en la pagina web de Agilent.

https://www.agilent.com
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1 Descripcion general del sistema

Instalacion del software

Para instalar el software Fragment Analyzer:

1 Acceda al instalador del software Fragment Analyzer en la pagina web de
Agilent. Descargue el instalador y haga doble clic en setup.exe.

2 Siga las instrucciones de configuracion proporcionadas por el asistente de
instalacion. El directorio de instalacion predeterminado es C:\Agilent
Technologies\Fragment Analyzer.

Sistemas 5200, 5300 y 5400 Fragment Analyzer Manual del sistema
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1 Descripcion general del sistema

Conexiones del sistema Fragment Analyzer

En la parte trasera del sistema Fragment Analyzer se incluye el panel de
comunicaciones, donde se realizan las conexiones necesarias con el ordenador
del instrumento y la toma de corriente para permitir su correcto funcionamiento
(Figura 2 y Figura 3).

Se recomienda encarecidamente el uso de un dispositivo de proteccion contra
sobretensiones de doble conversion o un sistema de alimentacion
ininterrumpida (SAl). Péngase en contacto con el representante correspondiente
de ventas o del servicio de soporte de Agilent para obtener informacion sobre los
modelos especificos recomendados.

Como minimo, deben existir tres tomas de corriente estandar en la pared para
conectar el instrumento, el ordenador y los accesorios; no obstante, si es
necesario, se puede utilizar un conjunto de alimentacion multiple en lugar de
tomas de corriente independientes.

Cada conexion esta etiquetada en el PC. A continuacion, se resumen las distintas
conexiones entre el sistema y el sistema Fragment Analyzer:

« Conexiones de la Figura 2: parte trasera del PC.
Dos conexiones USB para el sistema Fragment Analyzer.

Estos cables pueden colocarse en el orden y la ubicacion que se deseen;
no obstante, recomendamos conectarlos a puertos no adyacentes como
medida preventiva frente a posibles pérdidas de comunicacion.

Cable de alimentacion conectado a una toma de corriente con conexién a
tierra.

Conexion para el monitor, teclado, raton, etc.
Cable Ethernet (opcional).

Conexion para el monitor, teclado, raton, etc.

+ Conexiones de la Figura 3: Sistema Fragment Analyzer.
Dos cables USB de salida hacia los puertos USB del PC.

Cable de alimentacion conectado a una toma de corriente con conexién a
tierra.
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1 Descripcion general del sistema

Los ratones y teclados con cable pueden provocar problemas de conexion. Se
recomienda utilizar siempre un ratén y un teclado inalambricos como los que se
incluyen con el conjunto del instrumento.

Cuando reinicie el instrumento y el PC, desconecte del PC los cables USB
procedentes del instrumento, ya que varias placas y componentes reciben
alimentacion a través de estos cables.

Conexién de alimentacion
de corriente alterna

Conexiones USB etiquetadas

Conexién del monitor del
ordenador

Figura 2 Vista de la parte trasera del PC con todas las conexiones eléctricas

Cables USB etiquetados

Portafusibles

Interruptor principal

Conexion de alimentacion de
corriente alterna

Figura 3 Vista de la parte trasera del instrumento con todas las conexiones eléctricas
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1 Descripcion general del sistema

Armario exterior del sistema Fragment Analyzer

Existen tres puntos de acceso principales al interior del sistema Fragment
Analyzer: el compartimento superior, la puerta de acceso al compartimento
lateral y los cajones (seis en total) (Figura 4).

Compartimento superior:
Microarray de capilares
Optica

Compartimento lateral:
Bomba
Botellas de reactivos

Cajones

- ==

Figura 4 Puntos de acceso del sistema Fragment Analyzer
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1 Descripcion general del sistema

Compartimento superior

Luz indicadora de

alta tension et =

encendida

Dom

\\.

Figura 5 Compartimento superior

Interrupcion del funcionamiento

Si se abre el compartimento superior mientras la luz indicadora de alta tension
esta encendida, se cancelara la operacion en curso, se detendra la cola de
métodos y se perderan los datos.

v Asegurese de que la luz esté encendida para llevar a cabo cualquier accion
que requiera el uso de la fuente de alimentacion de alta tension. Esto
incluye las inyecciones por tensién y las separaciones.

El compartimento superior permite acceder a la plataforma de deteccion dpticay
a un cartucho de microarray de capilares de 12, 48 0 96 capilares. Un
compartimento inaccesible situado en la parte trasera del instrumento contiene
la fuente de alimentacion de alta tension y los componentes electronicos que
estan conectados al cartucho de microarrays y al sistema de bloqueo de
seguridad. El sistema de blogueo de seguridad desconecta la alta tension si esta
puerta se abre mientras el instrumento esta en funcionamiento.

El cartucho de microarray de 12, 48 0 96 capilares es un componente modular
reemplazable del sistema Fragment Analyzer. El usuario puede cambiar
facilmente el cartucho de microarray de capilares (para obtener mas
informacion, consulte el capitulo 6, “Software Fragment Analyzer: menu Utilities
(Utilidades)").
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1 Descripcion general del sistema

El sistema 5200 Fragment Analyzer solo es compatible con cartuchos de
microarray de capilares de 12 capilares. El sistema 5300 Fragment Analyzer es
compatible con cartuchos de microarray de capilares de 48 y 96 capilares.

El sistema 5400 Fragment Analyzer solo es compatible con cartuchos de
microarray de capilares de 96 capilares.

Valvula de venteo del cartucho

Guiade luz

Cable de alimentacién de alta
tension

Conexion de salida de los
capilares

Microarray de capilares

Cartucho

Figura 6 Sistema Fragment Analyzer con el compartimento superior de la unidad principal abierto

Alta tension
ADVERTENCIA
El sistema Fragment Analyzer contiene un cable de alimentacién de alta

tensién. Esta marcado con una pegatina de tension peligrosa. Este cable envia
electricidad a los capilares durante cualquier accidén en la que se requiera alta
tension (preanalisis, inyecciones y separacion). Si el compartimento superior
no esta bien cerrado, la fuente de alimentacion de alta tensién no suministrara
energia al cable.

v/ Asegurese de que la tapa esté bien cerrada antes de poner en
funcionamiento el instrumento.
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1 Descripcion general del sistema

Compartimento lateral

El compartimento lateral permite acceder a la bomba de alta presion, la jeringa, la
botella de residuos, la solucion de acondicionamiento y las soluciones de gel

(gel 1y gel 2).

El sistema de bombeo de jeringa de alta presion realiza de forma automatica el
lavado y el llenado del microarray de capilares con solucion de
acondicionamiento y gel de separacion entre los analisis experimentales por CE,
presurizando los capilares hasta 280 psi.

El disefio del sistema posibilita la inyeccion por vacio (inyeccion hidrodindmica)
de muestras, asi como la inyeccion electrocinética (por tension) convencional;
esta es una caracteristica exclusiva de la plataforma Fragment Analyzer que
ofrece ventajas cuando se trabaja con muestras con matrices con alto contenido
salino.

Durante las operaciones rutinarias, se alimentan y bombean dos soluciones
diferentes a través del microarray de capilares:

+ Solucion de acondicionamiento capilar
+ Gel de separacion (gel 1 o gel 2)

La solucién adecuada se selecciona para bombearla mediante una valvula de
distribucion de 6 vias.

El sistema también contiene una botella de residuos, que recoge las soluciones
bombeadas a través de la linea de residuos desde el cartucho del microarray de
capilares durante el proceso de llenado.
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1 Descripcion general del sistema

Disolven m r r ivos toxi inflamabl ligr
e solventes, muestras y reactivos téxicos, inflamables y peligrosos
La manipulacion de disolventes, muestras y reactivos puede entraiar riesgos

para la salud y la seguridad.

v/ Ala hora de trabajar con estas sustancias, respete los procedimientos
apropiados de seguridad (por ejemplo, el uso de gafas, guantes de
seguridad y ropa protectora) descritos en la ficha de datos de seguridad y
manipulacion del material proporcionada por el proveedor; asimismo, siga
las practicas adecuadas de laboratorio.

v/ El volumen de sustancias debe limitarse al minimo necesario para el
andlisis.
v No ponga en marcha el instrumento en una atmdsfera explosiva.
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1 Descripcion general del sistema

20 L

Fragment Analyzer

HV ON

Vélvula de distribucion
de 6 vias
wm
()
Gel 2 Solycion de
acondicionamiento
Gel 1
Residuos

Figura 7 Compartimento de la puerta lateral

Estas son las seis conexiones de lineas de fluidos que hay en el interior del
sistema Fragment Analyzer, tal como se conectan a la valvula multiple de 6 vias:

+ Linea hacia la botella de residuos: posicion A de la valvula
+ Linea de llenado del cartucho: posicion B de la valvula

+ Linea de acondicionamiento: posicién C de la valvula

+ Linea del gel 1: posicién D de la valvula

+ Linea del gel 2: posicion E de la valvula

+ Linea del puerto F: posicion F de la valvula
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1 Descripcion general del sistema

Cajones

Los cajones del panel frontal del sistema Fragment Analyzer sirven como

interfaz externa para cargar tanto placas de 96 pocillos con tampones,

marcadores y muestras como tubos de PCR en el sistema.

+ Cajon B (cajoén superior): esta ubicacion se utiliza para la bandeja de tampdn
de entrada empleada durante la separacion por CE. Este cajon también se usa
para la solucion de almacenamiento capilar en el instrumento de 12 capilares.

« Cajén W (segundo cajon desde arriba): esta ubicacién se utiliza para la
bandeja de residuos durante el lavado del microarray de capilares.

« Cajon M (tercer cajon desde arriba): esta ubicacion se utiliza para cargar la
bandeja de marcadores o el tampdn de lavado.

« Cajoén 1 (cuarto cajon desde arriba): esta ubicacion se utiliza para la placa de
muestras 1.

« Cajoén 2 (quinto cajon desde arriba): esta ubicacion se utiliza para la placa de
muestras 2.

« Cajon 3 (sexto cajon desde arriba): esta ubicacion se utiliza para la placa de
muestras 3. También es la ubicacion predeterminada para una placa de
96 pocillos con solucion de almacenamiento capilar.

El cajon de marcadores (cajén M) se utiliza para realizar una inyeccion
independiente de marcadores a la hora de analizar un kit cualitativo. Asimismo,
se usa para un paso de lavado con tampon TE (inmersion de las puntas de los
capilares) para los kits cuantitativos.
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1 Descripcion general del sistema

Estado de los cajones

Estado Descripcion

Los cajones By W cuentan con bloqueo de  Si cualquiera de los dos cajones superiores esta abierto, la alta

seguridad tension (para la electroforesis) se desconectara
automaticamente. Esta tension solo debe activarse durante la
comprobacién de tension previa al andlisis, los pasos de
inyeccion por tension y la separacion propiamente dicha. Para
indicarlo, se iluminara un LED en la esquina superior derecha
de la cubierta del compartimento superior.

Los cajones M, 1,2y 3 no cuentan con Las bandejas de muestras se pueden cambiar mientras el
blogueo de seguridad instrumento esta en funcionamiento.
= X
Cajon B: Tampon o I
Cajon W: Residuos [ -
Cajoén M: Marcadores/LLavado [—] "
Cajoén 1: Muestra [— 1€
Cajon 2: Muestra L f
Cajén 3: Muestra - i

Figura 8 Posiciones de los cajones del instrumento
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1 Descripcion general del sistema

Carga y orientacion de las placas de 96 pocillos
en el sisterma Fragment Analyzer

El sistema Fragment Analyzer es un sistema de CE multiplexado que contiene
un microarray de capilares de 12, 48 0 96 capilares, disefiado para acoplarse
directamente a una sola fila 0 a toda la superficie de una placa estandar
de 96 pocillos. Cada capilar del microarray se corresponde con un pocillo especifico
de una determinada fila de la placa de 96 pocillos para muestras. Por ejemplo:
la orientacion del microarray de capilares esta indexada de tal manera que el capilar
n.° 1 se corresponde con el pocillo A1y el capilar n.° 12, con el A12.

El pocillo A1 de la placa de 96 pocillos siempre debe quedar orientado hacia la parte
trasera izquierda del cajon del instrumento para garantizar que la ubicacion de los
pocillos de las muestras se asigne correctamente y se registre en el software.

Pocillo A1

Pocillo H12

\
Figura 9 Orientacion correcta para la carga de placas de 96 pocillos con marcadores y muestras en un
sistema de 12 capilares

Cada cajon alberga un portabandejas con pasadores de alineamiento para
garantizar que la placa de 96 pocillos quede bien alineada al colocarla frente al
microarray de capilares.

El sistema Fragment Analyzer se ha disefiado para funcionar con placas de
dimensiones y tipos especificos.

Permite usar placas con dimensiones similares; sin embargo, los capilares
pueden sufrir dafios si se utilizan placas de PCR de mala calidad.

Para obtener una lista de placas de PCR compatibles, consulte “Placas y tubos
compatibles con los sistemas Fragment Analyzer” en la pagina 142.
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1 Descripcion general del sistema

Carga de muestras en el sistema Fragment
Analyzer

El sistema Fragment Analyzer requiere un volumen minimo de 20 pl/pocillo en la
placa de muestras para realizar la inyeccion de forma correcta.

A la hora de preparar placas de marcadores de cadenas inferiores/superiores de
ADN para su uso repetido, se recomienda un volumen de 30 ul/pocillo con una
capa sobrenadante de 20 pl de aceite mineral.

Si utiliza el frasco de aceite mineral con cuentagotas que se suministra con
algunos kits de reactivos para el sistema Fragment Analyzer, basta con una gota
del frasco.

Asegurese de que la muestra se haya mezclado adecuadamente con el
marcador diluyente o el tampon de dilucion antes de cargarla en el instrumento.

La agitacion de la muestra en un vortizador es la mejor manera de garantizar una
mezcla adecuada antes del andlisis.

Compruebe los pocillos de las placas de muestras después de pipetear para
asegurarse de que no haya burbujas de aire atrapadas en el fondo. La presencia
de burbujas de aire atrapadas puede provocar errores de inyeccion.

Las burbujas de aire pueden eliminarse de las placas mediante una breve
centrifugacion antes de colocarlas en el portabandejas.

En la guia de cada kit se incluyen recomendaciones especificas a modo de
referencia.
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Seguridad

Guia general de seguridad 30
Simbolos de seguridad 31

Informacion general de seguridad 32

En este capitulo se proporciona informacion adicional sobre seguridad.
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2 Seguridad

Gula general de seqguridad

Puede encontrar la guia general de seguridad en https://www.agilent.com
usando la funcién de busqueda general.

La guia general de seguridad contiene todos los simbolos, advertencias, etc., asi
como toda la informacién sobre como localizar las declaraciones de
conformidad.

La tabla siguiente es una recopilacion de todos los simbolos de los sistemas
Fragment Analyzer que aparecen en la guia general de seguridad.
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Tabla 3 Simbolos

Simbolo

> B+

O —nN

Seguridad

Simbolos de seguridad

Ubicacion

Compartimento
superior

Bomba de jeringa

Cartucho

Etiqueta con el
ndmero de serie

Compartimento
superior

Puerta interior de
reactivos

Etiqueta con el
ndmero de serie

Interruptor principal
de alimentacion

Interruptor principal
de alimentacion

Descripcion

Indica que existen tensiones peligrosas.

Indica que existe peligro de atrapamiento.

Indica el terminal del armazén o chasis, que esta conectado a las partes
conductoras de un equipo por motivos de seguridad.

Deben respetarse las tensiones especificas indicadas.

Elinstrumento esta equipado con bloqueos de alta tensién para proteger al usuario.
Para que funcione de forma correcta, la cubierta superior debe estar cerrada. Los
bloqueos nunca deben anularse.

Advertencia sobre el uso de productos quimicos peligrosos y/o corrosivos y la
exposicion a estos. Consulte las guias y las fichas de datos de seguridad de los kits
de reactivos para conocer la lista de precauciones y la informacion de
manipulacion.

Confirma que un producto fabricado cumple con todas las directivas aplicables de
la Unién Europea. La declaracion europea de conformidad esta disponible en:
http:/regulations.corporate.agilent.com/DoC/search.html.

Simbolo que indica que el equipo esta encendido.

Simbolo que indica que el equipo esta apagado. El instrumento no estara
completamente desconectado de la red eléctrica aunque el interruptor principal
esté en la posicién de apagado.
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ADVERTENCIA

ADVERTENCIA

Seguridad

Informacion general de seqguridad

Las siguientes precauciones generales de seguridad deben aplicarse durante
todas las fases del funcionamiento, el mantenimiento o servicio y la reparacion
de este instrumento. Si no se cumplen estas normas o los avisos especificos que
aparecen en diversas partes de este manual, se invalidaran los estandares de
seguridad de disefio, fabricacion y utilizacion prevista de este instrumento.
Agilent Technologies no se responsabiliza del incumplimiento de estos
requisitos por parte del usuario.

Peso elevado
El instrumento es pesado.

v’ Aplique todas las precauciones a la hora de levantar objetos pesados para
evitar tensiones o lesiones en la espalda.

v/ Asegurese de que la carga esté lo mas cerca posible de su cuerpo.
v/ Asegurese de que puede soportar el peso de la carga.

Uso indebido de los cables de alimentacion

El uso de los cables de alimentacidn para fines distintos a los previstos puede
provocar lesiones personales o dafios en los equipos electrénicos.

v Nunca utilice un cable de alimentacidn distinto al suministrado por Agilent
con este instrumento.

v Nunca utilice los cables de alimentacion suministrados por Agilent
Technologies con este instrumento para ningun otro equipo.

v/ Nunca utilice cables distintos de los suministrados por Agilent
Technologies para garantizar el correcto funcionamiento y la conformidad
con la normativa en materia de seguridad o CEM.
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2 Seguridad

Reactivos

ADVERTENCIA . . . . . . o
Reactivos toxicos y peligrosos y liquidos inflamables. La manipulacién de
estos reactivos puede entrafiar riesgos para la salud.

v/ Ala hora de trabajar con reactivos, respete los procedimientos apropiados
de seguridad (por ejemplo, el uso de gafas, guantes de seguridad y ropa
protectora) descritos en la ficha de datos de seguridad proporcionada con
los kits de reactivos, especialmente cuando se utilicen disolventes téxicos
o peligrosos y liquidos inflamables.
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Aspectos legales y normativos

Emision de ruido 35

Directiva sobre residuos de aparatos eléctricos y electronicos (RAEE) 36

En este capitulo se ofrece informacion adicional sobre los aspectos legales y
normativos.
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3 Aspectos legales y normativos

Emision de ruido

Declaracion del fabricante

La presente declaracién se proporciona para cumplir con los requisitos de la
Directiva alemana sobre emisiones de ruido, de 18 de enero de 1991.

Este producto emite una presion sonora (en la posicién del operador) inferior a

70 dB.

+  Presion sonora: Lp <70 dB(A)

+ En la posicion del operador

+ Funcionamiento normal

« Segun lanorma ISO 7779:1988/EN 27779:1991 (andlisis de tipo)

Este es un producto del grupo 1y la clase A, conforme a la clasificacion ISM,
destinado a su uso en entornos industriales. En un entorno doméstico, este
producto puede causar interferencias de radio, en cuyo caso el usuario podria
tener que adoptar las medidas oportunas.
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3 Aspectos legales y normativos

Directiva sobreresiduos de aparatos eléctricos y
electronicos (RAEE)

Este producto cumple con los requisitos de marcado de la Directiva europea
sobre residuos de aparatos eléctricos y electrénicos (RAEE). La etiqueta adjunta
indica que no debe desechar este producto eléctrico/electronico con la basura
doméstica.

E

No deseche este producto con la basura doméstica.

Para devolver aquellos productos que no desee, pongase en contacto con su
delegacion local de Agilent o consulte https:/www.agilent.com para obtener
mas informacion.
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Software Fragment Analyzer: menu File
(Archivo)

Ejecucion del software Fragment Analyzer 38
Barra de herramientas de la pantalla principal 39

Menu File (Archivo) 40

Funcién File manager (Administrador de archivos) 40
Comando Exit (Salir) 43

En este capitulo se describen con mayor detalle los comandos del menu File
(Archivo) del software Fragment Analyzer.
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NOTA

Software Fragment Analyzer: menu File (Archivo)
Ejecucidn del software Fragment Analyzer

Ejecucion del software Fragment Analyzer

1 Para ejecutar el software, use el icono Fragment Analyzer.

Figura 10  Icono Fragment Analyzer

Al hacerlo, aparecera la pantalla principal.

X 300 Fagment Anshae contol ot

2 2 smpe
s FRre—
B

A smpas

B s s
. s
000000000003 |7 s s
. P
R PR

e — )

n A smpan

B A2 smeaz

loagtfromfle Savetray Saveselectedrow Resetrow Hesettray :
\ B

RunEntre Tray
Adtoaueie  Edtmetnos
apilary Array - Condiloning
Adtoouese  Edtmetneg
BoltLeves

0 omL

v ot
0@ 20m 0 20
wld a0 o 20
w0 | w] | = 100

ol o ol ol

omL

00KV &1 01uA ¥ 0.142PS! 9 Vent Closed @ Wast: Closed [ Stage: Buer (Tray1H) Capilary uns:0

Figura 11 Ventana de la pantalla principal del software Fragment Analyzer (en el ejemplo se muestra el
software para un instrumento 5300 Fragment Analyzer)

A menos que descargue y configure el software independiente Agilent
Administration, no aparecera una ventana de inicio de sesion para el software de
control Fragment Analyzer a partir de la version 5.0.

Puede encontrar mas informacion sobre los diferentes permisos y el acceso al
software en el manual del software Agilent Administration.
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4 Software Fragment Analyzer: menu File (Archivo)

Barra de herramientas de la pantalla principal

Esta barra de herramientas se encuentra en la parte superior de la pantalla
principal del sistema Fragment Analyzer, como se muestra en la Figura 11.
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4 Software Fragment Analyzer: menu File (Archivo)

Menu File (Archivo)

11 5200 Fragment Analyzer controller software
File | Administration  Utilities Help

File manager

Exit

L] ] I
Figura12  Comandos del menu File (Archivo)

Funcién File manager (Administrador de archivos)

La funcién File manager (Administrador de archivos) permite examinar los datos
del electroferograma en el entorno del programa Fragment Analyzer.

Los archivos se suelen analizar con el ProSize Data Analysis Software, que se
describe en el documento ProSize software User Manual.

La funcion File manager (Administrador de archivos) también permite corregir el
alineamiento de los capilares para un archivo de datos especifico.

Al seleccionar la funcion File manager (Administracion de archivos), se abrird una
ventana que permitira al usuario acceder a un archivo de datos. Tras seleccionar
un archivo, aparecerd la pantalla File manager (Administrador de archivos)
(Figura 13).
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4 Software Fragment Analyzer: menu File (Archivo)
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Figura13  Ventana File manager (Administrador de archivos)

Las funciones de la seccion File (Archivo) de la pantalla File manager
(Administrador de archivos) se describen en la Tabla 4.
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Software Fragment Analyzer: menu File (Archivo)

Tabla4 Ventana File manager (Administrador de archivos): funciones de la seccién File (Archivo)

Campo
Open (Abrir)

Cap. Alignment
(Alineamiento de
capilares)

Merge Files
(Combinar archivos)

Print (Imprimir)

Exit (Salir)

Descripcién
Abre un cuadro de didlogo de Windows para acceder al archivo de datos deseado.

Permite al usuario ver y manipular el alineamiento de los capilares exclusivamente
para el archivo de datos que haya abierto. El alineamiento de capilares con un
archivo se trata en el capitulo sobre alineamiento de capilares.

Funcién disponible para usuarios que analicen una bandeja completa

de 96 pocillos en un sistema con menos de 96 capilares. Al usarla, se generaran
un archivo con un Unico nombre de muestra, un Unico archivo de datos primarios
y un unico archivo de método.

Permite al usuario imprimir doce electroferogramas en una pagina.

Cierra la ventana File manager (Administrador de archivos).

Las funciones Current (Corriente), Method summary (Resumen del método) y
Sample information (Informacion de la muestra) de la barra de herramientas se
describen en la Tabla 5.

Tabla 5
Campo

Current (Corriente)

Method summary
(Resumen del
método)

Sample information
(Informacion de las
muestras)

View array window
(Ver ventana del
microarray)

Opciones de la barra de herramientas de la ventana File manager (Administrador de archivos)

Descripcion

Al seleccionar la opcién Current (Corriente), el usuario puede ver la corriente de la
separacion durante el analisis.

Al seleccionar la opcion Method summary (Resumen del método), se muestra un
resumen del método que se utilizé para la separacion.

Al seleccionar la opcién Sample information (Informacién de las muestras), se
muestran al usuario los nombres de las muestras introducidos en el archivo de
separacion.

Al seleccionar la opcién View array window (Ver ventana del microarray), se
muestra la imagen de la cdmara de la ventana del microarray de capilares.

Una vez abierto el archivo de datos en la ventana File manager (Administrador de
archivos), los datos se pueden ver en grupos de 12 (por fila) si se selecciona la
pestafia Group (Grupo). En la parte inferior de la pantalla hay un selector de
pdaginas que permite navegar por todas las filas de una placa (suponiendo que se
hayan seleccionado datos de un microarray de 48 o 96 capilares).
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4 Software Fragment Analyzer: menu File (Archivo)

Para ver un electroferograma individual cada vez, haga doble clic con el boton
principal del raton en el pocillo deseado o seleccione la pestafia Single
(Individual). En la parte inferior de la pantalla hay un selector de paginas'y
pocillos que permite navegar por todas las filas y pocillos de una placa.

Los datos del electroferograma se pueden ver en modo panoramico, ampliar o
reducir haciendo clic con el botén secundario del ratéon en el graficoy
seleccionando la funcién correspondiente.

Comando Exit (Salir)

El comando Exit (Salir) cierra el programa Fragment Analyzer. Como alternativa,

el usuario puede salir del programa haciendo clic en la X roja situada en la
esquina superior derecha de la pantalla principal.
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5 Software Fragment Analyzer: menu
Administration (Administracion)

Menu Administration (Administracion) 45

Configuration (Configuracion) 46

Results report setup (Configuracion de los informes de resultados) 50
Event report (Informe de eventos) 52

Error report (Informe de errores) 54

En este capitulo se describen con mayor detalle los comandos del menu
Administration (Administracion) del software Fragment Analyzer.
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5 Software Fragment Analyzer: menu Administration (Administracion)

Menu Administration (Administracion)

a 5200 Fragment Analyzer controller software
File | Administration | Utilities  Help

Configuration

Results report setup

Event report

Error report

Figura14  Comandos del menu Administration (Administracion)

Sistemas 5200, 5300 y 5400 Fragment Analyzer Manual del sistema

45



Software Fragment Analyzer: menu Administration (Administracion)

Configuration (Configuracion)

Al seleccionar la opcién Configuration (Configuracion) en el menu desplegable, se
abre la ventana Configuration settings (Ajustes de configuracion). Aqui dispone
de las opciones Device Settings (Ajustes del dispositivo) y Bottle Volumes
(Volumenes de las botellas) para modificar los ajustes del sistema.

La pestafia Device Settings (Ajustes del dispositivo) permite modificar los ajustes
del dispositivo (Figura 15).

Actualice los ajustes cada vez que instale un nuevo cartucho de microarray de
capilares.

Actualice el campo del nimero de serie del microarray de capilares cada vez que
instale un nuevo cartucho de microarray de capilares.

Asegurese de que el campo del nimero de serie del instrumento refleje con
exactitud el nimero que aparece en la etiqueta del instrumento fisico.

En la Tabla 6 se incluye un resumen de las opciones de configuracién de la
pestafia Device Settings (Ajustes del dispositivo).
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Configuration (Configuracion)

B Configuration Settings — O x

Device Settings  Bottle Violumes

Q Save ¥ Reload

Instrument type | 5200/5300 Fragment Analyzer L

Instrument serial number 1111 @

Mumber of capillaries

Capillary array serial number |‘I‘I‘I111 | - |SFS v|

Buffer tray |Elulfer v| Row |A v|

Storage solution tray | Sample Tray 1~ Row A ~

Set tray name to folder prefix [|

Reset tray info when queuing [|

Automated report application

|C:\Pr{:5ize data analysis software\Aute Data Precessing.exe |
ProSize data analysis software path

|C:\Pr{:5ize data analysis software\ProSize data analysis software exe |

Figura15  Opcién Configuration (Configuracion): pestafia Device Settings (Ajustes del dispositivo)
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Opciones de configuracion

Tabla 6
dispositivo)

Parametro

Number of capillaries (NUmero de
capilares)

Capillary length (Longitud de los
capilares)

Capillary array serial number
(NUmero de serie del microarray de
capilares)

Buffer tray (Bandeja de tampdn)

Storage solution tray (Bandeja de
solucion de almacenamiento)

Set tray name to folder prefix
(Establecer el nombre de la bandeja
como prefijo de la carpeta)

Reset tray info when queuing
(Restablecer informacion de la
bandeja al poner en cola)

Automated report application
(Aplicacion de informes
automatizados)

ProSize data analysis software path
(Ruta del ProSize data analysis
software)

Save (Guardar)

Reload (Volver a cargar)
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Descripcion

Valores: 12,48 0 96.

Nota: Si selecciona la opcion 12 0 48 cuando hay instalado un
microarray de capilares de 96 capilares, puede provocar
problemas de hardware y dafiar el microarray.

22,33055.

Nota: Corresponde a la longitud efectiva de los capilares en uso. Si
selecciona una determinada longitud de los capilares, el sistema
solo podra utilizar esos métodos. Los capilares con una longitud
efectiva de 22 cm solo estan disponibles para los instrumentos de
12 capilares.

El formato debe ser Xxxxxx-xX-Xxxxx.

La seleccion estd bloqueada de forma predeterminada.

Permite seleccionar la bandeja y la fila para la bandeja de la
solucién de almacenamiento.

Establece el nombre de la bandeja como el prefijo de la carpeta
que se utilizara al cargar bandejas de muestras.

Restablece la informacién de la bandeja cada vez que se cargue
una nueva bandeja.

Permite modificar la ruta de archivo utilizada para la aplicacion de
informes automatizados.

Permite modificar la ruta de archivo utilizada para abrir el ProSize
data analysis software.

Permite guardar los ajustes seleccionados.

Vuelve a cargar los ajustes guardados anteriormente.
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La pestafia Bottle Volumes (Volimenes de las botellas) permite modificar los

volumenes de las botellas de reactivos

Las botellas de gel 1, gel 2, solucion de acondicionamiento y residuos se pueden
ajustar entre 50 y 5.000 ml introduciendo los volumenes adecuados. Estos
ajustes dependen de los tipos de recipientes utilizados en el sistema. Por
ejemplo, en la mayoria de los sistemas de 12 capilares se usan tubos de
centrifuga de 50 ml para el gel 1y el gel 2, asi como un tubo de centrifuga

de 250 ml para la solucion de acondicionamiento. Los sistemas de 96 capilares
permiten utilizar volumenes de 250 ml para el gel 1, 250 ml para la solucion de
acondicionamiento y 50 ml para el gel 2. Se pueden usar volUmenes mayores si
el sistema se ha configurado con recipientes mas grandes.

11 Configuration Settings

Device Settings Bottle Volumes

ESave % Reload

Gel 1 bottle size
Gel 2 bottle size
Conditioning bottle size

Waste bottle size

250,01
50012
750012

500.01%

mL

mL

mL

mL

a X

Figura16  Opcion Configuration (Configuracion): pestafia Bottle Volumes (Volumenes de las botellas)
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Results report setup (Configuracion de los informes de
resultados)

La opcion Results report setup (Configuracion de los informes de resultados) abre
la ventana Automated Report Settings (Ajustes de los informes automatizados)
(Figura 17).

Los ajustes permiten al administrador:

+ habilitar el procesamiento automatizado;

+ seleccionar los tipos de informes que se generaran al realizar el
procesamiento automatizado.

Para obtener mas informacion sobre el procesamiento automatizado, consulte el
capitulo 12 “Software Fragment Analyzer: analisis automatizado” .

Automnated Report Settings - O X

[ Enable Automatic Reporting

] POF
[ Standard peak table

[] Atemate peak table
[] Standard flag table
[] Attemate flag table
[] Smeartable

[] Advanced flag table
[ Quality table

[] Blectropherograms

Report output path:

|
Cance

Figura17  Pantalla Results report setup (Configuracion de los informes de resultados)

La casilla Enable Automatic Reporting (Habilitar informes automatizados) permite
activar o desactivar la funcion de procesamiento automatizado. Si se selecciona
la funcion de procesamiento automatizado, el programa hara una llamada a un
archivo ejecutable de ProSize, procesara los datos y, a continuacion, exportara
los resultados deseados (archivo PDF, tabla de picos esténdar, etc.). Para
obtener una descripcion completa de estos distintos tipos de datos, consulte el
manual del ProSize data analysis software o el capitulo 12 “Software Fragment
Analyzer: andlisis automatizado”, donde se ofrece una descripcion detallada del
procesamiento automatizado.
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Para que el procesamiento automatizado funcione correctamente, el nombre del
método del software Fragment Analyzer debe coincidir exactamente con el
nombre del archivo de configuracion de ProSize. Para obtener mas informacion,
consulte el capitulo 12 “Software Fragment Analyzer: andlisis automatizado”.
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Event report (Informe de eventos)

El comando Event report (Informe de eventos) proporciona un informe tabulado
del registro auditable de los eventos que se hayan producido en el programa
Fragment Analyzer.

Al seleccionar el comando Event report (Informe de eventos) del menu
Administration (Administracion), se abrira la ventana Select Date Range
(Seleccionar intervalo de fechas), donde el usuario podra elegir la opcién Use all
dates (Usar todas las fechas) o Use selected date range (Usar el intervalo de
fechas seleccionado)

Select Date Range *

(® Today
() Use all dates

() Use selected date range

conce

Figura 18  Ventana emergente de la opcion Event report (Informe de eventos)

Los usuarios con privilegios de administrador y de usuario pueden ver la ventana
Event Report (Informe de eventos).

El informe de eventos contiene la siguiente informacion para cada elemento del
registro de eventos:

« User Name (Nombre del usuario): usuario cuya sesién estaba activa.

«  Computer Name (Nombre del ordenador): nombre de red del ordenador en el
que se produjo el evento.

+ Event Date (Fecha del evento).

« Action (Accién): cédigo del evento.

+ Descripcion

Tras seleccionar el intervalo de fechas oportuno en la ventana Select Date Range

(Seleccionar intervalo de fechas) y hacer clic en OK (Aceptar), se generara un
informe de eventos
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Event Report

M 4 1

0f11/, -

® @Ema-

100% <

Find

5200 Fragment Analyzer controller software Events Report

Mext

Unit: Version: 4.0.0.23
User Name |Computer Event % |Action Description
Name Date
Default Usar AG-3CGI458R24 311372024 | Method Method: Storage Started
11:08:37 AM
Default User AG-3CG1458R24 31372024 | Method Storage aborted, run error
11:08:38 AM
Default User AG-3CG1438R24 5/13/2024 | Method Methed: Run Error
11:08:58 AM
Default Usar AG-3CGI438P24 | 3/14/2024 4:03:23 | Cenfig Device settings edited:
PM Number of caps, from: 96 to: 12
Capillary SN, from: to: -USFS
Default User AG-3CG1458R24 | 3/21/2024 2:07:23 | Config Device settings edited:
M Instrument serial number changzd from to 2893
Capillary SN, from: to: 112923-265F5
Default Usar AG-35CG1438R24 | 572172024 2:11:33 | Capillary Capillary Alignment modified.
PM | Alignment
Figura19  Ejemplo de un informe de eventos

Los iconos situados en la parte superior de la ventana Event Report (Informe de

eventos) siguen la nomenclatura estéandar de las funciones de Windows y se

resumen en la Tabla 7.
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Tabla7 Iconos de la ventana Event Report (Informe de eventos) y descripciones

Icono Descripcion

1 of 10 b b Seleccién de pagina
Volver al informe principal

Detener el procesamiento (es decir, interrumpir la elaboracion del
informe)

Actualizar
Imprimir
Disefio de impresion

Configuracion de la pagina

X 8oee

Save (Guardar)

=
1=

&2

0% - Ampliar

Find | Mext BUsqueda

Error report (Informe de errores)

El comando Error report (Informe de errores) se utiliza para la resolucion
avanzada de problemas.

Al seleccionar el comando Error Report (Informe de errores) del ment
Administration (Administracion), se abrird la ventana Select Date Range

(Seleccionar intervalo de fechas), donde el usuario podré elegir la opcién Use all

dates (Usar todas las fechas) o Use selected date range (Usar el intervalo de
fechas seleccionado) (Figura 20).
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Error report (Informe de errores)

Select Date Range

(®) Today
(") Use all dates

() Use selected date range
From: |Wednesday, March 27, 2024

To: |Wednesday, April 3, 2024

0K||cmoe||

Figura20 Ventana emergente de la opcion Error report (Informe de eventos)
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Elinforme de errores recoge la siguiente informacion:
« Excepciones del software y errores del hardware detectables por el software.

+ User Name (Nombre del usuario): usuario cuya sesién estaba activa cuando
se produjo el error.

«  Computer Name (Nombre del ordenador): nombre de red del ordenador en el
que se produjo el error.

« Event Date (Fecha del evento).

+ Error Code (Cédigo del error).

+ Descripcion

Tras seleccionar el intervalo de fechas oportuno en la ventana Select Date Range

(Seleccionar intervalo de fechas) y hacer clic en OK (Aceptar), se generaré el
informe en la ventana Error Report (Informe de errores) (Figura 21).

Los iconos situados en la parte superior del informe siguen la nomenclatura
estandar de las funciones de Windows y se resumen en la Tabla 7.

Error Report - O *

I 1 of 22 b b |« @ & B @ HE- | 100 - Find =
5200 Fragment Analyzer controller software Error Log

Unit: Version:
Computer = |Error Code |Description
Name

Default User AG- 3/12/2024 Hardware LED USB Connection Error, Resetting
5CG1458R24 3:48:38 PM USB connection.

Default User AG- 3/12/2024 Device Connect No camera connection
5CG1458R24 3:48:43 PM

Default User AG- 3/12/2024 Device Connect HV Board connection failed
5CG1458R24 3:48:43 PM Pump Board connection failed

Pressure Board connection failed
Stage Board connection failed

Default User AG- 3/12/2024 Hardware Set valve failed. No USB connection.
< >

Figura21  Ejemplo de uninforme de errores
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6 Software Fragment Analyzer: menu Utilities
(Utilidades)

Menu Utilities (Utilidades) 58

Capillary alignment (Alineamiento de capilares) 59

Hardware Testing Screen (Pantalla de pruebas del hardware) 67

Prime (Purga) 69

Solution levels (Niveles de soluciones) 70

Clean reservoir vent valve (Limpieza de la valvula de venteo del cartucho) 71

Results dashboard (Panel de resultados) 72

En este capitulo se describen con mayor detalle los comandos del menu Utilities
(Utilidades) del software Fragment Analyzer.
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Menu Utllities (Utilidades)

sl 5300 Fragment Analyzer controller software

File  Administration | Utilities | Help

Operation Run Status Capillary alignment
Hardware Testing Screen
’ Park Bu Pri
[ ] | [ ] ] | nme

Solution levels
Sample Tray 1 - .
Clean reservoir vent valve

A . . . . Results dashboard

Figura22  Comandos del ment Utilities (Utilidades)
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Capillary alignment (Alineamiento de capilares)

El comando Capillary alignment (Alineamiento de capilares) del menu se debe
usar cuando se instale un nuevo microarray de capilares. También se puede
utilizar para abordar determinados fallos durante los trabajos de resolucion de
problemas.

Existen dos formas de realizar un alineamiento de los capilares, aunque se
considera que el método A es la opcion mas precisa. El método B puede resultar
mas rapido:
A) Alineamiento con un archivo; se recomienda utilizarlo a la hora de instalar
un microarray de 96 capilares o ajustar un alineamiento sin tinte.

B) Alineamiento sin un archivo (solo para microarrays de 12 y 48 capilares).

Los métodos descritos en este capitulo se ilustraran primero con imagenes de
un microarray de 12 capilares. Al final de este capitulo se analizaran las
imagenes de un microarray de 96 capilares.

Todos los pasos del método descritos para realizar alineamientos de capilares
seran idénticos para un microarray de 96 capilares, a menos que se indique lo
contrario.
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Método A: Alineamiento de capilares con un archivo

1 Seleccione Capillary Alignment (Alineamiento de capilares) en la ventana
desplegable Utilities (Utilidades).

Se abrird la ventana Capillary Alignment (Alineamiento de capilares) (consulte
la Figura 23).

o312 174 Wating forOata NN S50ms
Figura23  Ventana emergente de alineamiento de capilares en tiempo real (en el ejemplo aparecen
12 capilares)

2 Sies necesario volver a dibujar la ventana de los capilares, consulte los pasos
2-6 del procedimiento del método B, incluido mas adelante en este
documento.

Siya se ha dibujado una ventana como la que se muestra en el ejemplo, solo
sera necesario volver a dibujarla si lo solicita el servicio de soporte de Agilent o si
alguno de los capilares no aparece capturado en la ventana de visualizacion.
Siempre recomendamos dibujar esta ventana de visualizacion con la maxima
anchura posible, tal como se muestra en el método B.

Vaya al paso 5 si no es necesario modificar la ventanay ya se ha completado un
analisis con el microarray que esté instalado.

3 Unavezdibujada la ventana, proceda a elevar la linea horizontal roja por
encima de zona de ruido en la linea de base y haga clic en Align (Alinear).
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4 Haga clic en Auto space (Espaciado automatico) para asegurarse de que
todas las lineas verticales azules presenten una separacién uniforme entre la
primera y la Ultima sefial de pico de los capilares.

Es normal que las lineas verticales azules no coincidan con los picos de los
capilares en este paso. La funcién Auto space (Espaciado automatico) solo sirve
para garantizar que todas las lineas verticales tengan una coordenada X Unica. Si
hay lineas que tengan un valor idéntico del parémetro Cap Position (Posicion del
capilar) en la tabla de la parte superior derecha, aparecera un mensaje de error
cuando intente guardar los datos.

5 Haga clic en Save (Guardar); al hacerlo, se cerrara la pantalla de alineamiento
de capilares. Realice una separacion de prueba con solucion en blanco o
marcador diluyente en cada pocillo. El andlisis debe hacer que aparezca un
pico en cada capilar.

Este archivo se utilizara para el alineamiento.

6 Enlabarra de ment superior de la ventana Capillary Alignment (Alineamiento
de capilares), seleccione Read raw (Leer datos primarios).

7 Acceda a la ubicacion donde se guardé el archivo de datos primarios
siguiendo las indicaciones de Windows.

La ubicacion predeterminada donde se guardan los datos primarios es:
C:/Agilent Technologies/Data/(Fecha: AAAA MM DD)/(Hora: XXH XXM).

8 Seleccione el archivo de datos primarios més reciente (es decir, el archivo del
ultimo anélisis).

Se abrird la ventana Align from File (Alineamiento con archivo) (la Figura 24
muestra un ejemplo para 12 capilares y la Figura 25, otro para 96 capilares),
que le permite alinear los capilares con el archivo del analisis seleccionado.
La barra de herramientas de la ventana Align from File (Alineamiento con
archivo) se describe en la Tabla 8.
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Raw file:

@ Open Ok X Cancel i Original |{]Locate caps
5000

Ubicaciones de los
pixeles
de los capilares

8000 |

7000 ]

£000 |

Los recuadros
amarillos indican
la ubicacion de los
capilares

4000 ]

3000 -}

2000 -}

Linea de base

1000 -}

Dy v ] ] ] !
0 50 200 250

Capillaries found: 12 X=0

T
300

!
350

T
400

'
450

0
500

T
550

T
600

0
650

- o
Capillaries
Cap # Cap Position
[ n
2 49
3 nz
4 17z
5 236
6 304
7 367
8 428
3 491
10 553
i 617
12 679

Figura 24

& Open + Ok X Cancel i, Criginal |, |Locate caps

70000 _,

Ubicaciones de los
pixeles de los
capilares

60000 -]

50000 -]

40000 )

Los recuadros
amarillos indican la
ubicacion de los
capilares

30000 -]

20000 ]

Linea de base
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0 s0 100 150 200 250

Capillaries found: 96 X=0

T
300

1
350

T
400

1
450

]
500

1
550

T
600

]
650

!
700

Ventana emergente Align from file (Alineamiento con archivo) para un sistema de 12 capilares

|
745

Capillaries
Cap # Cap Position

3 1 31
2 38
3 45
4 52
5 60
6 67
7 73
8 81
9 88
10 95
" 102
12 109
13 116
14 124
15 i
16 137
7 144
18 152
19 159
20 166

v

Figura 25

Ventana emergente Align from file (Alineamiento con archivo) para un sistema de 96 capilares

62




6 Software Fragment Analyzer: menu Utilities (Utilidades)

Tabla8 Funciones de la barra de herramientas de la ventana Align from file (Alineamiento con archivo)

Icono Descripcion
i open Abre un archivo nuevo.
v Ok Confirma los cambios en el archivo (por ejemplo, las ubicaciones de los
capilares).
X Cancel Anula todos los cambios y cierra el archivo.
i, Original Localiza las posiciones originales de los capilares que se utilizaron cuando se

ejecutd el archivo seleccionado.

Li] Locate caps Localiza los capilares tomando como referencia las posiciones de los picos en
el archivo abierto seleccionado.
Nota: Mueva la linea de base roja hacia arriba para que solo se integren los
picos de interés, y no el ruido de la linea de base.

9 Haga clic con el botén principal del raton en la linea de base roja y arrastrela
hacia arriba, separandola de la parte inferior del grafico, pero sin sobrepasar
la parte superior de los picos de los capilares, tal como se muestra en la
Figura 24 y la Figura 25.

10 Haga clic en Locate caps (Localizar capilares) en la barra de herramientas de
la ventana Align from file (Alineamiento con archivo).

Al hacerlo, se localizaran los picos de los capilares y se colocara un recuadro
amarillo en el extremo superior de los capilares seleccionados, indicando la
ubicacion de los pixeles de los capilares.

En la esquina inferior izquierda de la ventana aparecera el nimero de
capilares que se han encontrado. Deberia ser 12, 48 0 96, en funcion de la
configuracion del instrumento y del tipo de microarray que se utilice.

Si es necesario, ajuste las posiciones de los capilares:

+ Para ajustar manualmente la posicién de un capilar, haga clic con el botdn
principal del ratdn en la linea blanca que indica la posicion del capilar y
arrastrela hacia la izquierda o hacia la derecha hasta la ubicacién deseada.

+ Para ampliar laimagen hasta obtener la resolucion deseada, haga clic con
el botén secundario del ratén, seleccione Zoom (Ampliar) y arrastre el drea
correspondiente.

+ Sielnumero de capilares es incorrecto debido a que se ha seleccionado
un numero excesivo o insuficiente de posiciones de capilares, ajuste la
linea de base roja y repita los pasos anteriores.
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+ Parainsertar o eliminar una posicion de un capilar, haga clic con el botén
secundario del ratén en el area negra del grafico o en la tabla de
ubicaciones de pixeles de capilares situada a la derecha del gréfico.

11 Una vez que aparezca el numero correcto de capilares, haga clic en OK
(Aceptar) en la barra de herramientas de la ventana Align from File
(Alineamiento con archivo). Al hacerlo, se guardaran los cambios, se cerrara
esa ventana y regresard a la ventana Capillary Alignment (Alineamiento de
capilares) en tiempo real. Ahora, las lineas verticales azules deben coincidir
con la ubicacion del pico de cada capilar.

12 Haga clic en Save (Guardar) en la ventana Capillary Alignment (Alineamiento
de capilares).

A partir de ese momento, el instrumento utilizara las ubicaciones de pixeles
que ha guardado para todos los analisis posteriores.

Método B: Alineamiento de capilares sin un archivo

El alineamiento de capilares sin un archivo solo se puede realizar en un
microarray de 12 o 48 capilares. En el microarray de 96 capilares, no existe
suficiente espacio fisico entre los capilares para realizar de forma fiable este
procedimiento de alineamiento con el software.

1 Seleccione Capillary alignment (Alineamiento de capilares) en el menu
desplegable Utilities (Utilidades).

Se abrird la ventana Capillary Alignment (Alineamiento de capilares), que
ofrece una vista en tiempo real (consulte la Figura 23).

2 Haga clic con el botén secundario del ratén en el area azul de la pantalla y
seleccione Reset All (Restablecer todo) para restablecer la ventana de la
camara del microarray.

3 Ajuste el control deslizante de contraste hacia la izquierda para aumentar el
brillo de la pantalla (Figura 26).

4 Dibuje un cuadro alrededor del area de visualizacion del microarray de
capilares. Haga clic con el boton principal del raton y arrastre el area
correspondiente (Figura 26).

Evite la zona de referencia superior roja de la camara del detector CCD y las
referencias de alineamiento de capilares.
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Control deslizante de
contraste
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Figura 26

Pantalla Capillary Alignment (Alineamiento de capilares): restablecimiento de la ventana

5 Después de dibujar el cuadro, haga clic con el botén secundario del ratéon 'y
seleccione Set Camera Window (Establecer ventana de camara).

6 Ajuste la alturaa 14.

Tabla 9

Icono

||'|‘|'|‘|'|‘| Align

E Save

» Cancel

] Auto Space

2 Read raw

Opciones del ment de la pantalla Capillary Alignment (Alineamiento de capilares)

Descripcion

Alinea los cursores con los picos.

Guarda los cambios en el alineamiento y sale de la ventana.
Anula todos los cambios y cierra el archivo.

Localiza automaticamente las posiciones de los capilares tomando como
referencia la posicion del primer capilar. Sera necesario ajustar manualmente las
posiciones.

Abre la ventana Align from file (Alineamiento con archivo), que permite al usuario
realizar el alineamiento de los capilares con un archivo de un analisis previo.
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6 Software Fragment Analyzer: menu Utilities (Utilidades)

7 Haga clicy arrastre la linea de base roja que se observa en la Figura 26 hasta
gue aparezca un triangulo rojo en el pico de cada capilar. Este triangulo
determina donde se asignaran las lineas verticales azules en el siguiente
paso. Esimportante asegurarse de que esta linea roja esté por encima de la
linea de base.

8 Haga clic en Align (Alinear) en el menu de la zona superior de la pantalla
Capillary Alignment (Alineamiento de capilares). Al hacerlo, aparecerd una
linea vertical azul atravesando el centro de cada capilar. Si las lineas azules no
estan exactamente en el centro de cada pico, ajustelas haciendo clic con el
botdn principal del raton y arrastrandolas hasta la ubicacion deseada.

9 Haga clic en Align (Alinear) cada vez que se desplace la linea de base roja.
Esto garantizara que el instrumento seleccione el pico para la integracion y
coloque la linea vertical azul de alineamiento en el centro de cada pico
(es decir, en los lugares donde se encuentran los puntos rojos).

Cada vez que haga clic en Align (Alinear), las lineas verticales azules se
desplazaran hacia el primer grupo de picos donde se encuentren los triangulos
rojos. Por ejemplo: si el software esta buscando 12 capilares, colocara 12 lineas
verticales en la pantalla de alineamiento en los puntos donde se encuentran los
primeros 12 tridangulos rojos, comenzando desde el lado izquierdo de la pantalla.

10 Haga clic en Save (Guardar) en el menu situado en la parte superior de la
ventana Capillary Alignment (Alineamiento de capilares) para guardar las
ubicaciones actuales de los capilares y cerrar la ventana.
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Hardware Testing Screen (Pantalla de pruebas del

hardware)

El comando Hardware Testing Screen (Pantalla de pruebas del hardware) se
utiliza para la resolucion de problemas del instrumento.

Al seleccionar el comando Hardware Testing Screen (Pantalla de pruebas del
hardware) del menu Utilities (Utilidades), se abrird la ventana Hardware Testing
Screen (Pantalla de pruebas del hardware) (Figura 27).

11 Hardware Testing Screen — *
Valves
Waste
Reservoir vent
Stage
Park Move
Buffer &
Waste A
Marker A .
Samp. tray 1, A Holding | 0
Samp. tray 2, A
Samp. tray 3, A Reset stage
Park Current location
Eottle Levels
0mL 37mL 30 mL 200 mL
500 —
400 -
300
200 -
100
0
\Waste Cond.
Ready
Figura27  Ventana Hardware Testing Screen (Pantalla de pruebas del hardware)

En la Tabla 10 se ofrece una descripcion general de las funciones disponibles en
la ventana Hardware Testing Screen (Pantalla de pruebas del hardware).
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Tabla10 Funciones de la ventana Hardware Testing Screen (Pantalla de pruebas del hardware)

Funcion

Valves > Waste (Vlvulas >
Residuos)

Valves > Reservoir Vent
(Vélvulas > Venteo del
cartucho)

Stage > Move (Plataforma >
Desplazar)

Stage > Reset Stage
(Plataforma > Restablecer
plataforma)

Bottle Levels (Niveles de las
botellas)

Sistemas 5200, 5300 y 5400 Fragment Analyzer Manual del sistema

Descripcion

Activa (de forma alterna) la posicion de apertura (circulo abierto) o cierre
(circulo oscuro) de la vélvula.

Activa (de forma alterna) la posicion de apertura (circulo abierto) o cierre
(circulo oscuro) de la vélvula.

Desplaza la plataforma hasta la posicion seleccionada.

Permite al usuario indicar al software que la plataforma se encuentra en la
posicidn de estacionamiento (fuerza el valor “0” para el nimero de
retencion). Esto no conlleva el desplazamiento fisico de la plataforma.
Unicamente debe utilizarse si las posiciones digital y fisica no coinciden;
esto puede deberse a un error generado por el usuario si se abre un cajon
antes de que el instrumento haya registrado que la placay el adaptador
han a la ubicacion correspondiente en el cajon.

Proporciona una indicacion visual (simulacion basada en el uso calculado)
de las cantidades de reactivos disponibles en el sistema.
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Prime (Purga)

El comando Prime (Purga) permite al usuario purgar cualquiera de las lineas de
las tres botellas de reactivos disponibles. Esto resulta util cuando un usuario
desea purgar una linea que contiene un gel o fluido antiguo con un gel o fluido
nuevo (si se debe afiadir una nueva solucién al instrumento).  Por ejemplo, siun
usuario va a cambiar un gel para ARN por otro para NGS, se puede utilizar una
cantidad de gel para purgar el fluido antiguo antes de comenzar un analisis. Otra
razon para llevar a cabo la purga es eliminar las burbujas de aire que pueda
haber en las lineas de reactivo tras largos periodos de inactividad.

Al seleccionar el comando Prime (Purga) en el menu Utilities (Utilidades), se
abrira la ventana Prime (Purga) (Figura 28). Las funciones de purga se describen
enla Tabla 11.

1l Prime - O *

Fluid selected
[] Conditioning

Cycles |1 =

¥ Gel 1
[ Gel2 Fil ate  [300 2 s
Empty rate 300 | plss
Ok Cancel

Figura28 Ventana Prime (Purga)

Tabla11 Funciones de la ventana Prime (Purga)
Funcion Descripcion

Fluid selected (Fluido  Permite al usuario seleccionar qué linea de reactivo desea purgar.
seleccionado)

Cycles (Ciclos) Indica el nimero de ciclos (1-10) que debe completar la jeringa. Por lo general,
basta con un ciclo.

Fill rate (Velocidad de  Permite al usuario ajustar la velocidad de llenado entre 0y 1.000; el ajuste
llenado) predeterminado es 300 pl/s.

Empty rate (Velocidad ~ Permite al usuario ajustar la velocidad de llenado entre 0y 1.000; el ajuste
de vaciado) predeterminado es 300 pl/s.

La funcion de purga no afecta al cartucho ni a los capilares. Consiste
simplemente en la inyeccion de 2,5 ml en la linea de liquido elegida con una
jeringa; ese volumen avanza y llega directamente hasta la linea de residuos.
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Solution levels (Niveles de soluciones)

El comando Solution levels (Niveles de las soluciones) permite al usuario ajustar
los volumenes afiadidos a las botellas de reactivos y el nivel de la botella de
residuos tras vaciarla.

El software Fragment Analyzer realiza un seguimiento de los niveles de las
soluciones durante el uso del instrumento. Esto garantiza que el instrumento
disponga de cantidades suficientes de fluidos para todos los analisis previstos.

Silos niveles de las soluciones son bajos, el programa generara una advertencia
y pedira al usuario que los ajuste para poder realizar la separacion.

Al seleccionar el comando Solution levels (Niveles de las soluciones) en el menu
Utilities (Utilidades), se abrira la ventana Check Solution Volumes (Comprobacion
de los volumenes de las soluciones) (Figura 29).

11 Check Solution Volumes - *

Check the fluid volumes before proceeding. Ensure that
the waste i= empty and that the gel and conditioning
solutions are full.

Record the solution volumes here:

Volume (mL} Solution name

Gel 1 50012
Gel 2 50012

Conditioning solution 50.0/%
Waste d 3
Cancel

Figura29  Ventana Check Solution Volumes (Comprobacion de los volimenes de las soluciones)

1 Unavez que haya repuesto las soluciones, abra esta ventana e introduzca el
nivel correcto de solucién (en ml) para cada recipiente:

+ Utilice las flechas arriba y abajo o escriba el nivel de solucion en cada
campo de entrada para ajustar los niveles de las soluciones.

+ Haga clic en OK (Aceptar) para guardar los cambios en los niveles de las
soluciones.

Para que el programa funcione correctamente (es decir, para que las
advertencias se generen de forma adecuada), es importante que introduzca los
niveles de las soluciones en el programa cada vez que afiada nuevas soluciones
en el instrumento.
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Clean reservoir vent valve (Limpieza de la valvula de
venteo del cartucho)

El comando Clean reservoir vent valve (Limpieza de la vélvula de venteo del
cartucho) permite al usuario limpiar manualmente la vélvula de venteo del
cartucho.

Al seleccionar este comando en el menu Utilities (Utilidades), se abrirdn la vélvula
de venteo del cartucho y la valvula de residuos; ademas, aparecera la ventana
Clean Reservoir Vent Valve (Limpieza de la valvula de venteo del cartucho)
(Figura 30).

Clean Reservoir Vent Valve *

To clean the reservoir vent valve:
1. Fill 10 mL syringe with 7 mL of DI Water and attach the syringe to
the

Reservair Vent Valve Luer Lock fitting,

2. Depress the syringe to flush DI Water through the Valve and
Reservoir.

3. Remaove the syringe from the Luer Lock fitting and fill syringe with
10 mL of air.

4, Attach the syringe to the Reservoir Vent Valve Luer Lock fitting and
depress to flush air through the Valve and Reservair,

5. Click "OK" and Run a Separation Method.

Figura 30  Pantalla Clean Reservoir Vent Valve (Limpieza de la vélvula de venteo del cartucho)

Siga los pasos descritos en la Figura 30 para limpiar la valvula de venteo del
cartucho. Si se trata de un sistema antiguo sin jeringa ni conector Luer-Lok de la
valvula de venteo del cartucho, péngase en contacto con su representante de
ventas de Agilent para obtener informacién sobre como adquirirlos.
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Results dashboard (Panel de resultados)

Results dashboard (Panel de resultados)

El comando Results dashboard (Panel de resultados) permite al usuario efectuar
una comprobacion rapida del estado de los datos procesados automaticamente.

En la Figura 31 se muestra un ejemplo de la ventana Results Dashboard (Panel de
resultados).

1 Results Dashboard - O *

File | < Page1of1 2 (NI[T E]

RAW Fie Error Status Citical Emor  Input Emor  goneration - ndividual
2018 1113 100 35m raw FAIL v X Vi
20171102 11h 32m raw FAIL X

Ventana Results Dashboard (Panel de resultados)

Figura 31

Para obtener mas informacion sobre la ventana Results dashboard (Panel de
resultados) y su barra de herramientas, consulte el capitulo 12, “Software
Fragment Analyzer: analisis automatizado”.
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7 Software Fragment Analyzer: menu
Help (Ayuda)

Menu Help (Ayuda) 74

User manual (Manual del usuario) 74
About (Acerca del software) 74
About firmware (Acerca del firmware) 74

En este capitulo se describen con mayor detalle los comandos del menu Help
(Ayuda) del software Fragment Analyzer.
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Menu Help (Ayuda)

14 5200 Fragment Analyzer controller software

File  Administration  Utilities | Help

{ 1! Run Status User manual »
T M — About
(1] | [ 1] | [ 1] About firmware

" Sample Tray 1 . | License Agreements »

Figura32 Comandos del menu Help (Ayuda)

User manual (Manual del usuario)

Al navegar hasta el comando User manual (Manual del usuario), aparecera un
enlace al manual del usuario completo en formato PDF.

About (Acerca del software)

El comando About (Acerca del software) abre la ventana About Fragment
Analyzer (Acerca de Fragment Analyzer), donde aparecen el nimero de version
del software, el numero de serie del hardware y la informacion sobre propiedad
intelectual.

About firmware (Acerca del firmware)

El comando About firmware (Acerca del firmware) abre una ventana en la que
aparecen los nimeros de versién del firmware de la placa de alta tensién, la
placa de control de la bomba, la placa de presion y la placa de control del
movimiento de la plataforma.
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8 Software Fragment Analyzer: pestaina
Operation (Funcionamiento)

Descripcion general de la pestafia Operation (Funcionamiento) 76

Iconos de posicionamiento 77

Seleccion de la bandeja e ID de las muestras 78
Agregacion de métodos a la cola 81

Seccion Method Queue (Cola de métodos) 89

Caracteres permitidos 92

En este capitulo se describe con mayor detalle la pestafia Operation
(Funcionamiento) del software Fragment Analyzer.
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Software Fragment Analyzer: pestaiia Operation (Funcionamiento)
Descripcidn general de la pestafia Operation (Funcionamiento)

Descripcion general de la pestana Operation
(Funcionamiento)

21 5300 Fragment Analyzer controller software. - 8 X%
Fle Admiistiation  Utities  Projects  Help
{Operaton] Aun Status.

T | capitery  well  SampleiD
A1 [sompAl

000000000000 | 2 [smpr2
5|000000000000| [, PR
c|000000000000| | e
1000000000000
£|000000000000| I 2o [Semotd
FIO00000Q00000| I R0 [semes
1000000000000 | AT |SampAT
H000000000000] & e |sampae
T2sasc e s B s
Tray name: ’Tlay—l—‘ 10 Al0 SampA10
n A sampant
2 A2 smparz
Loadfromfile Savetray Saveselectedrow Resetrow  Resetiray
[ BUC
Fun e Ty

Addto quel Edit method

Capillary Array - cmw
‘Add to queve

Bottle Levels:
omL omL

500 250
400 200
200

omL
250
20
10
- -

700KV 87 010 % -0.142PS1 @ Vent Closed ) Waste: Closed [ Stage: Bufer HTray1H) Capillry Runs: 0

Figura 33  Pantalla principal del software Fragment Analyzer
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Iconos de posicionamiento

Hay tres iconos de posicionamiento situados en la parte superior de la pestafa
Operation (Funcionamiento), tal como se muestra en la Figura 33. Los iconos y
su funcion se describen en la Tabla 12.

Tabla12 Funciones de los iconos de posicionamiento

Icono Descripcién
— panc Este comando se utiliza para colocar la bandeja que el robot de la plataforma esté
s sujetando en ese momento en el cajén correspondiente y mover la plataforma a la

parte inferior del instrumento.

Buffer Este comando se utiliza para recoger la bandeja de tampdn del cajén de tampdny
. moverla hacia arriba para acoplarla al microarray de capilares.
+ Store Este comando se utiliza para colocar la bandeja que el robot de la plataforma esté
s sujetando en ese momento en el cajén correspondiente y, a continuacion, recoger la

bandeja de solucion de almacenamiento y moverla hacia arriba para acoplarla al
microarray de capilares.
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Seleccion de la bandeja e ID de las muestras

Seleccione la bandeja de muestras que vaya a utilizar en la lista desplegable
Sample Tray (Bandeja de muestras) o en el conjunto de pestafias de colores para
la seleccion de bandejas, en funcién de la configuracion establecida (Figura 34).

La configuracion se puede ajustar haciendo clic en el icono ' - , situadoen la
esquina superior derecha de la ventana que se muestra en la Figura 34.

Configuracion del estilo visual de la ventana de seleccion de la bandeja

Sample Tray 1 - 3 Tray 3 C v
" 000000000000
B|OO0O0O000O00000| -
c |l OO0000000000| c
0 1OOOOO0O0O0O0000| ©
EIOOOOOOO00000| E
HIGIIGIIIGIOIVICICIOICIIENN 00 0000000000
HLCIOISICIOISICICICICICIOINENN ¢ 0 0 0000 000 00
HG]0]G]0]S]C]0]0ICIOI0ICIINRN 000000000000
1 2 3 45 6 7 8 910 1112 1 2 3 45 6 7 8 910 1112
A Tray name: |Tray-1 | B Tray name: |Tray—‘| |

Figura 34  Seleccion de la bandeja mediante una lista desplegable clésica (izquierda) o pestafias de
colores (derecha)

1 Enlaventana de la bandeja, haga clic en

Se abrird la ventana Visual preferences dialog (Cuadro de didlogo de
preferencias visuales) (Figura 35).

Visual preferences dial..  — O *

Flease select visual style:

Pull-down selector and white trays
Color Tabs and Trays A
Color Tabs and Trays B
Color Tabs and Trays C

TR ——

Figura35 Ventana Visual preferences dialog (Cuadro de didlogo de preferencias visuales)
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2 Elija la opcion de lista desplegable o de pestafias de colores para la seleccion
de la bandeja, tal como se muestra en la Figura 34.

3 Siutiliza la ventana de pestafias para la seleccion de la bandeja, haga clic en
" para cambiar el color de cada bandeja de muestras en la ventana Color
selection (Seleccion de color).

4 Para seleccionar una fila de la placa de 96 pocillos que aparecerad en la
ventana de las muestras o la bandeja de muestras, haga clic una vez con el
botén principal del ratén en esa fila  Para seleccionar una nueva fila, haga clic
con el botén principal del raton en otra fila.

5 Para borrar la seleccion de filas, haga clic en - (Figura 34).

El cuadro de didlogo Tray name (Nombre de la bandeja) le permite introducir un
nombre para la bandeja que se esté procesando (Figura 34). Como alternativa,
puede seleccionar este cuadro de dialogo y utilizar un lector de cédigos de barras
para importar los nombres de las muestras de la placa que se esté procesando
(para obtener mas informacion, consulte el capitulo 11, “Software Fragment
Analyzer: introduccion de los nombres de las muestras”).

Introduzca la informacion de la muestra en la seccion Sample ID (ID de la
muestra) de la pantalla principal (Figura 36).

Para un sistema de 96 capilares, debe seleccionar cada fila individualmente e
introducir los datos de forma manual (filas A-H). Los nombres y la informacion
de las muestras también se pueden guardar o cargar utilizando archivos .txt

0 .csv. Estas funciones se describen en la Tabla 13.

Capillary Well Sample ID
A1 SampAl
2 A2 Samphd
= A3 SampA3
4 A4 Samphd
5 A5 SampA3s
6 Ab Samphg
7 AT SampA7
a Al SampAg
9 AG SampAgd
10 A1D SampAl10
11 AN SampAll
12 Al2 SampAl2

Load from file Save tray
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Save selected row Resetrow  Resettray

Figura36  Editor de la informacién de las muestras
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Tabla13 Funciones del editor de la informacion de las muestras

Elemento

Load from file
(Cargar desde archivo)

Save tray
(Guardar bandeja)

Save selected row
(Guardar fila
seleccionada)

Reset row
(Restablecer fila)

Reset tray
(Restablecer bandeja)

Descripcion

Permite cargar nombres de muestras desde un archivo .txt o .csv. Para obtener
mas informacion, consulte el capitulo 10.

Permite al usuario guardar la informacion introducida para una bandeja de
muestras completa.

Permite al usuario guardar la informacion introducida para la fila seleccionada
de una bandeja de muestras.

Restablece el ajuste predeterminado del ID de muestra para la fila
seleccionada.

Restablece el ajuste predeterminado del ID de muestra para la bandeja de
muestras completa.
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Agregacion de métodos ala cola

El software Fragment Analyzer incluye métodos precargados para el
acondicionamiento de microarrays de capilares, asi como métodos de
separacion para todos los kits de analisis ofrecidos por Agilent.

En la ventana Separation Run Controls (Controles del andlisis de separacion), que
aparece en la Figura 37, se muestran los ajustes de las funciones Run Selected
Row (Analizar la fila seleccionada) (solo en sistemas de 12 capilares), Run Entire
Tray (Analizar la bandeja completa) y Capillary Array — Conditioning
(Acondicionamiento del microarray de capilares). La funcion Run Selected Group
(Analizar el grupo seleccionado) solo esta disponible para el sistema 5200
Fragment Analyzer (12 capilares) y el sistema 5300 Fragment Analyzer
(configuracion de 48 capilares). No estd disponible para el sistema 5300
Fragment Analyzer (configuracién de 96 capilares) ni para el sistema 5400
Fragment Analyzer.

También se muestran los niveles de reactivo de las botellas.

Run Selected Group
Add to queue Edit method

Run Entire Tray
Add to queue Edit method

Capillary Array - Conditioning

Add to queue Edit method
Eottle Levels

54 mL 24 mL 50 mL 20mL

500 - 250 50— 250 -

400 : 200 40 : 200 :

300 : 150 30 : 150 :

200 ] 100 20 ] 100 ]

100 : 50 10 : 50 :

0 : 0 0 : 0 :
\Waste Gel 1 Gel 2 Cond.

Figura 37  Ventana Separation Run Controls (Controles del andlisis de separacién)
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Funciones Run Selected Group (Analizar el grupo seleccionado) y Run Entire
Tray (Analizar la bandeja completa): opcion Edit method (Editar método)

Al seleccionar Edit method (Editar método), aparecera la ventana emergente del
editor de métodos para ambos métodos de separacién (Figura 38).

Separation Method: Default Separation

Full conditioning [ Gel prime to buffer Gel selection |Gel1 ~
Gel prime
Prerun Voltage 6.0 2 kv Time 30[=] sec.
[ Rinse Tray |Buffer Row | A Dip count 1=
[ Marker injection Row A
Voltage injection Voltage 5.00 2| kY Time 20 2| sec.
[ Rinse Tray |Buffer Row | A Dip count 12

Sample injection

@® Voltage injection Voltage 50012 kv Time 10[2] gec
Separation Voltage 6.012 kv Time 45.00% min.
Methods: | Default Separation ~ | Method Name: |Default Separation
Import new method Save As Cancel

Figura 38  Editor de métodos de separacion

La ventana del editor de métodos permite personalizar los parametros de
analisis para una separacion por CE.

Las opciones Full conditioning (Acondicionamiento completo), Gel prime
(Purga de gel) y Gel prime to buffer (Purga de gel al tampdn) no se pueden editar
ni desactivar.

Al marcar la casilla situada junto a cada parametro, se pueden habilitar
diferentes pasos y parametros. Los distintos pardmetros se describen en la
Tabla 14.
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Los valores 6ptimos para el acondicionamiento capilar estan precargadosy
definidos para cada método. Consulte la guia del kit correspondiente a cada
método (por ejemplo, NGS, ADN gendmico, etc.) para obtener una definicion mas
detallada de estos valores.

Tabla14 Funciones de la ventana del editor de métodos

Elemento Descripcion

Gel selection Mediante el menu desplegable, el usuario puede seleccionar la posicién de la
(Seleccion del gel) botella de reactivo Gel 1 (Gel 1) o Gel 2 (Gel 2).

Prerun (Preandlisis) Serecomienda realizar un breve preandlisis para normalizar y acondicionar el gel

dentro de los capilares.

Rinse (Lavado) La opcion de lavado permite al usuario sumergir las puntas de los capilares en la
posicion seleccionada; al hacerlo, se realizara un lavado de las puntas de los
capilares y los electrodos entre el preanalisis y la inyeccion de la muestra o el
marcador. La posicion de la bandeja para el lavado de muestras y el nimero de
inmersiones también se pueden modificar mediante los parametros Row (Fila) y
Dip Count (NUmero de inmersiones), respectivamente.

Marker injection La inyeccion de marcador estara habilitada cuando se utilicen kits cualitativos.
(Inyeccién de El usuario tiene la opcion de realizar una inyeccion por tension o vacioy
marcador) seleccionar los pardmetros Voltage (Tension), Pressure (Presién) y Time

(Tiempo). En una unidad de 12 capilares, el usuario puede usar el campo Row
(Fila) para seleccionar la fila que desee utilizar para la inyeccion de marcador.

Rinse (Lavado) La opcién de lavado permite al usuario sumergir las puntas capilares en la
posicion seleccionada; al hacerlo, se realizara un lavado de las puntas de los
capilares y los electrodos entre la inyeccion de marcador y la inyeccion de la
muestra (si no se selecciona la inyeccion de marcador, este paso serd un
segundo lavado entre el preandlisis y la inyeccion de la muestra). La posicion de
la bandeja para el lavado de muestras y el nimero de inmersiones también se
pueden modificar mediante los pardmetros Row (Fila) y Dip Count (NUmero de
inmersiones), respectivamente.

Sample injection Permite definir los pardmetros Voltage (Tension), Pressure (Presién) y Time
(Inyeccién de (Tiempo) para la inyeccién por tension o vacio.

muestras)

Separation Permite introducir los valores Voltage (Tensién) y Time (Tiempo) para la
(Separacion) separacion por CE.

El usuario puede utilizar Load (Cargar) para cargar un método nuevo; Save As
(Guardar como) para guardar un método nuevo con un nombre Unico; Save
(Guardar) para aceptar los cambios y cerrar la ventana; o Cancel (Cancelar) para
cerrar la ventana del editor de métodos sin aceptar los cambios realizados.

Al crear un nuevo método con un nombre unico, el usuario debera definir la
configuracion global correspondiente en el ProSize data analysis software con
un nombre idéntico. Consulte el manual del usuario del software ProSize para
obtener instrucciones detalladas.
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Funciones Run Selected Group (Analizar el grupo seleccionado) y Run Entire
Tray (Analizar la bandeja completa): opcién Add to queue (Afadir a la cola)

Al seleccionar la opcién Add to queue (Afadir a la cola), se abrira la ventana
Separation Setup (Configuracion de la separacion), tal como se muestra en la
Figura 39.

11 Separation Setup - O *

Method | DNF-474-33 - HS NG5 Fragment 1-6000bp mthds ~ it

Gel |Gell ~

Tray name |Tray-1 |

Folder prefix | |
[] Copy resutts

Notes

Ok Cancel

Figura39  Ventana Separation Setup (Configuracion de la separacién)

Los ajustes de la ventana Separation Setup (Configuracion de la separacion) se
describen en la Tabla 15.

Tabla15 Funciones de la ventana Separation Setup (Configuracion de la separacion)

Elemento Descripcion

Method (Método) Los métodos se pueden seleccionar en el menu desplegable. Un usuario con
privilegios de administrador también puede seleccionar Edit (Editar) para abrir
la ventana del editor de métodos que se muestra en la Figura 38 y modificar
cualquier parametro del método. El acceso de nivel de usuario solo permite al
usuario utilizar la opcion View (Ver) para ver el archivo del método
seleccionado.

Gel (Gel) El usuario puede modificar la ubicacion de la botella de gel y seleccionar la
botella que desee utilizar para el método de separacion sin necesidad de
hacer cambios en un método predefinido.

Tray name (Nombredela  Aparecerd el nombre de la bandeja tal como lo haya introducido el usuario en
bandeja) la pantalla principal, o bien el nombre predeterminado. El usuario puede editar
este campo escribiendo en el cuadro correspondiente.

Folder prefix (Prefijo dela  Esta opcién permite al usuario afiadir un prefijo al nombre de la carpeta donde
carpeta) se guardaran los archivos de resultados.
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Tabla15 Funciones de la ventana Separation Setup (Configuracion de la separacién)

Elemento Descripcién

Copy results / Copy path  La ubicacion predeterminada del directorio para los datos es C:\Agilent

(Copiar resultados/ Technologies\Data. El usuario puede seleccionar la opcion Copy results

Copiar ruta) (Copiar resultados) y hacer clic en [...] para copiar los datos guardados en una
ubicacion diferente.

Create Size Calibration Esta opcidn se utiliza para el andlisis automatizado (capitulo 12, “Software

File (Crear archivo de Fragment Analyzer: andlisis automatizado”). Si se selecciona

calibracién del tamafio) (y el procesamiento automatizado estd habilitado), el andlisis se utilizara para
crear un archivo de calibracién del tamafio, que se usara para calibrar el
tamafio de los fragmentos en los archivos posteriores. Una vez completadoel
analisis, se asignara un nombre al archivo de calibracion del tamafio, que se
almacenard en el directorio de archivos definido en la seccién Size Cal.
File (Archivo de calibracién del tamafio).
Nota: Si las casillas Create Size Calibration File (Crear archivo de calibracion
del tamafio) y Use Size Calibration File (Usar archivo de calibracién del
tamafio) no estan marcadas, el sistema asumird que el marcador de peso
molecular esta presente en el pocillo A12 o H12, tal como se establezca en el
manual del kit correspondiente.

Use Size Calibration File  Esta opcidn se utiliza para el andlisis automatizado (capitulo 12, “Software

(Usar archivo de Fragment Analyzer: andlisis automatizado”). Si esta marcada

calibracion del tamafio) (y el procesamiento automatizado esta habilitado), el programa usaré el
archivo de calibracion del tamafio indicado en la seccion Size Cal. File
(Archivo de calibracién del tamafio) para definir los tamafios de los
fragmentos de ADN.

Size Cal. File (Archivode  Esta opcidn se utiliza para el andlisis automatizado  El usuario define el
calibracién del tamario) nombre y la ubicacion del archivo de calibracion del tamafio. Sila casilla
Create Size Calibration File (Crear archivo de calibracion del tamafio) esté
marcada, el programa creara un archivo. SCAL con el nombre definido enla
ubicacion especificada. Si la casilla Use Size Calibration File (Usar archivo de
calibracion del tamafio) esté marcada, el programa importard y utilizard el
archivo .SCAL existente en la ubicacion definida.
Nota: Los ajustes de calibracion del tamafio solo apareceran en la ventana
Separation Setup (Configuracion de la separacion) si se marca la casilla
Enable Automatic Reporting (Habilitar informes automatizados) en la ventana
Automated Report Settings (Ajustes de los informes
automatizados) (Figura 23).
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Tabla15 Funciones de la ventana Separation Setup (Configuracion de la separacién)

Elemento Descripcién

Notes (Notas) Esta seccion permite afiadir cualquier informacion adicional que el usuario
pueda necesitar para un lote de muestras.

Merge rows (Combinar Si se selecciona esta opcion, se combinaran 8 filas de 12 pocillos 0 2

filas) conjuntos de “analisis” de 48 capilares en un Unico archivo. Las filas originales
sin combinar también estaran disponibles para el procesamiento de datos.
Esta funcion resulta Util cuando se analizan 8 filas de 12 pocillos y el usuario
desea un Unico archivo de datos correspondiente a esos 96 pocillos.
Nota: La funcion Merge rows (Combinar filas) solo estara disponible si
selecciona Run Entire Tray > Add to queue (Analizar la bandeja completa >
Afadir a la cola) en un sistema 5200 Fragment Analyzer o un sistema
5300 Fragment Analyzer con una configuracion de 48 capilares.

Tras seleccionar el método adecuado en el menu desplegable, haga clic en OK
(Aceptar) para afadirlo a la seccion Method Queue (Cola de métodos) o en Cancel
(Cancelar) para cerrar la ventana.
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Acondicionamiento del microarray de capilares

El software Fragment Analyzer ofrece varios métodos programados de
acondicionamiento capilar para realizar la limpieza y el mantenimiento del
microarray de capilares.

El usuario también puede optar por crear un método de su eleccién; para ello,
puede seleccionar la opcion Edit Method (Editar método) que aparece en la
Figura 40.

Al marcar la casilla situada junto a cada parametro, se puede habilitar el uso de
diferentes botellas para el acondicionamiento. Los distintos parametros se
describen en la Tabla 16.

Conditioning Method: Default Conditioning
Step #1 Solution | Conditioning »
Fill pressure 280 = Psl Time |3.0 = min.
Flowrate |200 S ouys  Tray | waste ~| Row A »
Step #2 Solution | Gel 1 »
Fill pressure 280 = Psl Time |3.0 = min.
Flowrate |200 S ouys  Tray | waste ~| Row A »
[] Step #3 Conditioning
0 = 1.0 S
1 = Waste A
Methods:  Default Conditioning ~| Method Name: |Default Conditioning
Import new method Save Cancel

Figura 40  Editor de métodos de acondicionamiento
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Tabla16 Funciones de la ventana de configuracién del acondicionamiento

Elemento Descripcion
Step #1/#2/#3 Activa o desactiva el paso correspondiente.
(Paso 1/2/3)

Solution (Solucion) Permite seleccionar las distintas botellas de solucién/reactivos para utilizarlas:
Conditioning (Acondicionamiento), Gel 1 (Gel 1) o Gel 2 (Gel 2).

Fill pressure (Presién  El valor predeterminado es 280 psi. Se puede ajustar entre 1y 300 psi.

de llenado)

Flow rate (Flujo) El valor predeterminado es 200 pl/s. Se puede ajustar entre 1y 1.000 pl/s.

Time (Tiempo) Se puede ajustar entre 1y 240 minutos.

Reset tray Permite al usuario seleccionar la bandejay la fila (solo en la unidad de 12 capilares)
(Restablecer en las que se debe efectuar el bombeo durante el acondicionamiento (la opcion
bandeja) predeterminada es la bandeja de residuos, que es la opcion idénea para la mayoria

delos usuarios).

El usuario puede utilizar Load (Cargar) para cargar un método nuevo; Save as
(Guardar como) para guardar un método nuevo con un nombre Unico; OK
(Aceptar) para aceptar el método y cerrar la ventana; o Cancel (Cancelar) para
cerrar la ventana del editor de métodos y anular los cambios realizados.

Al seleccionar la funcién Add to queue (Afiadir a la cola), se abrira la ventana
Select Conditioning Method (Seleccionar método de acondicionamiento)

(Figura 41).
11 Select Conditioning Method - O hed
Method | Default Conditioning ~ | Edit

Ok Cancel

Figura 41  Ventana Select Conditioning Method (Seleccionar método de acondicionamiento)

Puede seleccionar un método existente en el menu desplegable o hacer clic en
Edit (Editar) para abrir la ventana del editor de métodos de acondicionamiento,
tal como se muestra en la Figura 40.

Tras seleccionar el método adecuado en el menu desplegable, haga clic en OK
(Aceptar) para afiadirlo a la seccion Method Queue (Cola de métodos) o en Cancel
(Cancelar) para cerrar la ventana.

Estos métodos especificos de acondicionamiento pueden facilitar las
operaciones de mantenimiento y resolucion basica de problemas. Esto se
explica con mayor detalle en la seccion “Limpieza del microarray de capilares”
en la pagina 148.
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Seccion Method Queue (Cola de métodos)

Tras seleccionar y afiadir a la cola una bandeja de muestras o una fila o un grupo,
se mostraran el nombre del método y la ubicacion de la bandeja

Method Queue X _/J

CONDITIONING, Method: ‘Default Conditioning.mthdc, Gel 1

UTILITY, Method: Pause Queue'

SEPARATION, Method: DN NGS Fragment 1-6000bp.mthds’, Tray:

UTILITY, Method: Prime with Gel

SEPARATION, Method: 'DNF-471 otal RNA 15nt mthds, Tray- Samp. tray 1, B, Gel: 2

SEPARATION, Method: DNF-474-33 - HS NGS Fragment 1-6000bp.mthds, Tray: Samp. tray 3, D, Gel: 1 7 View/EditNotes E Method summary

Figura42  Seccion Method Queue (Cola de métodos)

En la Figura 42 aparecen tres andlisis de muestras seleccionadas de las
bandejas de muestras 1, 2 y 3, seguidos de una pausa en la cola de métodos y un
meétodo de purga.

Se puede hacer clic con el botén secundario del raton en la seccion Method
Queue (Cola de métodos) de la pantalla para usar las opciones Pause (Pausa) y
Prime (Purga) para insertar una pausa o una purga, respectivamente, en la cola
de métodos. Si se selecciona Insert Prime (Insertar purga), aparecerd la ventana
Select Solution (Seleccionar solucién) y se le pedira al usuario que elija el fluido de
purga en un menu desplegable

121 Select Solution - O X
Solution | Conditioning ~
Cancel

Figura 43  Ventana emergente Select Solution (Seleccionar solucién)

Los métodos cargados en la cola de métodos se pueden mover hacia arriba o
hacia abajo segun las necesidades del usuario haciendo clic con el boton
principal del ratén en el método y arrastrandolo hasta la ubicacion deseada en la
cola.

Para ver los parametros del método de separacion en la cola de métodos, haga
clic en el icono Method Summary (Resumen del método) situado junto al método
de separacion. Aparecera un resumen del método, tal como se muestra en la
Figura 44.
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121 Method: DNF-474-33 - HS NGS Fragment 1-6000bp X

|general Information
Method name: DNF-474-33 - HS NGS Fragment 1-6000bp
Tray name: Tray-1
Gel Name: 240
Notes:
Conditioning
Full conditioning
Gel #1
Pre Run.
Voltage: 6.0 KV
Time: 30 Seconds
‘Water dip 2.
Tray: Marker
Row: A
Count: 1
Sample injection.
Veltage: 5.0 KV
Time: 30.0 Seconds
Separation.
Voltage: 6.0 KV
Time: 50.0 Minutes

Edit ok

Figura 44  Ventana emergente Method Summary (Resumen del método)

El usuario, si lo desea, puede hacer clic en Edit (Editar) en la ventana Method
Summary (Resumen del método) para realizar cambios finales en el método.

Para eliminar un elemento especifico de la cola, haga clic en el icono X situado
junto al método de separacion. Para eliminar todos los elementos de la cola,
haga clic en el icono Clear (Borrar) ‘% en la barra de menu de la seccion Method
Queue (Cola de métodos).

Para ver un resumen detallado de los pardmetros de analisis asociados a un
método en un elemento de la cola, haga clic en el icono de flechas hacia abajo
situado junto al método de separacion.

Existen tres controles del andlisis para la cola de métodos: Clear (Borrar), Pause
(Pausar) y Start (Iniciar). Estos controles del andlisis se describen a continuacion
en la Tabla 17.
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Tabla17 Controles del andlisis para la cola de métodos
Elemento Descripcion

e Clear (Borrar): al hacer clic en este icono, se borraran todos los métodos de separacién,
pausas y purgas de la cola.

1 I Pause (Pausa): al hacer clic en este icono, se pausara la cola de métodos. El método
Ccuya ejecucion esté en curso se completara. Para reiniciar la cola, haga clic en
Start (Iniciar) (ese control se describe a continuacion).

!J Start (Iniciar): al hacer clic en este icono, se iniciard la cola de métodos. Una vez iniciada,
el método superior desaparecerd y la pantalla cambiara a la pestaria Run Status (Estado
del andlisis). El siguiente método pasara al principio de la cola.

Nota: Cuando afiada un método o elemento a la cola, debe hacer clic en Start (Iniciar)
para que el instrumento comience a funcionar.
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Caracteres permitidos

Las siguientes tablas muestran los caracteres permitidos (Tabla 18) y no
permitidos en el nombre de un archivo.

Tabla18 Caracteres permitidos en el nombre de un archivo

Caracteres
! @
# $
% A
& (
) -
+
= {

Tabla19 Caracteres no permitidos en el nombre de un archivo

Caracteres

* |

\

< >
? /
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9 Software Fragment Analyzer: pestana Run
Status (Estado del analisis)

Descripcion general de la pestafia Run Status (Estado del andlisis) 94

Animacién del movimiento de la plataforma 95
Animacion del acondicionamiento 96

Vista de preanalisis/inyeccion 97

Vista de la separacion en tiempo real 98

Barra de estado 100

En este capitulo se describe con mayor detalle la pestafia Run Status (Estado del
analisis) del software Fragment Analyzer.
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Descripcion general de la pestana Run Status
(Estado del anélisis)

Tras hacer clic en el comando Start (Inicio) H (para obtener mas informacion,
consulte la seccion Seccion Method Queue (Cola de métodos) en la pagina 89),
la pantalla cambiara de la pestafia Operation (Funcionamiento) a la pestafia

Run Status (Estado del andlisis). La pestafia Run Status (Estado del analisis)
ofrece varias funciones, que se describen a continuacion.
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Animacion del movimiento de la plataforma

Cada vez que la plataforma del sistema Fragment Analyzer se mueva de una
posicion a otra, la animacion que se muestra en la Figura 45 indicara la direccion
de movimiento para que el usuario pueda ver en tiempo real lo que esta
sucediendo.

- 8 X

Trey1, Sampletray], A GELPUMP & Method summary Aborttask X Abort all

From: Buffer A
To: Waste A

a0uA 7 0009 §) Vent:Closed () Wast:Ciosed (] tage Waste ATrar24)

Figura 45 Animacion del movimiento de la plataforma

No existe una sincronizacion perfecta entre la animacion y los movimientos
fisicos de la plataforma. Recomendamos comprobar las luces indicadoras de los
cajones para confirmar que todos los movimientos de la plataforma han
finalizado. Si abre un cajon antes de que haya finalizado un movimiento de la
plataforma, el analisis se cancelara.
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Animacion del acondicionamiento

Cuando el instrumento Fragment Analyzer esté bombeando solucion de
acondicionamiento o gel, se mostrara la siguiente animacion (Figura 46).

La animacién ofrece una vista en tiempo real de lo que hace el instrumento
durante una secuencia de acondicionamiento (incluidos los flujos de fluidos, los
interruptores de las valvulas, etc.).

) 5300 Fragment Analyzer contrlle software - 8 X
File  Administration  Utiities  Help
Operation Run Status

100KV §7 00uA ¥} 0009 PSI () Ventpen ) Waste:Closed (] Stage: Waste A(Tray2A)

Figura 46 Animacion del acondicionamiento
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Vista de preanalisis/inyeccion

Cuando el sistema Fragment Analyzer esté terminando un preanalisis o una
inyeccion, aparecera la pantalla que se muestra en la Figura 47.

. - 8 x
e
T Sty A £ Weosammay Atk . Aot
Pre-un voltage setting 6.0KV
Prerun voltage (kV) Prerun Current (A)
N TN (\m
. o

oom:00s oomi07s oom'148 oomi21s oom28e. oom:30s

Method

760KV 7 01uA 5 0015 Pst () Ventopen @) Waste: Cised (I) tage:utter AlTay14) Capllary uns:0

Figura 47 Pantalla de preandlisis/inyeccion
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Vista de la separacion en tiempo real

Cuando el sistema Fragment Analyzer esté llevando a cabo una separacion,
aparecera la pantalla Figura 48, que muestra una vista en tiempo real de la
separacion.

21 5200 Fragment Analyzer contrallrsoftware - x
Fie  Administiation  Uiities  Help

Operation’ Run Status

Tray 1, Sampletray], A SEPARATION £ Method summary  x Aborttask 5 Abortall
Separation

Multiple Graphs

Group Single

L]

oo s 2z ssmase ssmane s sarase o

Tosk status 254 Time remaining (mm:ss)

Vetros srars W55 Time remaining (mmss)

760k g7 01uA 5 0025PsI () ventopen () Waste:Open [ Stage: Buffer ATray1A) Capillary Runs: 0

Figura 48 Ventana de la separacion en tiempo real

El usuario puede ver el andlisis como un grupo de 12 electroferogramas (tal
como se muestra en la Figura 48), o bien ver electroferogramas individuales
seleccionando la pestafia Single (Individual) situada en la parte superior. Cuando
el analisis se esté realizando en un sistema de 96 capilares, el usuario puede
elegir entre grupos de 12 electroferogramas o electroferogramas individuales,
seleccionando la fila o el capilar correspondiente con la pestafia Group (Grupo) o
Single (Individual), respectivamente.

Para poder ver correctamente los datos de la separacion en tiempo real, se debe
alinear el microarray de capilares antes de iniciar la separacion. Para obtener
instrucciones sobre como alinear el microarray de capilares, consulte el
capitulo 7, “Software Fragment Analyzer: menu Utilities (Utilidades)".
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Las demads opciones disponibles en la pestafa Run Status (Estado del andlisis)
se describen en la Tabla 20.

Tabla20 Opciones de la pestafia Run Status (Estado del analisis)

% Abort Task

# Abort All

=]

Task status (Estado de
la tarea)

Method status (Estado
del método)

Descripcion

Abre una ventana emergente que muestra el resumen del método que se
esta ejecutando en ese momento.

Unicamente cancela la tarea individual que se esta realizando; es decir, el
movimiento de la plataforma, el bombeo o la inyeccion.

Cancela por completo el método que se esta ejecutando e inicia el siguiente
método de la cola. Si no se encuentra ninglin método, vuelve a la posicion de
almacenamiento. Al seleccionar esta opcidn, aparecera una ventana

emergente en la que se le pedira al usuario que confirme que desea cancelar el
analisis en curso.

Muestra la corriente correspondiente a la separacion que se esta realizando.

Muestra la barra de estado y el tiempo restante para cada tarea individual que
se esta realizando; es decir, el movimiento de la plataforma, el bombeo o la
inyeccion.

Muestra la barra de estado y el tiempo restante para que se complete todo el
método.
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Barra de estado

En la barra inferior del software Fragment Analyzer se incluye una barra de
estado en tiempo real que contiene informacién importante sobre el estado del
instrumento. Los iconos y su funcion se describen en la Tabla 21.

Tabla 21 Informacién sobre el estado del instrumento

Icono Descripcion

&' 6.0kV Al hacer clic con el botdn principal del ratén en este icono, se mostrard el

nivel de tension de los dltimos 5 minutos.

o1 Muf Al hacer clic con el botén principal del ratén en este icono, se mostrard el
nivel de corriente de los Ultimos 5 minutos.

. 00PsI Al hacer clic con el botén principal del ratén en este icono, se mostrara el

nivel de presion de los Ultimos 5 minutos.

() vent:Open Indica si la valvula de venteo del cartucho estd abierta o cerrada.

@ Waste: Closed Indica si la vélvula de residuos esta abierta o cerrada.

Stage: Buffer A(TraylA) Indica la ubicacion de la plataforma en ese momento.
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10 Microarray de capilares del sistema
Fragment Analyzer

Piezas del microarray de capilares 102
Desmontaje del microarray de capilares 103
Desembalaje de un microarray de capilares nuevo 113

Instalacion del microarray de capilares 116

En este capitulo se explican los parametros de funcionamiento esenciales del
microarray de capilares.
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Plezas del microarray de capilares

El microarray de capilares del instrumento Fragment Analyzer permite la
inyeccion y la separacion paralelas y directas de 12, 48 0 96 muestras a la vez.

Conjunto del microarray de
capilares

Armazon del microarray de
capilares

Pasador de alineamiento

Puntas de los capilares y/
y electrodos . =

Figura49  Piezas del microarray de capilares (laimagen corresponde a un microarray de capilares de 96
capilares)
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Desmontaje del microarray de capllares

En esta seccidn se ofrece un procedimiento ilustrado con los pasos necesarios
para desmontar el cartucho de microarray de capilares de un instrumento
Fragment Analyzer.

Antes de proceder a desmontar el microarray de capilares, pulse el icono Park
(Estacionamiento) en la pantalla principal para volver a colocar la bandeja en su
cajon y situar la plataforma en la posicion de reposo.

1 Abrala puerta de reactivos y la cubierta superior del instrumento:
En primer lugar, abra la puerta de reactivos situada en el lateral.

Una vez abierta la puerta de reactivos, la cubierta superior se podra levantar
hacia arriba.

Figura 50  Instrumento Fragment Analyzer
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ADVERTENCIA

Microarray de capilares del sistema Fragment Analyzer

Alta tension

El sistema Fragment Analyzer contiene un cable de alimentacién de alta
tension. Esta marcado con una pegatina de tension peligrosa. Este cable envia
electricidad a los capilares durante cualquier accién en la que se requiera alta
tension (preanalisis, inyecciones y separacion). Si el compartimento superior
no esta bien cerrado, la fuente de alimentacion de alta tensién no suministrara
energia al cable.

v Asegurese de que la tapa esté bien cerrada antes de poner en
funcionamiento el instrumento.

2 Desconecte el cable de alimentacion blanco de alta tension del panel frontal
superior y coléguelo en el soporte del armazén del microarray de capilares.

Soporte con conector de alta

tension

Cable de alimentacion de alta

tension

Figura 51  Compartimento superior del instrumento: cable de alimentacion de alta tension
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10 Microarray de capilares del sistema Fragment Analyzer

3 Utilice la llave Allen suministrada para quitar los dos tornillos blancos que
fijan la guia de luz a la ventana del microarray.

Figura 52  Compartimento superior del instrumento: retirada de los tornillos de la guia de luz

4 Retire la guia de luz.

Figura 53  Compartimento superior del instrumento: retirada de la guia de luz
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10 Microarray de capilares del sistema Fragment Analyzer

Una vez retirada la guia de luz, puede quedar colgando directamente hacia
abajo en el compartimento de la puerta de reactivos. Se recomienda cerrar la
puerta de reactivos para minimizar la probabilidad de que la luz afecte a los
ojos de cualquier persona.

No mire directamente la luz LED.

5 Tire hacia atras del elemento deslizante del conector del cartucho de
capilares.

Figura 54  Compartimento superior del instrumento: elemento deslizante del conector del cartucho de
capilares
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6 Utilice la herramienta para el conector del cartucho de capilares para aflojar el
conjunto del microarray de capilares haciendo palanca sobre él.

Figura55 Compartimento superior del instrumento: herramienta para el conector del cartucho de
capilares
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7 Tire suavemente hacia arriba del conjunto del microarray de capilares para
extraerlo.

Evite tirar con fuerza para no romper ningun capilar.

Figura 56  Compartimento superior del instrumento: extraccion del conjunto del microarray de capilares
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8 Coloque con cuidado la cubierta protectora sobre el conjunto de capilares.

Figura 57  Compartimento superior del instrumento: colocacion de la cubierta protectora

9 Coloque el conjunto del microarray de capilares en el soporte superior de la
ventana del microarray de capilares.

Figura 58  Compartimento superior del instrumento: almacenamiento del conjunto del microarray de
capilares con la cubierta
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Fuerza excesiva

Los capilares se pueden romper durante el desmontaje o la instalacion de la
ventana del microarray de capilares.

v/ Extreme las precauciones y no aplique demasiada fuerza a la hora de
manipular la ventana del microarray de capilares.

10 Retire la ventana del microarray de capilares del soporte de la ventana.
No presione ni toque los capilares.

Dé la vuelta a la ventana del microarray de capilares después de retirarla, de
modo que el conjunto del microarray de capilares pase del lado derecho al
lado izquierdo del armazén del microarray.

_— -
Figura59  Compartimento superior del instrumento: retirada de la ventana

del microarray de capilares
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11 Fije la ventana del microarray al armazon del microarray de capilares con el
tornillo de sujecion.

8

Figura 60  Compartimento superior del instrumento: fijacion de la ventana del microarray al armazén del
microarray de capilares

12 Utilice la llave Allen suministrada para quitar los dos tornillos blancos que
sujetan el microarray de capilares en su sitio.

Figura 61  Compartimento superior del instrumento: retirada de los tornillos de sujecién del microarray
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13 Levante con cuidado el microarray en posicion vertical para retirarlo del
instrumento Fragment Analyzer.

Figura 62  Compartimento superior del instrumento: retirada del microarray de capilares

Una vez retirado del instrumento, el cartucho de microarray de capilares
estara preparado para su eliminacion o almacenamiento en la estacion
humeda del sistema Fragment Analyzer (consulte en la pagina 161).
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Desembalaje de un microarray de capilares nuevo

Desembalaje de un microarray de capllares
NUEVo

En esta seccion se ofrece un procedimiento ilustrado con los pasos necesarios
para desembalar un microarray de capilares nuevo; es decir, para extraerlo del
contenedor de transporte y el embalaje.

1 Desembale el microarray de capilares nuevo:
a Abralacaja.
b Retire la cubierta de espuma.
¢ Levante el microarray para extraerlo del embalaje.
d

Saque el microarray de la bolsa de plastico.

Figura 63  Caja de transporte del microarray de capilares

Tenga cuidado de no romper los capilares ni tocar la ventana del microarray
al retirar el embalaje. Cuando manipule el microarray, sujételo por el armazon
de plastico negro.
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2 Retire la goma elastica que sujeta el conjunto del microarray de capilares.

B B

Figura 64  Retirada de la goma eldstica que sujeta el conjunto del microarray de capilares

3 Quite los dos tornillos de nylon blancos que sujetan el microarray al armazon
de transporte.

Figura 65 Caja de transporte del microarray de capilares
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4 |evante con cuidado el microarray en posicion vertical para separarlo del
armazon de transporte.

Figura 66  Caja de transporte del microarray de capilares: separacion del microarray de capilares del
armazon de transporte
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Instalacion del microarray de capllares

En esta seccion se ofrece un procedimiento ilustrado con los pasos necesarios
para instalar un cartucho de microarray de capilares en un instrumento
Fragment Analyzer.

Antes de comenzar con la instalacion, asegurese de que el instrumento se
encuentre en la posicion Park (Estacionamiento). Si no estd en la posicién Park
(Estacionamiento), pulse el icono Park (Estacionamiento) en la pantalla principal
para volver a colocar la bandeja en su cajon y situar la plataforma en la posicion
de reposo.

1 Abrala puerta de reactivos y la cubierta superior del instrumento:
En primer lugar, abra la puerta de reactivos situada en el lateral.

Una vez abierta la puerta de reactivos, la cubierta superior se podra levantar
hacia arriba.

e

Figura 67  Instrumento Fragment Analyzer

Sistemas 5200, 5300 y 5400 Fragment Analyzer Manual del sistema 116



10 Microarray de capilares del sistema Fragment Analyzer

2 Cologue con cuidado el microarray de capilares en el compartimento superior
del instrumento con la ventana del microarray orientada hacia fuera.

Los cuatro pasadores de alineamiento deben quedar encajados en los
orificios de alineamiento del instrumento.

Figura 68  Compartimento superior del instrumento: instalacion del microarray de capilares (este ejemplo
corresponde a una unidad de 48 capilares)

3 Utilice la llave Allen suministrada para colocar los dos tornillos blancos que
sujetan el microarray de capilares en su sitio.

v NJ.;,‘ |

b, !
B
Compartimento superior del instrumento: colocacion de los tornillos de sujecion del
microarray (en la imagen se muestra uno de estos tornillos)

Figura 69
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4 Quite el tornillo de sujecion de la ventana del microarray.

=

Figura70  Compartimento superior del instrumento: desmontaje de la ventana del microarray

5 Dé lavuelta con cuidado a la ventana del microarray de capilares, de modo
gue el conjunto del microarray de capilares quede orientado hacia el lado
derecho del instrumento, en lugar de hacia el lado izquierdo.

Coloqgue la ventana del microarray de capilares en el soporte y presionela
firmemente hasta que quede encajada en su sitio.

No presione ni toque los capilares.

Figura71  Compartimento superior del instrumento: instalacion de la ventana del microarray
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6 Retire el conjunto del microarray de capilares del soporte superior de la
ventana del microarray de capilares.

Figura72  Compartimento superior del instrumento: imagen del conjunto del microarray de capilares tras
la instalacion de la ventana

7 Retire con cuidado la cubierta protectora del conjunto de capilares y vuelva a
colocarla en el soporte situado en la parte superior de la ventana.

Sistemas 5200, 5300 y 5400 Fragment Analyzer Manual del sistema 119
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8 Instale el conjunto del microarray de capilares empujandolo firmemente hacia
el interior de la abertura del cartucho hasta que oiga un chasquido
caracteristico.

! % 4 J
Figura74  Compartimento superior del instrumento: instalacion del conjunto del microarray de capilares
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Sujecion incorrecta del conjunto del microarray de capilares

Si el conjunto del microarray de capilares no esta bien sujeto, sufrira dafos
durante la presurizacion.

v/ Compruebe que el conjunto del microarray de capilares esté bien sujeto.

9 Empuje el elemento deslizante del conector del cartucho de capilares para
fijar el conjunto del microarray de capilares.

Figura75 Compartimento superior del instrumento: elemento deslizante del conector del cartucho de

capilares
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10 Coloque la guia de luz sobre la ventana del microarray utilizando los dos
pasadores de alineamiento.

El agarrador debe quedar orientado hacia el lado derecho del instrumento.

El cable ¢ptico de acero debe estar situado a la izquierda.

L
Figura76  Compartimento superior del instrumento: colocacion de la guia de luz
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11 Utilice la llave Allen suministrada para colocar los dos tornillos de nylon
blancos que fijan la guia de luz a la ventana del microarray.

Figura77  Compartimento superior del instrumento: instalacion de la guia de luz
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Pérdida de tiempo y reactivos

Si el cable de alimentacidn de alta tension de los capilares esta desconectado
del instrumento, aun asi, los pasos de acondicionamiento y bombeo de gel se
llevaran a cabo antes de que el software cancele el método e indique que
existe un error.

v/ Asegurese de que el cable de alimentacion de alta tension esté conectado
antes de iniciar un método.

12 Retire el cable de alta tension del soporte del armazén del microarray y
empujelo firmemente hasta que quede encajado en el conector especifico
para ese cable.

Cable de
alimentacioén de alta
tension

Figura78  Compartimento superior del instrumento: imagen que muestra un microarray de capilares de
48 capilares completamente instalado

13 Revise todos estos puntos para verificar la correcta instalacion del microarray
de capilares:

v/ Base del microarray fijada con dos tornillos de nylon

v Instalacion de la ventana del microarray

v Guia de luz instalada con dos tornillos de nylon

v/ Conjunto de capilares instalado en el cartucho

v’ Elemento deslizante del cartucho en la posicion de bloqueo

v Cable de alta tensién instalado
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14 Cierre la puerta de reactivos y la cubierta superior del instrumento.

Figura 79 Instrumento Fragment Analyzer

Después de instalar un microarray en el sistema Fragment Analyzer, habra que
realizar un alineamiento de los capilares tal como se describe en el capitulo 6,
“Software Fragment Analyzer: menu Utilities (Utilidades)”.
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11 Software Fragment Analyzer: introduccion de
los nombres de las muestras

En este capitulo se ofrece informacion sobre como introducir los nombres de las
muestras en el software Fragment Analyzer.
Introduccion de los nombres de las muestras 127

Introduccidon manual de los nombres de las muestras 127
Importacion de los nombres de las muestras 128

Importacion de los nombres de las muestras con un lector de codigos de
barras 130
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Introduccion de los nombres de las muestras

Introduccion manual de los nombres de las muestras

1 En la pestafia Operation (Funcionamiento), seleccione el nimero de bandeja,
la fila deseada y la celda de la muestra.

2 Enelcampo Sample ID (ID de la muestra), introduzca los nombres de las
muestras que desee.

3 Haga clic en Save tray (Guardar bandeja) o Save selected row (Guardar fila
seleccionada) para guardar el archivo en formato .txt o .csv (Figura 80).

11 5200 Fragment Analyzer controller software
File  Administration  Utilities Help

Operation  Run Status

— park ‘ Buffer ‘ Store

[ 1] | [ 1] | [ 1] |
Sample Tray 1~ ; Capillary Well Sample ID
- Al SampAl
" 000000000000 |; a2 Samph2
8 |000000000000]| [ o T
c|[000000000000]| [ e
0\ OOOO00000000 i
EIQOOOOOOOO0O00|? s sempAs
FIOOOOOOOOOOO0| e >ampAS
60000000 OOOoO0O| |7 A7 SampA7
HOCOOOoO0O00000] |8 Ag SampAg
1 2 3 45 6 7 8 910 112 |9 AS SampAg
Tray name: |Tray—1 | 10 A10 Samphl0
11 Al SampAll
12 Al2 Samphl2
Load from file Saveiray Saveselected row Resetrow Reset tray

Figura 80 Introduccion manual de los nombres de las muestras
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Importacién de los nombres de las muestras

v Los archivos deben estar disponibles en formato .txt o .csv.

v Elformato de los datos debe cumplir los requisitos descritos a continuacion
para que el sistema pueda leer los archivos correctamente.

1 En la pestafia Operation (Funcionamiento), seleccione Load from file (Cargar
desde archivo) para cargar un conjunto de nombres de muestras guardados o
creados previamente.

* Sisetrata de un archivo .txt, los nombres de las muestras deben estar
organizados en una Unica columna

j Sample Template - Notepad

File Edit Format View Help
Testl
Test2
Test3
Testd
Test5
Testb
Test7
Test8
Test9
Testle
Testll
Testl2

Figura 81 Formato de archivo .txt (una Unica columna de nombres, sin nimeros de pocillos ni nimeros
de filas).
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« Sisetrata de un archivo .csy, el formato de las columnas debe ser: nimero
de fila, nimero de pocillo y nombre de la muestra (Figura 82).

A B | C D | E | F G |

1| 1la1 Testl
2 | 2 A2 Test2
3 | 3 A3 Test3
4 | 4 A4 Testd
5 | 5 A5 Test5
6 | 6 A6 Test6
7| 7 A7 Test7?
8 8 A8 Test8
9 | 9 A9 Test9
'IO_ 10 A10 Test10
11_ 11 A1l Testll
12_ 12 A12 Testl2
13| 13 B1 SampleB1
14 14 B2 SampleB2
15| 15 B3 SampleB3
16 | 16 B4 SampleB4
17 17 BS SampleB5
18 | 18 B6 SampleB6
19 19 B7 SampleB7
20 | 20 B8 SampleB8
21| 21 B9 SampleB9
22 | 22 B10 SampleB10
23 | 23 B11 SampleBl]E

' Sheet1 @

Figura82 Formato de archivo .csv: nimero de fila, nimero de pocillo y nombre de la muestra
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Importacién de los nombres de las muestras con un
lector de cédigos de barras

A la hora de importar los nombres de las muestras, un lector de codigos de
barras equivale a un teclado. Durante la lectura de un cédigo de barras, €l
programa buscara en la carpeta Samples (Muestras) un nombre que coincida
con el codigo de barras. Si encuentra un nombre, se importaran el archivo y los
nombres de las muestras correspondientes.

El sistema Fragment Analyzer no incluye ningun lector de codigos de barras.

1 Guarde los archivos con los nombres de las muestras en la carpeta C:\Agilent
Technologies\Samples (Figura 83). Si la carpeta no existe, cree una nueva
carpeta llamada Samples (Muestras). El formato del archivo con los nombres
de las muestras puede ser .txt o .csv (debe cumplir los requisitos descritos en
la seccién “Importacion de los nombres de las muestras” en la pagina 128).

Los archivos con los nombres de las muestras puede crearlos un usuario o
generarlos automaticamente un sistema LIMS.

Py

[ Mame Date modified Type Size

Data 112 4:25 PM File folder
g File folder

File folder

Fragment Analyzer
Methods
Samples File folder

User Manual 1041 File folder

Figura83  Carpeta Samples (Muestras)

Es fundamental que el nombre del archivo sea idéntico al detectado por el
lector de codigos de barras.

Ejemplo:

En la Figura 84, el nombre asociado al codigo de barras es 00060065.
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Figura84  Nombre del cédigo de barras: 00060065

Por lo tanto, el archivo .csv o .txt debe tener como nombre 00060065 y estar
ubicado en la carpeta Samples (Muestras) (Figura 85).

-

MName Type

' Sample Names Template - CSV File - Enter Namesin ..  Microsoft Excel Comma...
|=| Sample Names Template - tzt File Text Document

|= 00DDB006S.bet Text Document

Figura85 Nombre del archivo

2 Enel campo Tray name (Nombre de la bandeja) de la pestafia Operation
(Funcionamiento), seleccione el nombre de la bandeja con el cursor del ratén
(Figura 86).

24 5200 Fragment Analyzer controller software
Eile  Administration  Utilities Help
Operation  Run Status

(L] ] (L] ] (L] ]
SampleTray 1 - S capillary Well Sample ID
hm SampA1
A 00000000009 a2 SampAZ
8 000000000000 | PR e
¢|[000000000000| | 2 e
0IOQOCO00O0OC0O0 e
ElQQOCCOO000Q00| P » SemphS
FIOCOOCOOQOOQO| |° A8 2empAd
1000000000000 |7 A7 SampAT
HCCOCOO000C00] |¢ A SampAg
1 2 3 45 6 7 8 910 1112 (9 AS SampA9
d Tray name: 10 A0 SampA10
n Al SampAll
12 Al2 SampAl12
Load fromfile Savetiray Saveselected row Resetrow  Resef fray

Figura86  Seleccion del nombre de la bandeja
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Introduccion de los nombres de las muestras

Utilice el lector de codigos de barras para escanear el codigo de barras de la
placa.

El nombre del archivo y los nombres de las muestras se importaran
automaticamente desde el archivo .txt o .csv de la carpeta Samples

(Muestras) (Figura 87).

241 5200 Fragment Analyzer controller software
File  Administration  Utilities  Help
Operation | Run Status

SampleTray 1~ 9| capilay  well  SamplelD
a1 Samphl g
~A 900000000000 a2 SempA2
8000000000000 |, - SampA3
c|OOCO00OO00O0o0 A " —
DIOOOOOOOO0O0 "

E|QOQOOOOCOO0O00| “ SampA3
FIOOOOOOOOO0O00)| |® a8 SampAs
GIOOO000OOOO0OCT| |7 A SempAT
000000000000 & A8 SampAg
12345678 9101112 |9 a8 SamphS
ﬂlmyname 10 A1D SampAlD
11 At SampAT1
12 A2 SampA12

Loadfromfle Savetray Saveselectedrow Resstrow  Resettray

Figura 87  Nombres de las muestras tras la importacion
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12 Software Fragment Analyzer: analisis
automatizado

Analisis automatizado con el software Fragment Analyzer 134

Habilitacion del analisis automatizado 135
Monitorizacion del estado de los datos procesados automaticamente 139

En este capitulo se explica el procedimiento para realizar andlisis automatizados
con el software Fragment Analyzer.
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Analisis automatizado con el software
Fragment Analyzer

El andlisis automatizado se realiza mediante el software Fragment Analyzer al
final de un analisis con ProSize. En lugar de tener que abrir un archivo y exportar
los resultados manualmente (por ejemplo, en formato pdf, como tabla de picos,
como tabla de manchas, etc.), esto se hace de forma automatica al final de cada
analisis.

El analisis automatizado resulta adecuado para laboratorios que siempre
analicen el mismo tipo de muestras.

El andlisis automatizado es idoneo para conectar el sistema Fragment Analyzer
a un sistema LIMS. El sistema LIMS puede generar nombres de muestras e
importarlos mediante los codigos de barras de las placas (consulte el

Capitulo 11, “Software Fragment Analyzer: introduccion de los nombres de las
muestras”). El analisis automatizado exporta automaticamente los resultados de
las muestras. Los registros de errores del analisis automatizado se incluyen en
archivos .txt que pueden monitorizarse mediante el sistema LIMS.

El andlisis automatizado no debe utilizarse para muestras cuyas matrices den
lugar a resultados impredecibles (picos amplios y desordenados, mezclas
complejas, bajas cantidades de muestra, etc.).
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Habilitacion del analisis automatizado

1 En el ment desplegable Administration (Administracion), seleccione Results
report setup (Configuracion de los informes de resultados) (Figura 88).

11 5200 Fragment Analyzer controller software
File | Administration | Utilities  Help

Configuration

Results report setup

[T Event report

Error report

Sam
Figura88  Menu Administration (Administracion)

Al hacerlo, se abrird la ventana Automated Report Settings (Ajustes de los
informes automatizados) (Figura 89).

Automated Report Settings - m} *

Enable Automatic Reporting

] POF

[] Standard peak table
[] Atemate peak table
[] Standard flag table
[] Attemate flag table
[] Smear table

[] Advanced flag table
[ Guality table

[] Bectropherograms

Report output path:

Conal

Figura89  Ventana Automated Report Settings (Ajustes de los informes automatizados)
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2

3

Para habilitar el analisis automatico, marque la opcion Enable Automatic
Reporting (Habilitar informes automatizados).

Seleccione las opciones de exportacion que desee (por ejemplo, PDF).

Cada una de las opciones de exportacion, como PDF, Standard peak table
(Tabla de picos estandar), etc., se describen en el capitulo 7, “Exporting Data
from ProSize”, y en el capitulo 8, “Generating Reports from ProSize” del
documento ProSize Data Analysis Software User Manual.

La opcién Report output path (Ruta de destino del informe) sirve para definir
donde deben guardarse los datos exportados. Si este campo se deja vacio,
los datos exportados se guardaran en la carpeta de datos original. Si lo desea,
cree una carpeta de destino en una ubicacion diferente a la carpeta de datos
original.

Para que el andlisis automatizado funcione correctamente, deben cumplirse dos
criterios principales:

El nombre del método en el sistema Fragment Analyzer (utilizado para
adquirir los datos) debe coincidir exactamente con el nombre del archivo de
configuracion en ProSize.

Por ejemplo, si el método utilizado para analizar la muestra es DNF-905-33 -
ADN 1-500 pb, el archivo de configuracion en ProSize también debe tener el
nombre DNF-905-33 - ADN 1-500 pb.

Si no se utiliza un marcador de peso molecular importado, ProSize debe
poder procesar el pocillo del marcador. Si no se lee correctamente el pocillo
del marcador, los datos no se procesaran. Esto significa que el archivo de
configuracion en ProSize debe estar bien configurado, con el fin de que se lea
correctamente el marcador de peso molecular. Esto también implica que el
pocillo del marcador de peso molecular debe ser de alta calidad, sin picos
anomalos ni ausentes.

Por ejemplo, supongamos que se utiliza un marcador de 100 pb en el pocillo
H12, pero en el archivo de configuracion de ProSize se establece que la altura
de pico minima para la integracion del marcador es de 5.000 unidades. En ese
caso, ProSize no leerd correctamente el marcador (es decir, faltardn muchos
elementos del marcador) y el sistema Fragment Analyzer no procesara
automaticamente el archivo (Figura 90).
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Analisis automatizado con el software Fragment Analyzer
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Figura90 Configuracién de la curva de calibracion de ProSize

Si en el archivo de configuracion se establece una altura de pico minima de 500,
ProSize procesara correctamente el marcador de peso molecular y reconocera
todos sus elementos (Figura 91).
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Figura91  Configuracién de la curva de calibracion de ProSize
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Importacion de un archivo de marcador de peso molecular para analisis
automatizado

El sistema Fragment Analyzer utiliza ProSize para realizar el procesamiento
automatizado. Por lo tanto, debe utilizar ProSize para modificar los archivos de
configuracion, que definen cémo se procesan los datos. En el ejemplo anterior,
tendria que cambiar la altura de pico minima de 5.000 a 500 en el archivo de
configuracion utilizando ProSize (y guardar los cambios).

Tanto ProSize como el software Fragment Analyzer le ofrecen la opcion de
utilizar un archivo de marcador de peso molecular importado. Para el
procesamiento automatizado o por lotes, el uso de marcadores de peso
molecular importados ofrece varias ventajas:

« Puede utilizar los 96 pocillos de la placa de muestras, sin necesidad de
reservar el pocillo H12 para el marcador de peso molecular.

+ Unarchivo de marcador de peso molecular guardado y de alta calidad le
permite procesar muchos archivos posteriores sin necesidad de repetir la
calibracion.

+ Un archivo de marcador de peso molecular de alta calidad elimina la
posibilidad de que el procesamiento automatico genere un archivo
defectuoso debido a la mala calidad de un marcador de la placa de muestras
(es decir, un pocillo de marcador con una sefial deficiente, picos ausentes o
una mala resolucion).
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Monitorizacion del estado de los datos procesados
automaticamente

La opcién Results dashboard (Panel de resultados) le permite determinar

rapidamente el estado de los datos tras el procesamiento.

1 Enelmenu desplegable Utilities (Utilidades), seleccione Results dashboard
(Panel de resultados) (Figura 92).

3 5300 Fragment Analyzer controller software

File  Administration | Ulilites | Help

Operation  Run Status Capillary alignment

— o v
Park Bu :
nE " . Prime

Sclution levels

Hardware Testing Screen

Sample Tray 1 - .
Clean reservair vent valve

A .... Results dashboard

Figura92  Menu Utilities (Utilidades)

Se abrird la ventana Results Dashboard (Panel de resultados). Aparecerd una
lista con los archivos de datos (Figura 93).

2 Haga clic con el botén secundario del raton en un archivo.

1 Results Dashboard - O *
Fie | {aPage1of1 = (Y [TE]

) Critical Generation  Individual
RAW File Error Status Error Input Error Error Error

2017 11 14 12h 07m_raw oK

4 i A i
X

Figura 93  Ventana Results Dashboard (Panel de resultados)

a Enelmend, seleccione la opcion View with Prosize (Ver con ProSize) para
abrir y revisar el archivo en ProSize.

b Seleccione Error Log (Registro de errores) para ver los mensajes de error.

En la Tabla 22 se ofrece un resumen de los mensajes de error.
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Tabla22 Mensajes de error de la ventana Results Dashboard (Panel de resultados)
Mensaje Descripcion

Error Status Indica el estado del procesamiento. Si hay algun problema, aparecera el mensaje
(Estado del error)  ISSUES (Problemas).

Critical Error (Error  Significa que: a) el nombre del método no coincide con el nombre del archivo de
critico) configuracién; o b) el archivo del marcador de peso molecular no se ha podido
procesar correctamente.

Input Error (Error - Un usuario solicitd algo que no se pudo generar, como un resumen de indicadores,

de entrada) cuando no se habian establecido condiciones de indicadores, o una tabla de
manchas, cuando el archivo de configuracién no incluia condiciones relativas a las
manchas.

Generation Error  Se produjo algun problema durante la generacion de un archivo (.csv, .pdf o .txt); suele

(Errorde estar asociado a algun error del sistema operativo.
generacion)
Individual Error Existe algun problema que afecta a un capilar especifico, como la falta de un

(Error individual) marcador superior o inferior, o picos de marcadores inusualmente anchos.

Los mensajes de error también se registran en
C:\ProSize data analysis software\Error Log. En la Figura 94 se muestra un
ejemplo de un archivo de registro de errores.

Dado que se trata de un archivo .txt, el error puede monitorizarlo un sistema
LIMS para informar del estado o la precision del procesamiento automatico.

") 201908 29 10H 23M - Notepad

File Edit Format View Help

[File Path]
File Path = "C:\\Agilent Technologies\\Data\\2019 88 29\\18-23-29\\2019 @8 29 16H 23M.rau"

[Critical Error]
Error 4 = "Error on sizing calibration”

Figura 94  Ejemplo de un mensaje de error
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Placas y tubos compatibles con los sistemas Fragment Analyzer 142
Placas con semifaldon para muestras/marcadores

(solo para los sistemas 5200 y 5300) 142

Tira de tubos de 0,2 ml (solo para los sistemas 5200 y 5300) 143

Placas de tampdn/residuos (para sistemas 5200, 5300 y 5400) 144

Placas con faldon completo para muestras/marcadores

(para los sistemas 5200, 5300 y 5400) 145
Programa de mantenimiento preventivo 146

Mantenimiento diario 146
Mantenimiento mensual 146
Mantenimiento segun las necesidades para restablecer el rendimiento de la

separacion 147
Limpieza del microarray de capilares 148

Método A: Comprobacién del flujo con agua de calidad para CE 149

Método B: Inmersion de las puntas/los electrodos del microarray de capilares en
agua caliente (65-93 °C) 152

Método C: Limpieza de los electrodos y de las puntas y las paredes de los
capilares 153

Lavado largo de acondicionamiento 157
Limpieza de la valvula de venteo del cartucho 158
Limpieza de la ventana del microarray de capilares 159

Almacenamiento prolongado del microarray de capilares 161

Uso de la estacion de acoplamiento de microarrays 1671

En este capitulo se proporciona informacion adicional sobre los procedimientos
de mantenimiento y la configuracion del sistema.

Sinecesita asistencia, péngase en contacto con su representante del servicio de
soporte de Agilent.
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Placas y tubos compatibles con los sistermas
Fragment Analyzer

Las placas enumeradas en esta seccion garantizaban la compatibilidad en el
momento de finalizar la revision de este manual. Los fabricantes de placas
pueden realizar cambios que provoquen incompatibilidades.

Placas con semifaldén para muestras/marcadores
(solo para los sistemas 5200 y 5300)

Los sistemas 5200/5300 Fragment Analyzer funcionan con placas de PCR
Eppendorf twin.tec de 96 pocillos con semifalddn que presentan dimensiones
especificas (n.° ref. 951020303 de Eppendorf, varios colores).

No se recomienda utilizar placas de PCR sin faldon en los sistemas Fragment
Analyzer, ya que tienden a deformarse o combarse y, por lo tanto, pueden
interferir con la inyeccion correcta de las muestras.

Dimensiones incorrectas de las placas

El sistema Fragment Analyzer requiere placas con las siguientes dimensiones:
123,7 x 82,2 x 19,7 mm (longitud x anchura x altura). Plataforma con
semifaldon: 9,1 mm.

El uso de placas de PCR con dimensiones diferentes puede reducir la calidad y

la uniformidad de las inyecciones. También podrian producirse dafios en las
puntas del cartucho del microarray de capilares.

v/ Utilice unicamente placas con las dimensiones correctas.

v Si usa placas distintas de las especificadas anteriormente, asegurese de
que cumplan los requisitos.
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Tira de tubos de 0,2 ml (solo para los sistemas
5200y 5300)

Los sistemas 5200/5300 Fragment Analyzer estan disefiados para funcionar con
tiras de tubos especificas cuando se utiliza el portabandejas F1300-107 para
tiras de 12 viales (se vende por separado). En la Tabla 23 se proporciona una
lista de tiras de tubos aprobadas.

El uso de tiras de tubos de PCR con dimensiones diferentes a las de los tubos
recomendados a continuacion puede reducir la calidad y la uniformidad de las
inyecciones. También podrian producirse dafios en las puntas del cartucho del
microarray de capilares.

Tabla23 Lista de tiras de tubos aprobadas

Elemento Proveedor/N.° de referencia  Descripcion
Tirade 12 tubos de PCR de 0,2 ml  Fisher Scientific/AB-1113 Tira de 12 tubos de 0,2 ml Thermo Scientific ABgne
Tira de 8 tubos de PCR de 0,2 ml Fisher Scientific/AB-266 Tira de 8 tubos de 0,2 ml Thermo Scientific ABgne

Sistemas 5200, 5300 y 5400 Fragment Analyzer Manual del sistema 143



13 Mantenimiento y resolucién de problemas
Placas de tampén/residuos (para sistemas 5200,
5300y 5400)
Los sistemas 5200/5300/5400 Fragment Analyzer utilizan una placa especifica
de 96 pocillos profundos (31 mm de altura) suministrada por Fisher Scientific
(n.° de referencia 12-566-120) como placa de tampdn y residuos. Esta placa
especifica, mostrada en la Tabla 24, debe utilizarse con el instrumento
(se suministran dos placas durante la instalacién).
No se deben utilizar placas estandar de 96 pocillos con pocillos profundos de
1 ml, llanos o cuadrados de T ml como placas de tampoén/residuos en el sistema
Fragment Analyzer, ya que se produciran dafios en el microarray de capilares.
Si estas placas especificas para tampon/residuos no se pueden obtener
directamente del fabricante, también se pueden adquirir directamente a través
de Agilent.
Tabla24 Lista de placas de tampon/residuos

Elemento Proveedor/N.° de referencia  Descripcion

Placas de 96 pocillos para Fisher Scientific/12-566-120  Microplacas de polipropileno Fisherbrand DeepWell de 96

tampon/residuos pocillos; capacidad del pocillo: 1 ml
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Placas con faldén completo para muestras/marcadores
(para los sistemas 5200, 5300 y 5400)

El sistema 5400 Fragment Analyzer esta disefiado para funcionar
exclusivamente con placas de PCR con faldén completo. Este instrumento se
suministra con un juego especial de adaptadores para placas: F1350-001 - Full
Skirt Tray Carrier (F1350-001 - Portabandejas con faldon completo).

El sistema 5400 Fragment Analyzer no funcionara correctamente con placas con
semifaldén. Sin embargo, los sistemas 5200 y 5300 Fragment Analyzer ofrecen

la opcién de utilizar placas con faldéon completo o con semifaldon, siempre que

se disponga del adaptador adecuado para el cajon.

Si utiliza un sistema 5200 o 5300, puede adquirir adaptadores para placas con
faldén completo para sustituir los adaptadores para placas con semifaldon que
se incluyen de serie con el instrumento. Si lo hace, debera adquirir el juego
completo para usar en el instrumento Unicamente placas de un tipo o de otro.
Este es el nimero de referencia del adaptador: M1300-109 — DRAWER
ADAPTER-FULL SKIRT 96 WELLPLATES (M1300-109 — ADAPTADOR DE CAJON
PARA PLACAS DE 96 POCILLOS CON FALDON COMPLETO).

Placas con faldén completo compatibles:

Placas de PCR Eppendorf twin.tec LoBind de 96 pocillos con faldén (Fisher
Scientific, n.° de referencia E0030129512)

El uso de placas de PCR con dimensiones diferentes a las de las placas
recomendadas anteriormente puede reducir la calidad y la uniformidad de las
inyecciones. También podrian producirse dafios en las puntas del cartucho del
microarray de capilares.
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Programa de mantenimiento preventivo

Mantenimiento diario

v’ Vacie la botella de residuos y la bandeja de residuos.
v’ Reponga el tampodn de entrada en la bandeja de tampon.
v’ Si es necesario, sustituya la disolucion de tampodn de lavado.

v/ Asegurese de que haya solucion de acondicionamiento capilar en la
ubicacion de la botella de solucién de acondicionamiento.

v’ Asegurese de que haya gel/tinte en la ubicacion de la botella de gel.

Mantenimiento mensual

v Sustituya las placas de tampon y residuos por otras nuevas.
v Sustituya la solucion de almacenamiento capilar y la placa*.

v Sustituya las botellas de gel y solucion de acondicionamiento por otras
nuevas.

v’ Limpie los tapones del gel y de la solucion de acondicionamiento con
isopropanol o etanol.

v Inspeccione la valvula de venteo del cartucho en busca de gel seco y limpiela
Si es necesario.
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Mantenimiento segun las necesidades para restablecer
el rendimiento de la separacién

v Vierta 0,6 ml de NaOH 0,5 N en cada pocillo de una placa de pocillos
profundos (fila A para 12 capilares, filas A-D para 48 capilares y todas las filas
para 96 capilares). Cologue esta placa en la bandeja de residuos y lave el
cartucho del microarray de capilares, primero con NaOH 0,5 Ny después con
solucion de acondicionamiento capilar, tal como se describe en la seccién
“Limpieza del microarray de capilares” en la pagina 148**.

* En laboratorios con condiciones ambientales de baja humedad o temperaturas mas calidas, puede ser
necesario sustituirlas con mayor frecuencia (es decir, cada 1-2 semanas).

** Esta limpieza también se puede realizar como parte de un programa de limpieza rutinario semanal o
quincenal rutinario.
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Limpieza del microarray de capllares

En ocasiones, puede ser necesario llevar a cabo tareas de resolucion de
problemas en el microarray de capilares. Esto puede abarcar diversos
problemas, como obstrucciones fisicas, retardos en la migracion (deficiencias de
acondicionamiento) y contaminacion.

Como norma habitual, existen cuatro procedimientos para limpiar/lavar un
microarray de capilares con el fin de mejorar su rendimiento debido a los
problemas mencionados anteriormente.

La mayor parte de las obstrucciones se deberan a reactivos secos en las puntas
de los capilares en el lado de la placa. Los métodos de inmersion de las puntas
que se indican a continuacion son los mas eficaces para eliminar estas
obstrucciones.

+ Método A: Comprobacion del flujo con agua de calidad para CE.

+ Método B: Remojo de las puntas (inmersion de las puntas/los electrodos del
microarray de capilares en agua caliente (65-93 °C)).

+ Método C: Lavado y remojo con NaOH 0,5 N para limpiar los electrodos y las
puntasy las paredes de los capilares

+ Lavado largo de acondicionamiento: suele consistir en un lavado de entre 10
y 20 minutos con solucion de acondicionamiento para ayudar a recubrir las
paredes de los capilares y facilitar que la migracién sea uniforme (no es un
método predefinido del software FA).

En algunos casos, puede ser necesario combinar dos 0 mas de los métodos
descritos a continuacion.
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Método A: Comprobacion del flujo con agua de calidad

para CE

Si se sospecha que un microarray de capilares tiene algun capilar obstruido, el

primer paso es lavar el microarray con agua de calidad para CE.

1 En la pestafia Operation (Funcionamiento) de la ventana principal, seleccione

la opcion Add to queue (Afadir a la cola) de la seccién Capillary Array —
Conditioning (Acondicionamiento del microarray de capilares).

2 En la ventana Select Conditioning Method (Seleccionar método de
acondicionamiento), seleccione el método Method A Flush - Water - 10 min

200 psi.mthdc (Método A de lavado - Agua - 10 min 200 psi.mthdc) en el men
desplegable.

3 Haga clic en Edit (Editar) para asegurarse de que el método coincide con los
parametros que se muestran en la Figura 95.

Step #1
Fill pressure

Flow rate

[ Step #2

[] Step #3

200

200

200

200

Conditioning Method: Method A Flush - Water - 10 min 200 psi

Solution | Gel2 ~
Psl Time 100 2 min.
S ouus  Tray | Waste | Row |A
Conditioning

10.0 =
Waste A
Conditioning
1.0 =
Waste A
Ok Cancel
Restore defaults

Figura 95 Pardmetros de acondicionamiento correspondientes al método Method A Flush - Water - 10

min 200 psi.mthdc (Método A de lavado - Agua - 10 min 200 psi.mthdc)

4 Sjes necesario, ajuste el método conforme a los parametros que se muestran
en la Figura 95 (si se trata de un instrumento de 96 capilares, el parametro

Row (Fila) no se podra editar).
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5 Seleccione OK (Aceptar).

6 Vuelva a hacer clic en OK (Aceptar) para afiadir el método a la cola de
métodos.

7 Abra el cajon de residuos (el segundo cajon desde arriba) y coloque una placa
vacia de 96 pocillos profundos en el soporte para placas.

8 Abrael compartimento lateral del sistema Fragment Analyzer para sustituir la
botella de gel 2 por una botella que contenga agua de calidad para CE.

Volumen minimo de solucion necesario para ejecutar el método A de lavado:
* =12 ml para un microarray de 12 capilares.
+ =27 ml para un microarray de 48 capilares.
* >43 ml para un microarray de 96 capilares.

9 Cierre la puerta del compartimento lateral del instrumento y pulse el icono de
inicio en la cola de métodos para ejecutar el método de acondicionamiento
capilar.

10 Una vez completado el método de acondicionamiento del microarray de
capilares, abra el cajon de residuos y retire la placa de 96 pocillos profundos.

11 Compruebe el volumen de agua presente en cada uno de los pocillos
utilizados para el lavado.

Para un lavado de 10 minutos, deberia haber unos 150 pl de agua de calidad
para CE en cada pocillo.

Sialgun pocillo tiene una cantidad sensiblemente menor o no tiene agua, se
recomienda llevar a cabo el método B o C.
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Si en cada pocillo de la placa de residuos hay una cantidad similar de agua:

1 Retire la placa de 96 pocillos profundos del cajon de residuos y sustituyala
por el recipiente de residuos abierto.

2 Abra el compartimento lateral del instrumento Fragment Analyzer y

asegurese de que haya solucion de acondicionamiento y gel de separacion

para realizar un método de acondicionamiento completo.

Step #1
Fill pressure

Flow rate

Step #2
Fill pressure

Flow rate

[] Step #3

280

200

280

200

Conditioning Method: Full Conditioning

Pl

uL/s

Pl

uL/s

Solution

Tray

Solution

Tray

Conditioning -
Time 3.0 2 min.
Waste w Row |A
Gel1 v
Time 3.0 2 min.
Waste w Row |A
Conditioning
1.0 =
Waste A
Ok Cancel
Restore defaults

Figura96  Editor de métodos de acondicionamiento

3 Lleve a cabo un analisis de separacion para confirmar que todos los capilares
estan generando sefiales.
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Método B: Inmersidn de las puntas/los electrodos del
microarray de capilares en agua caliente (65-93 °C)

Pulse el icono Park (Estacionamiento) en la ventana de la pantalla principal
para volver a colocar la placa en el cajon correspondiente y situar la
plataforma en la parte inferior del instrumento.

Llene una placa de 96 pocillos profundos con 1T ml de agua caliente (entre 65
y 93 °C) para remojar las puntas del microarray de capilares.

« Para un microarray de 12 capilares, llene cada pocillo de la fila A de una
placa de 96 pocillos profundos con 1 ml de agua caliente.

+ Para un microarray de 48 capilares, llene cada pocillo de las filas A-D de
una placa de 96 pocillos profundos con T ml de agua caliente.

+ Para un microarray de 96 capilares, llene todos los pocillos de una placa de
96 pocillos profundos con 1T ml de agua caliente.

Abra el cajon de tampon (el primer cajon desde arriba) y coloque la placa de
96 pocillos profundos llena de agua caliente en el espaciador de placas.

Cierre bien el cajon de tampon.

En la ventana de la pantalla principal, localice los iconos de posicionamiento
de la pestafia Operation (Funcionamiento). Seleccione el icono Buffer
(Tampon) para colocar la placa debajo del microarray de capilares.

Deje el microarray de capilares a remojo durante 15 minutos (como minimo) y
una hora (como maximo).

Pulse el icono Park (Estacionamiento) para devolver la placa de 96 pocillos
profundos al cajon de tampdn y coloque la plataforma en posicion de reposo
en la parte inferior del instrumento.

Lleve a cabo el método A descrito en este capitulo para comprobar el flujo de
solucion a través de cada capilar, o proceda directamente con el método C.

Sistemas 5200, 5300 y 5400 Fragment Analyzer Manual del sistema 152



13

ADVERTENCIA

Mantenimiento y resolucién de problemas

Método C: Limpieza de los electrodos y de las puntas y
las paredes de los capilares

Disolvente peligroso

El NaOH 0,5 N es corrosivo y la manipulacién de este disolvente puede
entrafar riesgos para la salud y la seguridad. Provoca quemaduras graves en
los ojos y la piel.

v Evite el contacto con los ojos, la piel o la ropa.
v Utilice proteccion ocular y guantes impermeables.

v/ Consulte la ficha de datos de seguridad para conocer todas las
advertencias y precauciones antes de usar esta sustancia.

El protocolo de limpieza del método C tiene varios fines; entre ellos, la
eliminacion de obstrucciones, la descontaminacion y la renovacién/limpieza de
las paredes de los capilares. Es importante que la solucién de NaOH no esté en
contacto con los capilares durante periodos extensos, ya que esto puede dafiar
los propios capilares. Por este motivo, el lavado del método C predefinido en el
software incluye un lavado de acondicionamiento a continuacion del paso

con NaOH.

El método Method C — 0.5 N NaOH — 10 min 200 psi.mthdc (Método C - NaOH
0,5N-10 min 200 psi.mthdc) es idéneo para despejar los capilares obstruidos,
restablecer las condiciones normales de separacion y eliminar la contaminacion
de los sistemas Fragment Analyzer. La parte de este procedimiento de limpieza
en la que se sumergen las puntas en NaOH es muy importante para eliminar la
contaminacion presente en las puntas de los capilares, especialmente la
contaminacion por ribonucleasa, que puede existir si el usuario utiliza kits para
ARN 'y ADN.

1 Limpie los tapones de las botellas de solucion de acondicionamiento, gel
1y gel 2 con isopropanol o etanol.

2 Abra el compartimento lateral del sistema Fragment Analyzer y sustituya la
botella de gel 2 por una botella que contenga NaOH 0,5 N.
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Los volumenes minimos necesarios de solucion que se indican a
continuacion son solo para el primer paso del lavado del método C
(presurizacién durante 10 minutos con NaOH en la linea del gel 2). Si realiza el
paso de purga con NaOH de las lineas de liquido, afiada 2,5 ml por cada purga
habilitada:

* =12 ml para un microarray de 12 capilares.
+ =27 ml para un microarray de 48 capilares.
* >43 ml para un microarray de 96 capilares.

Si no hay problemas de contaminacion y esta utilizando el método C para
facilitar el restablecimiento del rendimiento de los capilares, puede omitir los
pasos 3y 4 de purga y proseguir inmediatamente con el paso 5.

3 Enel menu Utilities (Utilidades), seleccione Prime (Purga). Marque las casillas
situadas junto a las lineas que se deban purgar. Para la descontaminacion,
recomendamos purgar las tres lineas de liquido. Puede colocar todas las
lineas que necesite purgar con NaOH en una misma botella de NaOH 0,5 N sin
enroscar los tapones. Esto resultara mas sencillo que llenar tres botellas
distintas con NaOH.

4 Seleccione OK (Aceptar) para purgar las lineas de liquido seleccionadas con
NaOH.

5 Cologue una botella nueva con solucion de acondicionamiento en la posicion
de la solucién de acondicionamiento.

Los volumenes minimos necesarios de solucion son solo para el segundo
paso del lavado del método C (presurizacion durante 10 minutos con solucion
de acondicionamiento en la linea de acondicionamiento). Asegurese de afiadir
al menos 2,5 ml adicionales de solucion de acondicionamiento a esta linea si
va a realizar un paso de purga antes del lavado.

Volumenes minimos de solucion:

+ =12 ml para un microarray de 12 capilares.
+ =27 ml para un microarray de 48 capilares.
+ =43 ml para un microarray de 96 capilares.

6 En la pestafia Funcionamiento situada en la ventana principal, seleccione
Anadir a la cola en el menu de comandos Capillary Array — Conditioning
(Acondicionamiento del microarray de capilares).

7 Enlaventana Select Conditioning Method (Seleccionar método de
acondicionamiento), seleccione el método Method C Flush - 0.5 N NaOH - 10
min 200 psi.mthdc (Método C de lavado - NaOH 0,5 N - 10 min 200 psi.mthdc)
en el menu desplegable.
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8 Haga clic en Edit (Editar) para asegurarse de que el método coincide con los
parametros que se muestran en la Figura 97.

| Step #1 Solution |Gel 2 -
Fill pressure (200 = psi Time [10.0 = min.
Flowrate |200 S ouys  Tray | waste ~| Row A »
| [ step#2 Solution | Conditioning =
Fill pressure (200 = psi Time [10.0 = min.
Flowrate |200 S ouys  Tray | waste ~| Row A »
[] Step #3 Conditioning
0 = 1.0 =
1 S Waste A
Ok Cancel
Restore defaults

Figura 97  Parametros de acondicionamiento correspondientes al método MMethod C Flush - 0.5 N
NaOH - 10 min 200 psi.mthdc (Método C de lavado - NaOH 0,5 N - 10 min 200 psi.mthdc)

9 Siesnecesario, ajuste el método conforme a los parametros que se muestran
en la Figura 97 (si se trata de un instrumento de 96 capilares, el pardmetro
Row (Fila) no se podra editar).

10 Seleccione OK (Aceptar).

11 Vuelva a hacer clic en OK (Aceptar) para afiadir el método a la cola de
métodos.

La parte de este procedimiento de limpieza en la que se sumergen las puntas en
NaOH es muy importante para eliminar la contaminacion presente en las puntas
de los capilares, especialmente la contaminacion por ribonucleasa, que puede
existir si el usuario utiliza kits para ARN y ADN.

12 Abra el cajon de residuos (el segundo cajon desde arriba) y cologque en el
soporte una placa de 96 pocillos profundos con 0,6 ml de NaOH 0,5 N: en
cada pocillo de la fila A, para un microarray de 12 capilares; en cada pocillo de
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las filas A-D, para un microarray de 48 capilares; o en los 96 pocillos, para un
microarray de 96 capilares.

13 Cierre la puerta del compartimento lateral del instrumento y pulse el icono
verde de inicio en la cola de métodos para ejecutar el método de
acondicionamiento capilar.

14 Una vez completado el método de acondicionamiento del microarray de
capilares, abra el cajon de residuos y retire la placa de 96 pocillos profundos.
Compruebe el volumen de solucién presente en cada uno de los pocillos.

Los pocillos de la bandeja de residuos estaran llenos. Asegurese de que todos
los pocillos tengan una cantidad similar de residuos.

15 Vacie la placa de 96 pocillos profundos en una zona adecuada para la
eliminacion de residuos acuosos y devuélvala al cajon de residuos (el
segundo cajon desde arriba).

El NaOH 0,5 N es corrosivo
El NaOH 0,5 N puede dafar el microarray de capilares.

v/ Una vez finalizados los protocolos de limpieza, realice un lavado de
acondicionamiento completo (con gel como ultimo paso) o continte con el
siguiente método de separacion. El gel de separacion es el reactivo que
presenta mejores propiedades para permanecer en los capilares durante
periodos largos de tiempo.

Cuando se recomienda realizar lavados de acondicionamiento, es importante
utilizar solucién de acondicionamiento con una concentracion 1x. El uso de un
reactivo que no sea solucion de acondicionamiento para preparar los capilares
puede reducir la calidad de la separacion.
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Lavado largo de acondicionamiento

Si la migracion se ve afectada por retardos o manchas, realice un lavado largo de
acondicionamiento de entre 10 y 20 minutos de duracion, ademas del lavado del
método C.

Aungue no se trata de un método predefinido, se puede afiadir manualmente.

1 Vaya a la seccion Capillary Array — Conditioning (Acondicionamiento del
microarray de capilares) y haga clic en Edit method (Editar método).

2 Cologue un volumen suficiente de solucidn de acondicionamiento en la
posicion correspondiente a esa solucion.

3 Asegurese de que haya un recipiente vacio en la posicion de residuos.

4 Afada a la cola el método, que Unicamente consistira en un lavado con
solucion de acondicionamiento durante 10-20 minutos.

5 Ejecute el método.

Este proceso puede modificar los ajustes predeterminados del método de
acondicionamiento que se esté editando (método de acondicionamiento
predeterminado, método A, etc.).

Si no conoce los ajustes originales, haga clic en Restore Defaults (Restablecer
valores predeterminados) antes de utilizar estos métodos de acondicionamiento
la proxima vez.
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Limpleza de la valvula de venteo del cartucho

Con el tiempo, la valvula de venteo del cartucho puede obstruirse y requerir
limpieza. El instrumento Fragment Analyzer cuenta con una valvula de venteo del
cartucho con conector Luer-Lok y una jeringa, lo que le permite limpiar la valvula
utilizando el comando Clean reservoir vent valve (Limpieza de la valvula de venteo
del cartucho) del menu Utilities (Utilidades).

1 Enel menu Utilities (Utilidades), seleccione Clean reservoir vent valve (Limpieza
de la valvula de venteo del cartucho).

Se abrird la ventana Clean Reservoir Vent Valve (Limpieza de la valvula de
venteo del cartucho) (Figura 98).

Clean Reservoir Vent Valve *

To clean the reservoir vent valve:
1. Fill 10 mL syringe with 7 mL of DI Water and attach the syringe to
e
Reservair Vent Valve Luer Lock fitting,

2. Depress the syringe to flush DI Water through the Valve and
Reservoir.

3. Remaove the syringe from the Luer Lock fitting and fill syringe with
10 mL of air.

4, Attach the syringe to the Reservoir Vent Valve Luer Lock fitting and
depress to flush air through the Valve and Reservair,

5. Click "OK" and Run a Separation Method.

Figura98 Ventana Clean Reservoir Vent Valve (Limpieza de la valvula de venteo del cartucho)

2 Siga las instrucciones que aparecen en pantalla para limpiar la valvula de
venteo del cartucho.

A la hora de llevar a cabo el lavado recomendado de la valvula de venteo, a veces
es necesario realizar el procedimiento mas de una vez. Llenar la jeringa con agua
varias veces antes del lavado final con aire puede ayudar a fragmentar los restos
que haya en la valvula. En casos especialmente complicados, también se
recomienda afiadir un lavado con una solucion de NaOH 0,5 N antes del lavado
con agua y aire.
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Limplieza de la ventana del microarray de
capllares

1 Abra la puerta lateral y la cubierta del instrumento Fragment Analyzer.
2 Retire la guia de luz de la ventana del microarray.

3 Utilice un pincel pequefio de nylon o una toallita Kimwipe para limpiar
suavemente el polvo de la ventana mientras esté seca. Pase el pincel por la
ventana de izquierda a derecha o de derecha a izquierda, pero no de arriba
abajo.

El polvo suele acumularse en los capilares debido a la electricidad estatica y se
puede eliminar facilmente con este paso. Si se necesita una limpieza mas
intensa, siga los pasos 4-9.

4 Utilice la herramienta de desmontaje del conjunto del microarray de capilares
para extraer el extremo del conjunto del microarray de capilares. Coloque el
conjunto en la cubierta protectora suministrada.

5 Retire la ventana del microarray de capilares de su soporte. No toque la
ventana del microarray.

6 Cologue la ventana del microarray de capilares encima de un trozo de papel
absorbente, tal como se muestra en la Figura 99.
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Figura 99  Ventana del microarray de capilares encima de un trozo de papel absorbente.

7 Utilice un pulverizador lleno con una solucion de isopropanol o etanol al 70 %
para rociar suavemente la ventana del microarray de capilares.

8 Utilice un pincel pequefio de nylon para cepillar suavemente los capilares en
una sola direccion mientras aun estén humedos. Como alternativa, puede
usar una toallita Kimwipe para secar la ventana del microarray.

Es importante dejar que los capilares se sequen al aire antes de volver a colocar
la guia de luz. La gufa de luz puede provocar la evaporacion de la solucion
alcohdlica y su posterior condensacion en el filtro de vidrio situado detras de la
ventana del microarray.

9 Reinstale la ventana del microarray de capilares, el conjunto y la guia de luz.
10 Realice una separacion en el instrumento Fragment Analyzer.

11 Una vez que haya terminado, compruebe el alineamiento de los capilares en
Utilities (Utilidades) > Capillary alignment (Alineamiento de capilares). Si es
necesario, realinéelos.
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Almacenamiento prolongado del microarray de
capllares

Se considera como almacenamiento prolongado todo periodo superior a dos
semanas en el que no haya uso. Existen dos métodos de almacenamiento de un
microarray de capilares durante un periodo prolongado de tiempo.

Dejar el microarray de capilares instalado en el instrumento (recomendado en
la mayoria de los casos).

Sustituya la solucion de almacenamiento capilar cada mes; en climas secos,
puede ser necesario cambiar la solucion de almacenamiento capilar con
mayor frecuencia (es decir, cada una o dos semanas).

Utilice la estacion externa de acoplamiento de microarrays que se incluye
como parte del kit de accesorios de todos los instrumentos Fragment
Analyzer nuevos.

Uso de la estacion de acoplamiento de microarrays

Retire el microarray de capilares del instrumento. Para obtener instrucciones
detalladas, consulte el capitulo 10, “Microarray de capilares del sistema
Fragment Analyzer”.

Coloque la base de la bandeja dentro de la estacion de acoplamiento de
microarrays, tal como se muestra en la Figura 100.

Figura 100 Estacion de acoplamiento de microarrays con la base de la bandeja instalada
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3 Coloque una bandeja de 96 pocillos profundos (n.° de referencia P60-20 de
Agilent 0 12-566-120 de Fisher) en la estacién de acoplamiento de
microarrays con la base de la bandeja (Figura 101).

* Microarray de 12 capilares: llene Unicamente la fila A con 1,0 ml de
solucion de almacenamiento.

* Microarray de 48 capilares: llene Unicamente las filas A-D con 1,0 ml de
solucion de almacenamiento.

+ Microarray de 96 capilares: llene todas las filas con 1,0 ml de solucién de
almacenamiento.

Figura 101 Estacion de acoplamiento de microarrays con una bandeja de 96 pocillos profundos

4 Coloque el microarray de capilares en la estacion de acoplamiento de
microarrays utilizando los cuatro orificios para patas como guias. Para los
microarrays de 12y 48 capilares, asegurese de que las puntas de los
capilares queden en el lado de la bandeja que contiene la solucion de
almacenamiento, y no al aire libre.

5 Coloque los dos tornillos blancos como se muestra en la Figura 102 para
sujetar el microarray de capilares en su sitio.
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Figura 102 Estacion de acoplamiento de microarrays con un microarray de capilares instalado

6 Llene el vial de vidrio suministrado con 20 ml de solucion de almacenamiento
capilar y coloquelo en el dispositivo de almacenamiento del eje del
microarray.

Figura 103 Dispositivo de almacenamiento del eje del microarray (la botella del ejemplo no contiene
solucién de almacenamiento)

7 Deslice el dispositivo de almacenamiento del eje del microarray por el brazo
lateral del microarray de capilares, situado a la izquierda de la ventana del
microarray de capilares, y apriete el tornillo de bloqueo para fijarlo en su sitio,
tal como se muestra en la Figura 104.

Para ver una imagen completa del microarray con el dispositivo de
almacenamiento del eje del microarray instalado, consulte la Figura 105.
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Almacenamiento prolongado del microarray de capilares

Figura 104 Instalacion del dispositivo de almacenamiento del eje del microarray

8 Retire el eje de salida del microarray de capilares del tapon negro de
almacenamiento y coloquelo en el dispositivo de almacenamiento del eje del
microarray, tal como se muestra en la Figura 105.
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Figura 105 Estacion de acoplamiento de microarrays con un microarray instalado

9 Sustituya la solucién de almacenamiento capilar cada mes; en climas secos,
puede ser necesario cambiar la solucion de almacenamiento capilar con
mayor frecuencia (es decir, cada una o dos semanas).

En funcién del tamafio del microarray de capilares, el dispositivo de
almacenamiento del eje del microarray dispone de tapones de dos tamafos
diferentes para el vial de vidrio. El tapdn con la abertura mas pequefia se utiliza
para microarrays de 12 capilares, mientras que el tapon con la abertura mas
grande es para microarrays de 48 0 96 capilares.
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Sistema 5400 Fragment Analyzer 167

Asignacion de los cajones 168

Consideraciones importantes sobre el sistemay el flujo de trabajo 169
Andlisis de datos automatizado con el sistema 5400 Fragment Analyzer 172
Especificaciones de comunicacion del sistema 5400 Fragment Analyzer 173
Configuracion de automatizacion del sistema 5400 Fragment Analyzer 174
Comandos de automatizacion y mensajes de error del sistema 5400 177
Modo de simulacion del sistema 5400 Fragment Analyzer 180

Ejemplo de una secuencia de funcionamiento del sistema 5400 Fragment
Analyzer 183
Soporte técnico para el sistema 5400 Fragment Analyzer 185

En este capitulo se proporciona informacién adicional sobre los nimeros de
referencia, los procedimientos de mantenimiento y la configuracion del sistema.

Sistemas 5200, 5300 y 5400 Fragment Analyzer Manual del sistema 166



14

Sistema 5400 Fragment Analyzer

Sistema 5400 Fragment Analyzer

Este capitulo solo resulta relevante para los clientes que hayan adquirido el
sistema 5400 Fragment Analyzer.

El sistema 5400 Fragment Analyzer esta disefiado para permitir la conexion de
un sistema robotico externo y la interaccion con este. Cada uno de los cajones
del sistema 5400 Fragment Analyzer se extrae o se introduce mediante
comandos remotos en serie. Todos los métodos, pasos de acondicionamientoy
movimientos de la plataforma del sistema Fragment Analyzer se pueden
controlar mediante comandos remotos, lo que permite un uso prolongando del
instrumento sin supervision.

El sistema 5400 Fragment Analyzer también se puede utilizar como analizador
independiente en el modo de funcionamiento normal. Para utilizarlo como
analizador independiente, no se requiere ningun tipo especial de configuracion o
comandos: basta con usarlo como un sistema Fragment Analyzer estandar. Sin
embargo, tenga en cuenta que existen algunas pequefias diferencias en la
asignacion de los cajones de este instrumento con respecto a un sistema
Fragment Analyzer estandar, tal como se describe en las siguientes secciones.

La informacion proporcionada en la seccion Mantenimiento y resolucion de
problemas también se aplica a este sistema Fragment Analyzer especifico.
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Asignacion de los cajones

En el sistema 5400 Fragment Analyzer existe una asignacion especifica de los
cajones, tal como se muestra a continuacion en la Figura 106.

Los cajones estan etiquetados de arriba abajo de la siguiente forma:
« B (tampon).
« W (residuos).

* M (marcador; también se utiliza como cajon de lavado para los kits
cuantitativos del sistema Fragment Analyzer).

« S (almacenamiento).
+ 1 (bandeja de muestras 1; cajén Unico para cargar placas de muestras).

W :
1

B (tampdn). -

W (residuos). L —)

M (marcador, también se utiliza —

como cajén de lavado) P (

S (almacgnamiento). P

1 (bandeja de muestras)

Figura 106 Puntos de acceso del sistema Fragment Analyzer
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Elemento

Placas de
tampon/96 pocillos

Sistema 5400 Fragment Analyzer

Consideraciones importantes sobre el sistema y el flujo
de trabajo

En esta seccion se tratan aspectos importantes del funcionamiento del sistema
5400 Fragment Analyzer que deben tenerse en cuenta al configurar flujos de
trabajo experimentales con el sistema.

Informacién de la placa de tampén

El sistema 5400 Fragment Analyzer utiliza las mismas placas de tampdn
especificas de 96 pocillos profundos (31 mm de altura) que el instrumento
Fragment Analyzer. Las placas se pueden adquirir a través de Fisher Scientific o
directamente de Agilent. Estas placas especificas deben utilizarse con el
instrumento (se suministran dos placas durante la instalacion).

Tabla25 Lista de placas de tampén

Proveedor autorizado/Nimero de  Descripcion

referencia

Fisherbrand/12-566-120 Microplacas de polipropileno Fisherbrand DeepWell de 96 pocillos;
capacidad del pocillo: 1 ml

Agilent/P60-20 Bandeja de tampdn de 96 pocillos para sistemas Fragment

Analyzer, caja de 50 uds.
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Elemento

Placas de residuos

Elemento

Placas de PCR para
muestras, marcadores y

solucion de

almacenamiento (con

faldén completo)

Sistema 5400 Fragment Analyzer

Informacion de la placa de residuos

El sistema 5400 Fragment Analyzer utiliza un cartucho abierto especifico de
polipropileno como placa de residuos. Esta placa ofrece una estructura sélida de
la pared para la manipulacion robdtica y, al tiempo, un volumen suficiente para
realizar ciclos repetidos de analisis antes de tener que vaciarla o cambiarla.

Tabla26 Lista de placas de residuos

Proveedor autorizado/Ntmero de Descripcion

referencia

Seahorse Bioscience/200686-100 o Cartucho de polipropileno Seahorse con una Unica
Fisher Scientific/NC0254486 cavidad, 170 ml, geometria de la base de 12 columnas,

30,6 mm de altura, caja de 25 uds.

Informacion de la placa de muestras

El sistema 5400 Fragment Analyzer esta configurado para funcionar unicamente
con microplacas de PCR con faldon completo. Se deben utilizar las mismas
placas para la muestra, el marcador (o la solucion de lavado) y la solucién de
almacenamiento. Las opciones de placas actuales se indican a continuacion.

Tabla27 Lista de placas de PCR

Proveedor autorizado/Ntimero de Descripcion
referencia

Eppendorf/9510204071 (varios colores)  Placas de PCR Eppendorf* twin.tec* de 96 pocillos, con
faldon completo

El uso de placas de PCR con dimensiones diferentes a las de las placas
recomendadas anteriormente puede reducir la calidad y la uniformidad de las
inyecciones. También podrian producirse dafios en las puntas del cartucho de
microarray de capilares.
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Intervalos de sustitucion de las placas de tampodn, residuos,
marcador/solucion de lavado y solucién de almacenamiento

Cuando se utilice el sistema 5400 Fragment Analyzer en el modo de control
robdtico sin supervision, se recomiendan los siguientes intervalos de sustitucion
de las placas (esta operacion puede hacerse manualmente o con un robot):

+ Placa de tampén (kits/métodos para ADN): se debe afiadir inicialmente un
volumen de 1,0 ml/pocillo a la placa de tampdn. El tampdn de la bandeja de
tampdn debe sustituirse cada 24 horas o cada 24 andlisis (lo que ocurra
primero).

+ Placa de tampon (kits/métodos para ARN): se debe afiadir inicialmente un
volumen de 1,0 ml/pocillo a la placa de tampodn. Dado que en todos los
métodos para ARN se bombea matriz de gel a la bandeja de tampdn, el
tampon de la bandeja de tampon debe sustituirse cada ocho analisis.

+ Placa de residuos: la bandeja de residuos debe vaciarse cada seis analisis,
Como maximo.

+ Placa de lavado (kits cuantitativos): se debe depositar un volumen de
200 pl/pocillo en la placa de lavado. La placa de lavado debe sustituirse cada
24 horas.

+ Placa de marcador (kits cualitativos): consulte el manual del kit de andlisis
correspondiente para obtener recomendaciones sobre la preparacion de las
placasy los intervalos de uso.

* Placas de almacenamiento: la bandeja de almacenamiento debe llenarse con
solucién de almacenamiento capilar (100 pl/pocillo) con el numero de
referencia GP-440-0100 de Agilent. La placa de almacenamiento debe
sustituirse al menos una vez al mes; puede ser necesario sustituirla con
mayor frecuencia (cada una o dos semanas) cuando se utilice en entornos
calidos o con baja humedad.

Las placas de tampon y de residuos, en particular, deben sustituirse segun los

intervalos recomendados para evitar posibles desbordamientos y dafios en el
cartucho de microarray de capilares o en el instrumento.
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Analisis de datos automatizado con el sistema 5400
Fragment Analyzer

El software del sistema 5400 Fragment Analyzer contiene herramientas para
realizar un analisis automatizado de los datos tras el analisis en el instrumento
que son similares a las de cualquier otro sistema Fragment Analyzer.

Activacion de las funciones de analisis automatizado de datos

1 Enelmenu principal, seleccione Administration > Results report setup
(Administracién > Configuracion de los informes de resultados).

Aparecerd la ventana Automated Report Settings (Ajustes de los informes
automatizados) (Figura 107).

Automated Report Settings - O *

Enable Automatic Reporting

] POF
[] Standard peak table

[] Attemate peak table
[] Standard flag table
[] Attemate flag table
[[] Smear table

[] Advanced flag table
[] Guality table

[] Blectropherograms

Report output path:

I=
Cancel

Figura 107 Ventana Automated Report Settings (Ajustes de los informes automatizados) del sistema
5400 Fragment Analyzer

2 Seleccione Enable Automatic Reporting (Habilitar informes automatizados)
para activar la funcién de analisis automatizado de datos.

3 Seleccione los tipos de informe que desee que se generen marcando la casilla
correspondiente en el menu; por ejemplo, si marca la opcién PDF (PDF), se
generara automaticamente un informe en formato PDF tras el andlisis.

Elinforme, los campos de exportacion o la configuracion utilizados en Result

output path (Ruta de salida de resultados) coincidirdn con los Ultimos guardados
en el programa de analisis de datos ProSize.
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La configuracion del andlisis automatizado de datos solo debe establecerse una
vez en el software durante el proceso de integracion robdtica. Para obtener mas
informacion sobre como realizar el analisis automatizado de datos, consulte el
capitulo 12, “Software Fragment Analyzer: analisis automatizado”.

Especificaciones de comunicacion del sistema 5400
Fragment Analyzer

El sistema 5400 Fragment Analyzer puede conectarse a un sistema robotico de
manipulacion de placas mediante un puerto serie o TCP/IP. Las especificaciones
de cada uno de ellos se indican a continuacion.

Comunicacion por puerto serie

El ordenador central del manipulador robético de muestras se comunica con el
ordenador del sistema 5400 Fragment Analyzer a través de un puerto serie con la
siguiente configuracion:

Velocidad en baudios 9.600

Bits de datos 8
Paridad Ninguno
Bits de parada 1
Control del flujo Ninguno

Comunicacion por puerto TCP/IP

El ordenador central del sistema manipulador robdtico de muestras se comunica
con el ordenador del sistema 5400 Fragment Analyzer a través de un puerto
TCP/IP con la siguiente configuracion:

Direccion IP Utilice la direccion IP del ordenador del sistema 5400
Fragment Analyzer
Nudmero de puerto 3000 (recomendado)

Dado que el sistema requiere un acceso con privilegios de administrador para
configurar la direccion IP, el ordenador del sistema 5400 Fragment Analyzer
debe configurarse con una direccion IP estatica.
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Configuracién de automatizacion del sistema 5400
Fragment Analyzer

Configuracion del sistema para el funcionamiento automatizado

1 Abra el software Fragment Analyzer.

2 Vaya a Configuration > Device Settings (Configuration > Ajustes del dispositivo)
en el menu desplegable Administration (Administracion).

3 Asegurese de que el tipo de instrumento indicado es el sistema 5400
Fragment Analyzer. Si no coincide, modifiquelo y confirme que el nimero de
serie coincide con el que figura en la etiqueta del instrumento.

4 Si ha cambiado el tipo de instrumento:
a Guarde los cambios.
b Cierre y vuelva a abrir el software.

5 En el menu Administration (Administracion), seleccione Configuration
(Configuracion).
Se abrird la ventana Configuration Settings (Ajustes de configuracion)
(Figura 108).

6 Seleccione la pestafia Automation (Automatizacion).
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11 Configuration Settings

Device i Bottle Vol

E Save 3 Reload

Automation serial /0 settings

Data bits
Stop bits |One ~

(O) Remeote serial automation enabled
(O) Remete TCP automation enabled

(® Mone

Hide reminders [ ]

Automation TCP I/0 settings

|P address |127.0.0.1 b
Port number 3000

Figura 108 Menu de configuracion de la automatizacion del sistema 5400 Fragment Analyzer

7 Para habilitar la comunicacion por puerto serie, seleccione Remote serial
automation enabled (Automatizacién remota por puerto serie habilitada) y

asegurese de que los parametros estén configurados tal como se especifica

en la seccion “Especificaciones de comunicacion del sistema 5400
Fragment Analyzer” en la pagina 173 y se muestra en la Figura 108.

8 Seleccione el puerto adecuado en el campo Com port (Puerto de
comunicaciones); normalmente, el puerto Com1.

Los siguientes puertos Com no deben utilizarse, ya que estan preasignados en el
sistema 5400 Fragment Analyzer:

« Coma3 (alta tension)

« Com4 (transductor de presion)
« Comb5 (bomba) y Com6 (plataforma)
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9 Si utiliza un puerto TCP, seleccione Remote TCP automation enabled
(Automatizacion remota por puerto TCP habilitada) y configure el ordenador
para que utilice una direccion IP estatica, ya que las direcciones IP dinamicas
pueden impedir una comunicacién fluida con el sistema 5400 Fragment
Analyzer.

10 Para desactivar la automatizacion remota, seleccione None (Ninguna).

Incluso aunque la automatizacion por puerto serie o TCP esté habilitada, el
sistema 5400 Fragment Analyzer puede utilizarse como un sistema
independiente sin una interfaz robdtica (es decir, puede utilizarse como un
instrumento Fragment Analyzer normal).

11 Una vez que haya introducido los ajustes adecuados, haga clic en Save
(Guardar) para aplicarlos y cierre la ventana.
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Comandos de automatizacion y mensajes de error del
sistema 5400

En ausencia de un sistema robdtico, las pruebas de los comandos pueden
realizarse utilizando alguna de las diversas aplicaciones de emulacion de
terminales existentes, como Tera Term o Hercules.

+ Tera Term: https://github.com/TeraTermProject/teraterm/releases
+ Hercules: http://www.hw-group.com/products/hercules/index_en.html

Todos los comandos se envian como texto ASCII y terminan con un retorno de
carro (ASCII 13) o un salto de linea (ASCII 10). En los comandos no se distingue
entre mayusculas y minusculas.

Cuando el sistema Fragment Analyzer recibe un comando valido, devuelve una
confirmacion que consiste en un asterisco (*) seguido del comando que ha
reconocido. Si se ha ejecutado un comando de movimiento, el Fragment
Analyzer devolvera el mensaje *COMPLETE (*Completado). Si se produce un
error de ejecucion del comando por cualquier motivo, devolvera el mensaje

14, Command failed (!4: error del comando).

La aplicacion del sistema 5400 Fragment Analyzer reconoce los comandos
especificados en la Tabla 28.
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Tabla28 Comandos del sistema 5400 Fragment Analyzer

Comando Funcién Ejemplo

STATUS Permite obtener el estado del andlisis. El Comando enviado: status (Estado)

(Estado) estado puede ser uno de los siguientes:Ready ~ Respuesta recibida: *STATUS: Ready (*Estado: Preparado)
(Preparado), Running (En funcionamiento) o
Error (Error).

ouT Extrae la bandeja de muestras (cajon 1). Comando enviado: out (Extraer)

(Extraer) Respuesta recibida: *OUT (*Extraer)

Respuesta recibida: *COMPLETE (*Completado)

Nota: El sistema Fragment Analyzer movera la bandeja de
muestras (cajon 1) hasta la posicidn de extraccion siempre que no
esté en funcionamiento cuando se reciba el comando.

OUT# Extrae la bandeja seleccionada, donde “#’es  Comando enviado: out1 (Extraer1)

(Extraer[ni el nimero de bandeja. Las bandejas se Respuesta recibida: *OUT1 (*Extraer1)

mero) numeran de arriba abajo: Respuesta recibida: *COMPLETE (*Completado)
1 =Tampon (cajon B) Nota: El sistema Fragment Analyzer moverd la bandeja de tampdn
2 =Residuos (cajén W) (cajon B) hasta la posicion de extraccion siempre que no esté en
3 =Marcador (cajon M) funcionamiento cuando se reciba el comando.

4 = Aimacenamiento (cajon S)
5 =Muestra (cajén 1)

STORE Mueve la bandeja de solucion de Comando enviado: store (Almacenar)
(Almacenar) almacenamiento capilar (situada en el Respuesta recibida: *STORE (*Almacenar)
cajon S) hasta el microarray de capilares. Respuesta recibida: *COMPLETE (*Completado)
Nota: Cuando no se utilicen, los capilares Nota: El sistema Fragment Analyzer movera la bandeja de

deben introducirse siempre en la soluciéonde  almacenamiento hasta el microarray de capilares.
almacenamiento capilar para evitar que se
sequen las puntas.

TRAY Especifica el nombre de la bandeja para el Comando enviado: tray agilent0216A (Bandeja agilent0216A)

(Bandeja) préximo analisis. Respuesta recibida: *TRAY (*Bandeja)
Nota: El sistema Fragment Analyzer establecera el nombre de la
bandeja como agilent0216A y cargara los nombres de las
muestras si encuentra un archivo .txt 0 .csv con nombres de
muestras para ese nombre de bandeja en el directorio C:\AATI\
Samples. Para obtener méas informacion, consulte el capitulo 11,
“Software Fragment Analyzer: introduccién de los nombres de las
muestras”.

RUN Ejecuta un método de separacion especifico  Comando enviado: run DNF-930-33 - DNA 75-20000bp.mthds
(Ejecutar) del sistema Fragment Analyzer. Elcomando  (Ejecutar DNF-930-33 - DNA 75-20000bp.mthds)
Run (Ejecutar) debe ir seguido de un espacioy  Respuesta recibida: *RUN (*Ejecutar)
del nombre del método que se desea ejecutar.  Respuesta recibida: *COMPLETE (*Completado)
Nota: El sistema Fragment Analyzer comenzara a ejecutar el
método de separacion DNF-930-33. Debe existir un archivo de
método de separacion valido para poder ejecutarlo.
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Comando Funcion

CAL Permite ejecutar y crear el archivo de

(Calibracion)  calibracion del tamafio (.scal) especificado en
el programa de andlisis de datos ProSize. El
archivo especificado se creard en la carpeta
de calibracion.

LAD-FILE Permite utilizar el archivo del marcador de

(Archivodel  peso molecular de calibracién del tamafio

marcador)  (.scal) especificado para los andlisis
posteriores.

ABORT Permite cancelar un analisis.
(Cancelar)

nalyzer

Ejemplo

Comando enviado: cal DNF-930-33 - DNA 75-20000bp.mthds,
calfile.scal (Calibracién DNF-930-33 - DNA 75-20000bp.mthds,
calfile.scal)

Respuesta recibida: *CAL (*Calibracion)

Respuesta recibida: *COMPLETE (*Completado)

Nota: El sistema Fragment Analyzer ejecutara el método de
separacion especificado y generara el archivo .scal
correspondiente con el nombre calfile.scal.

Comando enviado: lad-file calfile.scal (Archivo del marcador
calfile.scal)

Respuesta recibida: *LAD-FILE (*Archivo del marcador)

Nota: El archivo .scal especificado servird como referencia para el
marcador de peso molecular de calibracion del tamafio. El uso de
un archivo de calibracién del tamafio creado previamente permite
utilizar los 96 pocillos de una placa de muestras para las muestras.
Se deberan utilizar el mismo método de separacion y los mismos
parametros de andlisis para la calibracion y para las posteriores
placas de muestras a fin de garantizar la validez de los resultados
de tamafio.

Comando enviado: abort (Cancelar)

Respuesta recibida: *ABORT: Running (*Cancelar: En
funcionamiento)

Respuesta recibida: 110, ABORTED: remote abort command (10,
CANCELADO: comando de cancelacion remota)

Nota: La cancelacion del método puede tardar un minuto en
producirse.

La aplicacion del sistema 5400 Fragment Analyzer mostrara los mensajes de
error que se indican en la Tabla 29.

Tabla29 Comandos de gestion de errores del sistema 5400 Fragment Analyzer

Comando

11, Invalid command
(1, comando invalido)

12, No method (12, ausencia del
método)

13, Method not found (13, método
no encontrado)

Descripcion

No se ha reconocido el comando recibido.

El comando de ejecucion se ha recibido sin ningiin método.

En el comando de ejecucion se especificd un método que no se
encuentra en el directorio de métodos correspondiente.

Asegurese de que el método de separacion se encuentre

en el directorio C:\Agilent\Methods\33cm si utiliza un microarray de
33 cm, o en la carpeta C:\Agilent\Methods\55cm si utiliza un
microarray de 55 cm.
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Comando

14, Command failed (14, error del
comando)

15, Low solution (15, nivel bajo de
solucion)

16, Stage error (16, error de la
plataforma)

17, Pump command error (17,
error del comando asociado a la
bomba)

18, Pressure error (18, error de
presion)

19, Camera Connection error (19,
error de conexion de la cdmara)

170, Other (10, otros errores)

Descripcion

El comando de ejecucion produjo un error por algin motivo.

No se pudo ejecutar un comando debido al nivel de la solucion
correspondiente (nivel insuficiente de gel o solucién de
acondicionamiento o botella de residuos llena).

Se produjo un error de ejecucion debido a la posicion de la plataforma.

Se produjo un error de ejecucion debido a la posicion de la bomba.

Se produjo un error de ejecucion debido a que no se generd la presion
necesaria durante una operacion de bombeo.

Se produjo un error de ejecucion debido a un fallo de conexion de la
camara.

La ejecucion no se llevé a cabo debido a algun otro error. Esta
notificacion aparecerd acompafiada de un mensaje de error.

Modo de simulacion del sistema 5400 Fragment

Analyzer

Para fines de realizacion de pruebas y demostraciones, las funciones tipicas del
sistema 5400 Fragment Analyzer se pueden simular sin necesidad de instalar un
microarray de capilares o bombear fluidos a través del sistema. El software
permite simular el funcionamiento de componentes individuales (por ejemplo, la
plataforma, la bomba, las valvulas, etc.) o del instrumento completo.

Sistemas 5200, 5300 y 5400 Fragment Analyzer Manual del sistema 180



14 Sistema 5400 Fragment Analyzer

Habilitacion del funcionamiento simulado del sistema 5400

1 Abra el software de control Fragment Analyzer y asegurese de que aparezca
el tipo de instrumento “5400 Fragment Analyzer”.

2 En el menud Administration (Administracién), seleccione Configuration
(Configuracion).
Se abrird la ventana Configuration Settings (Ajustes de configuracion).

3 Seleccione la pestafia Simulate (Simular) (Figura 109).

1 Configuration Settings — O X
Device Settings  Bottle Volumes Simulate  automation
QSave % Reload

] simulate all I/0 Simulate individual 1/0

[ stage

[ Pump

[[] Reservoir Vent Valve
[] waste valve

[ Pressure Transducer
[] High Veltage

] LED

[ Pressure sensor uses the pump board.
Simulate Camera
[ simulate camera [] sim 4X camera speed

Simulated camera path (Raw2D)

| |[=

Figura 109 Menu de configuracion de la simulacion del sistema 5400 Fragment Analyzer

4 Para simular el funcionamiento de uno o varios componentes, marque la
casilla situada junto a cada componente en el cuadro Simulate individual 1/0
(Simulacion de E/S individuales). Para habilitar la simulacién de todos los
componentes, marque la casilla Simulate all /0 (Simular todas las E/S). Para
simular la cdmara, marque la casilla Simulate camera (Simular camara).

El ajuste Pressure sensor uses the pump board (El sensor de presién utiliza la
placa de labomba) no suele seleccionarse y solo se aplica a los instrumentos
Fragment Analyzer mds antiguos (nimero de serie <2600).
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En la Figura 109, se simulan todos los componentes individuales excepto el
mecanismo de la plataforma, lo que permite comprobar el movimiento de la
plataforma durante la simulacién de métodos de bombeo y separacion por
alta tension.

5 Haga clic en Save (Guardar) para aplicar los cambios.
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Ejemplo de una secuencia de funcionamiento del
sistema 5400 Fragment Analyzer

A continuacion, se muestra un ejemplo de una secuencia de funcionamiento.
La lista de comandos incluida en la Tabla 28 ofrece numerosas opciones de
programacion.

Ejemplo de una secuencia de funcionamiento automatizado del sistema
5400 Fragment Analyzer

1 Comprobacion para conocer si la bandeja de muestras preparada esta lista
(aproximadamente 2 segundos en total)
¢ Comando enviado a la API del sistema Fragment Analyzer: Status (Estado).

d Mensaje del sistema Fragment Analyzer: *STATUS: Ready GOTO Step 2
(*Estado: Preparado, ir al paso 2).

e Mensaje del sistema Fragment Analyzer: *STATUS: Busy GOTO Step 1
(*Estado: Ocupado, ir al paso 1).

2 Andlisis de la muestra

a Comando enviado a la API del sistema Fragment Analyzer: Out (Extraer)
(20-40 segundos).

b Mensaje del sistema Fragment Analyzer: * Complete (*Completado).
¢ El robot coloca la bandeja de muestras en el cajon de la plataforma.

d Comando enviado a la API del sistema Fragment Analyzer: RUN [METHOD
NAME] (Ejecutar [NOMBRE DEL METODOQ]) (entre 45y 85 minutos, en
funcion del método).

i. Bombeo, preandlisis por tensién e inyeccién de muestra (20-25 minutos).
ii. Separacion (normalmente, entre 20 y 60 minutos).

iii. Andlisis de datos y elaboracion de informes (entre 3y 15 minutos, en
funcion de los criterios del informe).

e Mensaje del sistema Fragment Analyzer: *Complete (*Completado).
f Comando enviado a la API del sistema Fragment Analyzer: Status (Estado).

g Mensaje del sistema Fragment Analyzer: *STATUS: Ready GOTO Step 2i
(*Estado: Preparado, ir al paso 2i).

h Mensaje del sistema Fragment Analyzer: <error code> Notify operator,
GOTO Step 2m (<codigo de error>, notificar al operador, ir al paso 2m).
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i Comando enviado a la API del sistema Fragment Analyzer: Out (Extraer)
(20-40 segundos).

j Mensaje del sistema Fragment Analyzer: *Complete (*Completado).
k Elrobot retira la bandeja de muestras.

I ¢Hay otra muestra? Si: GOTO Step 2c (ve al paso 2¢). No: GOTO Step 2m
(ve al paso 2m).

m Comando enviado a la API del sistema Fragment Analyzer: Store
(Almacenar) (20-40 segundos).

n Mensaje del sistema Fragment Analyzer: *Complete (*Completado).
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Soporte técnico para el sistema 5400 Fragment
Analyzer

Si tiene preguntas sobre el funcionamiento del sistema 5400 Fragment Analyzer,
pongase en contacto con su representante de ventas o del servicio de soporte de
Agilent.

Cuando esté trabajando en la integracion con un sistema robotico, pongase en
contacto con su representante del servicio de soporte de Agilent para conocer
las dimensiones de los cajones del sistema 5400 Fragment Analyzer.

La integracion de sistemas robdticos es responsabilidad exclusiva del cliente y
de cualquier empresa externa de automatizacion contratada a través del cliente.
Para obtener mas informacion, pongase en contacto con su representante de
ventas o del servicio de soporte de Agilent.
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