@ TECAN.

Manual de Instrucfes da

Gama de leitores INFINITE 200 PRO
INFINITE M Nano

INFINITE Lumi

INFINITE M Nano+

INFINITE M Plex

INFINITE F Nano+

INFINITE F Plex

Documen to N.° 30218663
2024-06
Reviséo do Documento N.°

30218663 01




®TECAN.

AVISO

LEIA E SIGA ATENTAMENTE AS INSTRUCOES CONSTANTES
NESTE DOCUMENTO ANTES DE OPERAR O INSTRUMENTO.

Nota

Foram feitos os maiores esfor¢os para evitar erros no texto e nos diagramas. No
entanto, a Tecan Austria GmbH n&o assume qualquer responsabilidade por
quaisquer erros que possam surgir neste manual.

E politica da Tecan Austria GmbH melhorar os produtos sempre que estejam
disponiveis novas técnicas e novos componentes. Por esta razdo, a Tecan
Austria GmbH reserva-se o direito de alterar as especificacdes a qualquer
momento, com a verificacdo, validacdo e aprova¢cfes adequadas.

Agradecemos quaisquer comentarios sobre este manual.

Fabricante

Tecan Austria GmbH
Untersbergstr. 1A
A-5082 Grodig, Austria
T +43 62 46 89 33

E-mail: office.austria@tecan.com

www.tecan.com

Informacéo sobre a propriedade intelectual

O conteudo deste documento é propriedade da Tecan Austria GmbH e nao
poderd ser copiado, reproduzido ou transferido a terceiros sem autorizacéo
prévia por escrito.

Copyright © Tecan Austria GmbH
Todos os direitos reservados.
Impresso na Austria

Declaracéao para o Certificado UE

Consulte a ultima pagina do presente Manual de Instrucdes.

Sobre 0 Manual de Instrucdes

Manual original. Este documento descreve os leitores multifungfes de
microplacas da gama de leitores 200 PRO. Serve de referéncia e da instrugdes
ao utilizador. Este documento descreve como:

e Instalar o instrumento

e  Operar o instrumento

e Limpar e fazer a manutencéo do instrumento

Notas sobre os ecras

O numero de versédo apresentado nos ecras poderda nem sempre corresponder a
versao atual. Os ecréds s6 sdo substituidos se o contetdo relacionado com a
aplicacéo tiver sido alterado.
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Marcas comerciais

As seguintes marcas sd0 marcas comerciais ou marcas registadas da Tecan
Group Ltd., M&nnedorf, Suic¢a, nos principais paises:
e Infinite®

e Infinite® 200 PRO series

e Infinite® F Nano+

e Infinite® F Plex

e Infinite® Lumi

e Infinite® M Nano

e Infinite® M Nano+

e Infinite® M Plex

e Infinite® M1000 PRO

e i-control™

e Magellan™

e NanoQuant Plate™

e Tecan®

e TECAN -Logo ®

Para marcas registadas de terceiros, ver
https://www.tecan.com/intellectual property/trademarks.
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Avisos, Precaucbes e Notas

£

Existem trés tipos de indica¢gfes neste documento. Estas indicagbes chamam a
atencéo para informacdes importantes ou avisam o utilizador de uma situacdo de
possivel perigo.

Nota
Oferece informagdao util.

PRECAUCAO

INDICA A POSSIBILIDADE DE DANOS NO INSTRUMENTO OU
PERDA DE DADOS CASO AS INSTRUCOES NAO SEJAM
SEGUIDAS.

AVISO

INDICA A POSSIBILIDADE DE LESOES PESSOAIS GRAVES, MORTE
OU DANOS NO EQUIPAMENTO CASO AS INSTRUCOES NAO
SEJAM SEGUIDAS.

AVISO

ESTE SIMBOLO INDICA A POSSIBILIDADE DE EXISTENCIA DE
MATERIAL BIOLOGICAMENTE PERIGOSO. E NECESSARIO
CUMPRIR DEVIDAMENTE AS PRECAUCOES DE SEGURANCA NO
LABORATORIO.

AVISO

ESTE SIMBOLO INDICA A POSSIBILIDADE DE EXISTENCIA DE
MATERIAL INFLAMAVEL E RISCO DE INCENDIO. E NECESSARIO
CUMPRIR DEVIDAMENTE AS PRECAUCOES DE SEGURANCA NO

LABORATORIO.

ATENCAO
IMPACTOS AMBIENTAIS NEGATIVOS ASSOCIADOS AO
TRATAMENTO DE RESIDUOS.

e NAO TRATE O EQUIPAMENTO ELETRICO E ELETRONICO COMO
RESIDUOS URBANOS INDIFERENCIADOS.

e SEPARE OS RESIDUOS DE EQUIPAMENTOS ELETRICOS E
ELETRONICOS.

APENAS PARA RESIDENTES DA CALIFORNIA:
AVISO

ESTE PRODUTO PODE EXPO-LO A QUIMICOS, TAIS COMO O
CHUMBO, QUE, NO ESTADO DA CALIFORNIA, E CONSIDERADO
COMO CANCERIGENO E CONHECIDO POR CAUSAR DEFEITOS
CONGENITOS OU OUTROS DANOS REPRODUTIVOS. PODERA

ENCONTRAR MAIS INFORMAGCOES EM:
WWW.PE65WARNINGS.CA.GOV/PRODUCT.
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Simbolos

Fabricante

Data de fabrico

Conformidade Europeia CE

United Kingdom Conformity Assessed

A marcagdo UKCA (conformidade avaliada no Reino Unido)
indica que o respetivo produto cumpre as normas aplicaveis na
Gréa-Bretanha.

Consultar o Manual de Instrucdes

CER=EE" SRAGIEN =

NUmero do catalogo

Ndmero de série

Unique Device Identification (identificac@o Unica do dispositivo)
O simbolo UDI identifica o suporte de dados na etiqueta.

g k&

Autocolante USB

Simbolo REEE

I &

Simbolo RoHS China

MARCA TUV SUD

g]g‘)

o

us
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1. Segurancga

1. Seguranca

1.1 Seguranca do instrumento

1. Siga sempre as precauc¢@es de seguranca basica quando utilizar este
produto, para reduzir o risco de les@es, incéndio ou choques elétricos.

2. Leia e compreenda toda a informacgdo contida neste Manual de Instru¢des. O
facto de néo ler, compreender ou ndo seguir as instrucbes deste documento
pode resultar em danos no produto, leses do pessoal de operacao ou ho
fraco desempenho do instrumento.

3. Respeite todos 0s AVISOS e todas as indicacdes de PRECAUCAO
constantes neste documento.

4. Nunca abra a carcaca do Infinite 200 PRO enquanto o instrumento estiver
ligado & fonte de alimentacéo.

5. Nunca introduza a for¢ga uma microplaca no instrumento.

6. O Infinite 200 PRO foi concebido para uso profissional enquanto instrumento
de laboratério de uso geral. Cumpra as devidas precauc¢des de seguranga ho
laboratorio, tais como a utilizacdo de vestuario de prote¢do e o cumprimento
dos processos aprovados de seguranca no laboratério.

PRECAUCAO

A TECAN AUSTRIA GMBH TEVE ESPECIAL CUIDADOS NA
CRIACAO DOS FICHEIROS DE DEFINICAO DE PLACAS
FORNECIDOS COM O SOFTWARE DO INSTRUMENTO.

TOMAMOS TODAS AS PRECAUCOES PARA GARANTIR QUE AS
ALTURAS E PROFUNDIDADES DAS PLACAS ESTAO CORRETAS
DE ACORDO COM O TIPO DE PLACA DEFINIDO. ESTE
PARAMETRO E USADO PARA DETERMINAR A DISTANCIA MINIMA
ENTRE O TOPO DA PLACA E O TETO DA CAMARA DE MEDICAO.
ADICIONALMENTE, A TECAN AUSTRIA INCLUIU UM DIFERENCIAL

DE SEGURANCA MUITO PEQUENO PARA PREVENIR QUAISQUER
DANOS NA CAMARA DE MEDICAO RESULTANTES DE PEQUENAS
VARIACOES DA ALTURA DA PLACA. TAL NAO AFETA O
DESEMPENHO DO INSTRUMENTO.

OS UTILIZADORES TEM DE GARANTIR QUE O FICHEIRO DE
DEFINICAO DA PLACA SELECIONADO CORRESPONDE A PLACA
ATUALMENTE UTILIZADA.

ALEM DISSO, OS UTILIZADORES DEVEM ASSEGURAR QUE NAO
EXISTE QUALQUER CONTAMINACAO FLUORESCENTE OU
LUMINESCENTE NO TOPO DA PLACA. LEMBRE-SE DE QUE

ALGUNS VEDANTES DA PLACA DEIXAM RESIDUOS PEGAJOSOS
QUE TEM DE SER TOTALMENTE REMOVIDOS ANTES DE SE

INICIAR AS MEDICOES.

PRECAUCAO

ANTES DE INICIAR MEDICOES, CERTIFIQUE-SE DE QUE A
@ POSICAO A1 DA MICROPLACA ESTA INSERIDA CORRETAMENTE.
A POSIGAO DO POCO A1 TEM DE SE SITUAR NO LADO
ESQUERDO SUPERIOR.
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1. Seguranca

PRECAUCAO

PARA GARANTIR O FUNCIONAMENTO PERFEITO DOS
INSTRUMENTOS TECAN, RECOMENDAMOS UM INTERVALO DE

MANUTENCAO DE 6 MESES.

Parte-se do principio de que os operadores do instrumento, devido a sua
experiéncia profissional, estdo familiarizados com as precaugfes de seguranga
relacionadas com o manuseamento de quimicos e substancias biologicamente
perigosas.

Cumpra as seguintes normas e siga os seguintes conselhos:
1. Norma nacional de protecéo industrial
2. Normas de prevencao de acidentes

3. Folhas de dados de seguranca dos fabricantes de reagentes

AVISO

DEPENDENDO DA APLICACAO, ALGUMAS PARTES DO
INSTRUMENTO PODERAO ENTRAR EM CONTACTO COM
MATERIAIS BIOLOGICAMENTE PERIGOSOS/INFECIOSOS.

CERTIFIQUE-SE DE QUE O INSTRUMENTO E OPERADO APENAS
POR PESSOAL QUALIFICADO. EM CASO DE MANUTENCAO OU
QUANDO PROCEDER A DESLOCACAO OU ELIMINAGAO DO
INSTRUMENTO, DESINFETE-O SEMPRE DE ACORDO COM AS
INSTRUCOES FORNECIDAS NESTE MANUAL.
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2. Descricao geral

2.

Descricao geral

2.1 Instrumento
O Tecan Infinite 200 PRO é um leitor multifuncées de microplacas concebido
para o mercado bésico das ciéncias vivas. O Infinite 200 PRO fornece excelentes
desempenhos para a pesquisa e a grande maioria das aplicacdes de
microplacas atuais, e é compativel com a robotica.
Com base no conceito tecnoldgico do comprovado leitor Infinite, estdo
disponiveis seis configuracfes dentro da gama de leitores Infinite 200. Segue-se
um resumo das seis configuracfes, bem como as respetivas funcdes e opcoes:
Configuragcfes com Configuragdes
monocromador (M) com filtro (F)
Funcdes M Nano M Nano+ Lumi M Plex F Nano+ F Plex
Absorvancia -
monocromador X X X
Absorvancia - filtro X X
Fluorescéncia -
monocromador X X
Fluorescéncia - filtro X X
Fluorescéncia - leitura do
topo X X X X
Fluorescéncia - leitura do
fundo X X X X
Polarizagéo de
fluorescéncia - filtro X
Luminescéncia X X X
Opcoes
1 injetor X X X X X X
2 injetores X X X X X X
Tina X X X
Placa NanoQuant X X X X X

211

Ambito de utilizac&o

O Infinite 200 PRO foi concebido para uso profissional enquanto instrumento de
laboratorio de uso geral, suportando microplacas comuns de 6 a 384 pogos em
conformidade com as normas ANSI/SBS (consulte 5.12.2 Tipos recomendados
de microplacas para mais detalhes).

()

E obrigatoria a aprovacéo do sistema pela autoridade de
funcionamento. O Infinite 200 PRO foi aprovado apenas para um
conjunto selecionado de ensaios. A autoridade de funcionamento tem o
dever de garantir a aprovacéo do Infinite 200 PRO para cada ensaio

Nota

especifico usado no instrumento.

2024-06
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2.1.2

2.1.3

Multifuncionalidade

As seguintes técnicas de medigdo sdo suportadas pelo leitor Infinite, em fungéo
da configuracdo selecionada do leitor:

e Intensidade de fluorescéncia (FI) do topo

e Intensidade de fluorescéncia (FI) do fundo

e  Fluorescéncia resolvida no tempo (TRF)

e  Transferéncia de energia de fluorescéncia por ressonancia (FRET)

o  Fluorescéncia Flash (com injetores)

e Polarizagéo de fluorescéncia (FP)

e  Absorvancia

e  Absorvancia (com injetores)

e  Absorvancia em tinas

e  Luminescéncia Glow

e Luminescéncia Flash

e  Transferéncia de energia de bioluminescéncia por ressonancia (BRET)
Qualquer microplaca convencional de 6 a 384 po¢os que esteja em
conformidade com as normas ANSI/SBS (ANSI/SBS 1- 2004; ANSI/SBS 2- 2004,
ANSI/SBS 3- 2004 e ANSI/SBS 4- 2004) pode ser medida com qualquer uma
das técnicas de medi¢ao supra indicadas. A comutacao entre as técnicas de
medicdo ou os formatos de placa é totalmente automética através de um

software. Nao é necessario reconfigurar manualmente as éticas para comutar
entre os modos de leitura suportados pelo leitor Infinite.

Volumes de enchimento

PRECAUCAO

AS SEGUINTES MICROPLACAS SO PODEM SER PROCESSADAS
COM OS SEGUINTES VOLUMES DE ENCHIMENTO:

e PLACASDE 6POCOS <= 2000 pL
e PLACASDE 12 POCOS <= 1200 L
e PLACASDE 24 POCOS <= 1000 pL
e PLACASDE 48 POCOS <= 400 L
e PLACASDE 96 POCOS <= 200 uL
e PLACAS DE 384 POCOS <= 100 L

VOLUMES DE ENCHIMENTO MAIORES PODEM RESULTAR NO
TRANSBORDAMENTO DE LIQUIDOS, CAUSANDO CONTAMINAGCAO
CRUZADA. ADICIONALMENTE, UM TRANSBORDAMENTO PODE
DANIFICAR O DISPOSITIVO (P. EX., CONTAMINACAO DAS OTICAS
E DO GRAMPO DE CENTRAGEM).

SE O VOLUME DE TRABALHO NO FICHEIRO DE DEFINICAO DA
PLACA (PDFX) FOR INFERIOR AOS VOLUMES DEFINIDOS ACIMA, E
NECESSARIO USAR OS VOLUMES DE ENCHIMENTO MAIS
PEQUENOS PARA EVITAR DERRAMES (P. EX., AS PLACAS DE
384 POCOS DA CORNING POSSUEM UM VOLUME DE TRABALHO
DE APENAS 80 pL).

PARA FLUIDOS COM UMA VISCOSIDADE MAIS BAIXA DO QUE
SOLUCOES AQUOSAS, O VOLUME DE ENCHIMENTO DEVE SER
ADICIONALMENTE OTIMIZADO DURANTE A VALIDACAO DO
METODO.

12
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2. Descricao geral

2.1.4 Desempenho

O leitor Infinite foi concebido para cumprir 0s requisitos de um instrumento de
laboratério de uso geral.

O leitor Infinite fornece um conjunto de pardmetros para otimizar os resultados
de medi¢éo de acordo com: a configuragéo especifica, o tipo de ensaio (baseado
em células ou homogéneo), o tipo de microplaca, bem como os volumes de
distribuicdo por poco e as velocidades de distribuigao.

2.1.5 Facilidade de utilizac&o

Os leitores Infinite dotados de configuracdes com monocromador oferecem uma
flexibilidade inigualavel na selecdo do comprimento de onda para as medicdes
da intensidade de fluorescéncia e absorvancia. O software permite ajustar
facilmente qualquer comprimento de onda dentro da gama de comprimento de
onda especificada. Além das medi¢Bes de comprimento de onda Unicas, é
possivel registar espectros de absorvancia e fluorescéncia. Durante a execucéo
de um espectro, ndo existe qualquer restricdo devido a filtros de corte.

Os leitores Infinite dotados de configuracdes com filtro oferecem uma grande
flexibilidade para a personalizacéo das medi¢des de fluorescéncia e absorvancia,;
os tabuleiros com filtros de interferéncia de absorvancia e fluorescéncia sado
facilmente acessiveis para o utilizador.

Nota
Se as instrugfes constantes deste documento ndo forem corretamente
seguidas, o instrumento pode danificar-se ou os procedimentos podem

nédo ser efetuados corretamente, ndo sendo possivel garantir a
seguranca do instrumento.

2.1.6 Botdo de comando integrado

O leitor Infinite possui um botdo de comando integrado para controlar os
movimentos da placa sem ter de estar ligado ao software. Ao premir o botdo
Plate In/Out (Placa dentro/Placa fora), a posi¢éo atual do transportador de
placas é automaticamente reconhecida e a placa é movida para dentro ou para
fora do instrumento.

Bot&o Plate In/Out
(Placa dentro/Placa fora)

. 'QTEQAN

Figura1l: Botdo integrado do leitor Infinite. O botdo Plate In/Out (Placa dentro/Placa
fora) encontra-se no canto dianteiro direito da tampa superior.
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2.1.7

Vista traseira
| ]

N—@ ®
N7

V= W=

Figura 2: Painel traseiro

1 Ventoinha do instrumento
2 Interruptor principal
3 Tomada principal
4 Etiqueta — Simbolo RoHS China
5 Etiqueta — Entidade de inspecéo técnica (TUV)
6 Ventoinha da fonte de alimentacao
7 Placa de nome
8 Etiqueta — Opcdes/configuragdo
9 Ligacédo do injetor
10 Ligacdo USB
ATENCAO
11 Etiqueta de garantia Agg&%%i?gxl\?ﬁiagp‘
DIREITO A GARANTIA!

PRECAUCAO

O INSTRUMENTO SO PODE SER ABERTO POR TECNICOS DE
ASSISTENCIA TECNICA AUTORIZADOS PELA TECAN. A REMOCAO
OU QUEBRA DO SELO DE GARANTIA ANULA O DIREITO A
GARANTIA.

14
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2. Descricao geral

2.2 Software
O leitor Infinite é fornecido com o software i-control para a operacgao do
instrumento e inclui um ficheiro de ajuda, bem como o Manual de Instrucfes
impresso. O software esta formatado como um arquivo auto-extraivel no suporte
de armazenamento do software. (Para obter informacdes acerca dos requisitos
do sistema, consulte o Manual de Instru¢des do software i-control. Encontrara o
Manual de Instruges do software i-control no suporte de armazenamento do
software.)
Para a reducéo avancada de dados, pode utilizar-se o software Magellan para
controlar o leitor Infinite. O Magellan oferece todas as funcionalidades para estar
em conformidade com a norma FDA 21 CFR parte 11 para registos e assinaturas
eletrénicos (para mais informacgdes, contacte o seu representante local da
Tecan).

2.3 Injetores (opcional)
O leitor Infinite pode ser, opcionalmente, equipado com um médulo de injetores
composto por uma ou duas bombas de seringa (XE-1000, Tecan Systems)
localizadas numa caixa separada, que alimentam uma ou duas agulhas de
injetor.
As agulhas de injetor foram concebidas para injetar liquido em qualquer
microplaca de pogo conforme a norma SBS, na qual o tamanho do poco é igual
ou superior a uma placa de 384 pocos SBS padréo.
Figura 3:  Caixa de injetor com porta-frascos

2.3.1 Modos de medicao dos injetores
Os injetores do leitor Infinite podem ser usados com os seguintes modos de
medicao:
e Intensidade de fluorescéncia do topo e do fundo
e  Fluorescéncia resolvida no tempo
e Absorvancia
e Luminescéncia Flash
e Luminescéncia Glow
e Luminescéncia bicolor
Como a posicao de medicao ndo é a mesma que a posi¢cao do injetor, ocorre um
curto atraso (aprox. < 0,5 s) entre a injecao e a leitura.
Para mais detalhes acerca da configuracdo de uma medicdo com injetores,
consulte o capitulo 4.10.4 Modos com injetor (i-control).
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2.3.2 Diagrama do modulo de injetores

Injectar
Carrier

FATP weell

EI
Injectnr
needles

Figura 4:  Vista esquematica do mddulo de injetores

2.3.3 Opcdes da bomba de injecéao

Estéo disponiveis até duas bombas para o leitor Infinite (ver Figura 4 acima):

A bomba A alimenta a agulha do injetor A
A bomba B alimenta a agulha do injetor B

O leitor Infinite pode ser equipado com uma bomba (bomba A) ou duas bombas
(bombas A e B):

Opcéo de um injetor (uma bomba): Um leitor Infinite equipado com uma
bomba permite inje¢cbes em qualquer microplaca de poco conforme a norma
SBS, na qual o tamanho do poco é igual ou superior a uma placa de 384
pocos SBS padrao.

Opcdo de dois injetores (duas bombas): Algumas aplicacdes, como
reacBes de luminescéncia Flash ou ensaios de genes repérteres duplos,
requerem a injecao de dois liquidos independentes no mesmo poco; por
isso, a Tecan disp8e de uma opc¢ao de dois injetores.

2.3.4 Frascos de armazenamento e porta-frascos

Na caixa de injetor, cabem no maximo dois frascos de 125 ml.

O conjunto de frascos standard fornecido com a op¢éo de injetor € composto por:

Um frasco de 125 ml e um frasco de 15 ml para a Op¢éo de um injetor
(uma bomba) ou

Um frasco de 125 ml e dois frascos de 15 ml para a Op¢éo de dois
injetores
(duas bombas).
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2. Descricao geral

A opcao de injetor inclui até dois porta-frascos concebidos para tubos de
diferentes tamanhos e volumes. Os frascos e tubos que contenham fluidos a
injetar podem ser fixados de forma segura ao porta-frascos com ajuda de
ganchos flexiveis de PVC. Os tubos da seringa de injetor podem ser inseridos
numa agulha de carbono que chegue até ao fundo do frasco, de modo a garantir
a aspiragéo perfeita, mesmo de pequenos volumes de fluido.

Figura5: Porta-frascos

2.3.5 Transportador de injetor

O transportador de injetor, que inclui as agulhas de injetor, pode ser facilmente
removido do instrumento para expurgar ou lavar o sistema e para otimizar a
velocidade de injecao.

Figura 6:  Transportador de injetor

Ao utilizar o injetor durante uma medigdo ou simplesmente para a distribuicdo de
uma placa, o transportador de injetor tem de ser inserido corretamente no
instrumento. Remova o injetor ficticio e insira o transportador na porta do injetor.
Empurre ligeiramente o transportador para dentro da porta do injetor, até ouvir
um clique.

O instrumento possui um sensor de injetor que verifica se a posi¢ao do
transportador de injetor esta correta para as a¢des injetar e distribuir.
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Se o transportador de injetor ndo estiver inserido corretamente, o sensor de
injetor nao reconhece o transportador inserido e néo é possivel efetuar a
distribuicdo nem a injecéo.

Por outro lado, as acbes como a lavagem e a expurgacgéo estéo ativadas,
mesmo com o transportador de injetor inserido; por isso, certifique-se sempre de
que o transportador de injetor se encontra na posicao de servico para a lavagem
e a expurgacao.

Todos os instrumentos fornecidos estdo equipados com uma opgéo pronta para
receber um injetor no local.

PRECAUCAO

O TRANSPORTADOR DE INJETOR TEM DE ESTAR NA~POSIQAO DE
SERVICO PARA A LAVAGEM E EXPURGACAO.

A EXPURGAGAO E A LAVAGEM NAO PODEM SER EXECUTADAS
COM O INJETOR DENTRO DO INSTRUMENTO!

HITH

Figura 7:  Insercdo do transportador de injetor na porta do injetor

SE O TRANSPORTADOR DE INJETOR NAO ESTIVER INSERIDO
CORRETAMENTE NA PORTA DO INJETOR, O SENSOR DE INJETOR
NAO DETETARA O INJETOR INSERIDO E, POR CONSEGUINTE, A
LAVAGEM E A EXPURGAGAO SERAO ATIVADAS, PODENDO
DANIFICAR O INSTRUMENTO.
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2. Descricao geral

2.4 Técnicas de medicéao

As seccdes que se seguem apresentam uma introducao as técnicas de medicédo
do leitor Infinite quando esta totalmente equipado. Para sintetizar a informagéo,
foram realizadas algumas simplificacfes. Para mais detalhes, consulte as
referéncias.

241 Fluorescéncia

O leitor Infinite oferece a técnica basica de medigdo de fluorescéncia e algumas
variantes ainda mais sofisticadas:

¢ Intensidade de fluorescéncia (FI) (ou simplesmente Fluorescéncia)
e Transferéncia de energia de fluorescéncia por ressonancia (FRET)
e  Fluorescéncia resolvida no tempo (TRF)

e Polarizacdo de fluorescéncia (FP — apenas Infinite F Plex)

A intensidade de fluorescéncia (FI) também pode ser utilizada para medir a
transferéncia de energia de fluorescéncia por ressonancia (FRET). Para algumas
aplicacBes de microplacas, a transferéncia de energia de fluorescéncia por
ressonancia (FRET) tem vantagens sobre a intensidade de fluorescéncia (FI) e a
fluorescéncia resolvida no tempo (TRF), porque simplifica a preparacéo do
ensaio. Ela aplica-se, de preferéncia, a estudos de ligacdo de mistura e
medicdo. Em comparacdo com a polarizacao de fluorescéncia (FP), a
transferéncia de energia de fluorescéncia por ressonancia (FRET) requer ambos
0s parceiros de ligacdo para uma marcacéo correta. Por outro lado, a
transferéncia de energia de fluorescéncia por ressonancia (FRET) pode utilizar
marcas de TRF para uma maior sensibilidade e depois ser referenciada como
HTRF (TRF homogénea).

A fluorescéncia resolvida no tempo (TRF) ndo deve ser confundida com as
medicdes do tempo de vida da fluorescéncia.

As moléculas fluorescentes emitem luz de um comprimento de onda especifico
quando sao atingidas por luz de um comprimento de onda mais curto
(deslocamento de cursos). Em particular, uma Unica molécula fluorescente pode
resultar num fotdo de fluorescéncia (quantum de luz). Esta € uma parte da
energia anteriormente absorvida (excitacdo eletrénica), mas que nao pdde ser
libertada suficientemente rapido em energia térmica.

O tempo médio entre a excitacdo e a emissao chama-se tempo de vida da
fluorescéncia. Para muitas espécies moleculares fluorescentes, o tempo de vida
da fluorescéncia situa-se na ordem de nanossegundos (fluorescéncia imediata).
ApOs a excitagdo, ocorre a emissao de fluorescéncia com uma determinada
probabilidade (rendimento quéntico) que depende das espécies fluorescentes e
das respetivas condig6es ambientais.

Para uma apresentagdo detalhada das técnicas e aplicagfes de fluorescéncia,
consulte:

Principles of Fluorescence Spectroscopy (Principios da espectroscopia de
fluorescéncia) de Joseph R. Lakowicz, Plenum Press.

A) Intensidade de fluorescéncia (FI)

Em muitas aplica¢g8es de microplacas, a intensidade da emisséo de
fluorescéncia é medida para determinar a abundéncia de compostos
fluorescentes marcados. Nestes ensaios, outros fatores com influéncia sobre a
emissao de fluorescéncia devem ser controlados a titulo experimental. A
temperatura, o valor pH, o oxigénio dissolvido, o tipo de solvente, etc. podem
afetar significativamente o rendimento quantico de fluorescéncia e, por
conseguinte, os resultados de medigéo.
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B) Transferéncia de energia de fluorescéncia por ressonancia (FRET)

Algumas aplicacdes de microplacas utilizam uma estratégia sofisticada de
marcacao dupla. O efeito de FRET permite-lhe medir a quantidade de dois
compostos marcados de forma diferente que se encontram nas proximidades.
Isso faz com que seja adequado para estudos de ligacao.

A transferéncia de energia de fluorescéncia por ressonancia (FRET) é
basicamente uma medicdo da intensidade de fluorescéncia de uma das duas
marcas fluorescentes (aceitador). No entanto, o aceitador ndo é sensivel ao
comprimento de onda de excitacao da fonte de luz utilizada. Em vez disso, o
aceitador pode receber energia de excitacao da outra marca fluorescente
(doador), se ambos se encontrarem espacialmente proximos. Um pré-requisito é
a aplicacdo do comprimento de onda de excitacdo ao doador. Além disso, o
espectro de emissédo do doador tem de se sobrepor ao espectro de excitacdo do
aceitador (condicdo de ressonancia). Todavia, a transferéncia da energia de
excitacdo do doador para o aceitador € livre de radiacao.

Algumas aplicacdes baseadas em FRET utilizam pares adequados da familia
das proteinas fluorescentes, como GFP/YFP (proteina fluorescente
verde/amarela, (ref. Using GFP in FRET-based applications (Usar GFP em
aplicacBes baseadas em FRET) de Brian A. Pollok e Roger Heim — trends in Cell
Biology [Vol.9] Fevereiro 1999). Esta disponivel uma viséo geral no artigo de
revisdo — Application of Fluorescence Resonance Energy Transfer in the
Clinical Laboratory: Routine and Research (Aplicacao da transferéncia de
energia de fluorescéncia por ressonancia: rotina e investigacdo) de J. Szollosi, et
al. in Cytometry 34, pagina 159-179 (1998).

Outras aplicacdes baseadas em FRET tiram partido da utilizacdo de marcas TRF
como doador. Consulte, por exemplo, High Throughput Screening — Marcel
Dekker Inc. 1997, New York, Basel, Hong Kong, section 19 Homogeneous, Time-
Resolved Fluorescence Method for Drug Discovery de Alfred J. Kolb, et al.

C) Fluorescéncia resolvida no tempo (TRF)

A fluorescéncia resolvida no tempo (TRF) aplica-se a uma categoria de marcas
fluorescentes (quelatos de lantanideos como o eurdpio, [ref. Europium and
Samarium in Time-Resolved Fluoroimmunoassays (Eurdpio e samario em
fluoroimunoensaios por tempo resolvido) de T. Stahlberg, et. al. - American
Laboratory, Dezembro 1993 pagina 15]), algumas das quais tém tempos de vida
de fluorescéncia superiores a 100 microssegundos. O leitor Infinite utiliza uma
lampada de flash como fonte de luz, com uma duracao de flash bastante inferior
ao tempo de vida de fluorescéncia dessas espécies. Tal permite medir a emissao
de fluorescéncia a um dado momento, quando a luz difusa e a fluorescéncia
imediata ja tiverem desaparecido (atraso). Assim, o fundo pode ser
significativamente reduzido enquanto a sensibilidade é melhorada.

Os beneficios da fluorescéncia resolvida no tempo (TRF) aplicam-se,
consequentemente, a varias marcas com diferentes tempos de vida de
fluorescéncia.
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D) Polarizacao de fluorescéncia (FP)

A polarizacdo de fluorescéncia (FP) mede a mobilidade rotacional de um
composto fluorescente marcado. Por conseguinte, a polarizacédo de fluorescéncia
(FP) é particularmente adequada a estudos de ligacdo, porque o0 movimento de
cambalhota (mudanca de direcdo) de pequenas moléculas pode ser fortemente
abrandado apoés a ligacdo a uma molécula maior.

As medic8es de polarizacéo de fluorescéncia sdo baseadas na detecao da
despolarizacao da emisséo de fluorescéncia apds a excitacdo de uma molécula
fluorescente por luz polarizada. Uma molécula fluorescente pode ser visualizada
como uma antena. Uma molécula destas pode absorver energia se e apenas se
a polarizacéo da luz de excitacdo corresponder a orientacdo da antena. Durante
o tempo de vida de fluorescéncia, ou seja, 0 tempo em que a molécula
permanece no estado excitado, as moléculas pequenas difundem-se por rotacédo
de forma relativamente rapida. Consequentemente, reorientam-se antes de
emitirem o seu fotdo. Como resultado e devido ao carater aleatério da difuséo,
uma luz de excitacao polarizada linearmente é convertida numa luz de emissao
menos polarizada. Assim, um valor mP elevado obtido representa a rotacao lenta
da molécula marcada, indicando que é provavel que a ligacédo tenha ocorrido.
Um valor mP baixo representa uma rotacao rapida de uma molécula, indicando
que é provavel que a ligacdo ndo tenha ocorrido.

O resultado da medicao FP é calculado a partir de duas medi¢c8es da intensidade
de fluorescéncia sucessivas. Elas diferem na orientacdo mutua de filtros
polarizadores, um colocado atras do filtro de excitacdo e outro a frente do filtro
de emissao. Ao processar ambos os conjuntos de dados, é possivel medir a
extensdo da alteracdo da orientacdo da marca fluorescente no intervalo de
tempo entre a excitagcdo e a emissao.

2.4.2 Absorvancia

A absorvancia é uma medida para a atenuacéo de luz monocromatica quando
esta é transmitida através de uma amostra. A absorvancia é definida como:

A = LOGu1o (lo/ lamosTra),

Sendo que lamosTra € a intensidade da luz transmitida e | o a intensidade de luz
ndo atenuada pela amostra. A unidade é designada por densidade 6tica (OD)

Assim, 2,0 OD significa uma atenuacédo de 102° ou multiplicada por 100 (1% de
transmisséo),

1,0 OD significa uma atenuag&o de 10*° ou multiplicada por 10 (10% de
transmissao), e

0,1 OD significa uma atenuacdo de 10°! ou multiplicada por 1,26 (79,4% de
transmissao).

Se a amostra contiver apenas uma Unica espécie absorvente nessa estreita
banda de comprimentos de onda, a absorvancia corrigida do fundo (A) é
proporcional a concentracéo correspondente dessa espécie (lei de Lambert-
Beer)
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2.4.3 Luminescéncia

Quimioluminescéncia ou bioluminescéncia tipo Glow

O leitor Infinite fornece medi¢Bes da quimioluminescéncia ou bioluminescéncia
tipo Glow. O tipo Glow significa que o ensaio de luminescéncia brilha durante
muito mais do que um minuto. Estéo disponiveis substratos de luminescéncia
que produzem uma luz suficientemente estavel durante horas.

A luminescéncia pode, por exemplo, ser medida para determinar a atividade de
um composto marcado por uma enzima (peroxidase, fosfatase). A emisséo de
luz resulta de um substrato de luminescéncia descomposto pela enzima. Em
caso de excesso de substrato, pode assumir-se que o sinal de luminescéncia é
proporcional a abundancia do composto marcado por uma enzima. Como com
ensaios enzimaticos, o controlo das condigcBes ambientais é relativamente
determinante (temperatura, valor pH).

Para os aspetos praticos de ensaios de luminescéncia, consulte o seguinte
exemplo:

Bioluminescence Methods and Protocols (Métodos de bioluminescéncia e
protocolos), ed. R.A. LaRossa, Methods in Molecular Biology 102, Humana
Press, 1998

Transferéncia de energia de bioluminescéncia por ressonancia (BRET)

A BRET é uma tecnologia de ensaio celular avan¢ada, ndo destrutiva, que se
adequa perfeitamente a aplicagdes protedmicas, incluindo a pesquisa de
recetores e o mapeamento de caminhos de transdugéo de sinais. A BRET
baseia-se na transferéncia de energia entre proteinas de fusdo com Renilla
luciferase (Rluc) e uma forma mutante da proteina fluorescente verde (GFP). O
sinal BRET é gerado pela oxidacdo de p.a. DeepBlueC, um derivado da
coelenterazina que maximiza a resolucao espectral para uma sensibilidade
otimizada. Esta tecnologia de ensaio homogénea oferece uma plataforma
simples, robusta e versétil com aplicacfes tanto na investigacdo académica
fundamental como na investigacao aplicada.

Luminescéncia Flash

Nos ensaios do tipo Flash, a medicéo sé é efetuada durante a distribuicdo do
reagente ativador ou apés um curto atraso (para medi¢Bes de luminescéncia
Flash com o leitor Infinite, consulte também 2.3.1 Modos de medi¢éo dos
injetores).

Ao longo dos ultimos anos, os substratos de luminescéncia foram melhorados,
passando a fornecer sinais mais estaveis. Nos ensaios de luminescéncia do tipo
Glow, o sinal de luminescéncia estende-se ao longo de uma vasta escala de
tempo (p. ex., uma meia-vida de 30 min.)
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2.5 Sistema 6tico

251 Sistema de intensidade de fluorescéncia (configuracdes M do
Infinite)

O sistema 6tico do sistema de fluorescéncia do topo e do fundo das
configuragbes M do Infinite estd esquematizado abaixo.

O sistema de é composto por:

e Sistema de fonte de luz

e  Monocromador duplo de excitacdo
e Otica de fluorescéncia do topo

e  Monocromador duplo de emissao
e e detecdo de fluorescéncia

As setas cheias indicam o caminho da luz de excitacdo; as setas tracejadas
indicam o caminho da luz de emisséo.

Para simplificar o sistema, ndo é mostrado o Monitor de flash (consultar a
seccdo Monitor de flash, pagina 26). Cada unidade de monocromador, (2) e (4),
€ composta por duas grelhas; nas figuras abaixo, encontra-se uma vista
esguematica mais detalhada.

Esquema da intensidade de fluorescéncia do topo

> P I I e e >

Condensor
W

, Flash lamp . Excitation
: == Monochromator ™

] ® )l )

-t Emission
Monochromator |

L
o
®
-

Filter
Wheel [ .
----------------- Fiber Fiper Betbdtor
Light Source switch switch
: ©
Adjustable P
z-Position @ Objective
ILS -

Figura 8:  Sistema 6tico do sistema de fluorescéncia do topo
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Esquema da intensidade de fluorescéncia do fundo

Condensor

)| Fiber | Bl }a

-
L

| Flash lamp G

Filter |
Wheel [ |

Light Source

Emission

Excitation N
Monochromator = Monochromator

Fiber
switch

Fiber Mirror

Figura 9:  Sistema otico do sistema de fluorescéncia do fundo

Entrance Slit'

\
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Grating

' Light Path

Gratin
J . Exit Slit

Figura 10: Vista detalhada da unidade de monocromador duplo de emisséo e excitagao

Sistema de fonte de luz da intensidade de fluorescéncia

Por norma, as aplicagfes de fluorescéncia requerem uma gama especifica de
comprimentos de onda de excitacdo. Adicionalmente, pode ser necesséria luz de
excitacdo pulsada (fluorescéncia resolvida no tempo [TRF]).

O sistema de fonte de luz para as configuracdes M do Infinite € construido a
partir dos seguintes componentes:

Lampada de flash

Otica de condensagéo

Roda de filtros

Monocromador duplo de excitacédo
Feixe de fibra 6tica

Monitor da lampada de flash

24 Manual de Instrucdes do INFINITE 200 PRO Doc. N.° 30218663 Rev. N.°1.5

2024-06



®TECAN.

2. Descricao geral

Lampada de flash

A configurac@o M do Infinite utiliza uma lampada de descarga em arco xénon de
alta energia (Ilampada de flash). O flash reluz através de um pequeno espaco
entre dois elétrodos. A lampada contém uma atmosfera de xénon de alta
pressao. O flash desvanece no espaco de poucos microssegundos. A frequéncia
do flash é de 40 Hz.

A configuracéo M do Infinite utiliza a lampada de flash para medicdes de
fluorescéncia e absorvancia, apesar de a iluminacéo sé ser obrigatéria para TRF.
As principais vantagens deste tipo singular de lampada sao:

Alta intensidade de UV profundo ao IV préximo
Tempo de vida muito longo
Muitas aplicacdes - apenas um tipo de lampada

N&o é necessario tempo de aquecimento

Condensador

As oticas do tipo condensador da silica fundida concentram a luz de flash na
fenda da entrada do monocromador de excitacao.

Roda de filtros

Existe uma roda de filtros entre o condensador e 0 monocromador de excitacao.
A roda de filtros contém filtros 6ticos de comprimento de onda especifico, que
s&0 necessarios para bloquear ordens de difracao indesejadas produzidas pelas
grelhas 6ticas. Os filtros sao ajustados automaticamente.

Monocromador duplo de excitagéo

Tanto nas aplicagdes de fluorescéncia como absorvancia, € utilizado o
monocromador duplo de excitagdo para selecionar todos os comprimentos de
onda desejados do espectro da lampada de flash na gama de 230 a 850 nm
(verséo espectralmente melhorada) para intensidade de fluorescéncia e de
230 nm a 1000 nm para aplicacdes de absorvancia.

Em muitos casos, os espectros de emisséo de fluorescéncia ndo dependem do
comprimento de onda de excitacdo exato; por conseguinte, para se obter um
sinal de fluorescéncia total maximo, deve ser utilizada uma grande largura de
banda de excitacéo.

A largura de banda do sistema de monocromador das configuragées M do Infinite
€ < 9 nm para comprimentos de onda > 315 nm e <5 nm para comprimentos de
onda < 315 nm.

Para uma descricdo mais detalhada de como funciona um monocromador, ver
abaixo.

Descricao de como funciona um monocromador

Um monocromador é um instrumento 6tico que permite a selecdo de um
comprimento de onda a partir de um espectro 6ético definido. O seu modo de
funcionamento pode ser comparado a um filtro ético sintonizavel, que permite
ajustar tanto o comprimento de onda como a largura de banda.

Um monocromador é composto por uma fenda de entrada, um elemento
dispersivo e uma fenda de saida. O elemento dispersivo difrata a luz no espectro
Gtico e projeta-a para a fenda de saida. Um elemento dispersivo pode ser
realizado utilizando um prisma de vidro ou uma grelha ética. Os
monocromadores modernos, como os utilizados nas configuracdes M do Infinite,
séo concebidos com grelhas 6ticas.
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A rotagdo da grelha 6tica a volta do seu eixo vertical move o espectro através da
fenda de saida e apenas uma parte do espectro (banda passante) atravessa a
fenda de saida. Isto significa que, quando a fenda de entrada do monocromador
€ iluminada com luz branca, apenas passa pela fenda de saida a luz com um
comprimento de onda especifico (luz monocromatica). O comprimento de onda
desta luz é definido pelo angulo de rotacao da grelha otica. A largura de banda é
definida pela largura da fenda de saida. A largura de onda é definida como
largura a meia altura (FWHM - full width at half maximum).

Os monocromadores bloqueiam os comprimentos de onda indesejados, que
costumam somar 103. Isso significa que, quando o monocromador é ajustado
para luz com um comprimento de onda de 500 nm e o detetor deteta um sinal de
10 000 contagens, a luz com comprimentos de onda diferentes cria um sinal de
apenas 10 contagens. Para aplicagBes na gama de fluorescéncia, este bloqueio
muitas vezes nédo é suficiente, uma vez que a luz de fluorescéncia a detetar é
geralmente bastante mais fraca do que a luz de excitacdo. Para se obter um
nivel de blogueio mais elevado, séo conectados dois monocromadores em série,
ou seja, a fenda de saida do primeiro monocromador atua simultaneamente
como a fenda de entrada do segundo monocromador. Tal é conhecido como
monocromador duplo. Neste caso, a contagem de bloqueio atinge um fator de
108, um valor geralmente alcancado por filtros de interferéncia.

Nas configura¢des M do Infinite, € instalado um monocromador duplo tanto do
lado de excitagdo como de detecgdo. Isso permite uma selecéo facil de
comprimentos de onda de excitacéo e fluorescéncia sem limitag6es através de
filtros de corte.

Feixe de fibra o6tica

A luz da fenda de saida do monocromador de excitacdo esta acoplada num feixe
de fibra o6tica, que guia a luz para a 6tica de medicao do topo ou a 6tica de
medic¢&o do fundo. A extremidade inferior de cada feixe de fibra atua como uma
fonte de luz de cor especifica. Em ambos os casos, uma pequena parte da luz é
sempre guiada para o diodo do monitor da lampada de flash.

Monitor de flash

A energia luminosa de flashes individuais pode variar ligeiramente. Para ter
essas variagdes em conta, um fotodiodo de silicone monitoriza a energia de cada
flash. Os resultados de medic&o de fluorescéncia e absorvancia sdo
compensados de forma correspondente.

Otica de fluorescéncia do topo/fundo

A luz de flash entra no sistema 6tico e é concentrada pelo condensador na fenda
de entrada do monocromador de excitacdo. O comprimento de onda da luz de
excitacdo é selecionado no monocromador. Depois de passar o monocromador,
a luz de excitagao é acoplada num feixe de fibra, que guia a luz para a cabeca
de medigédo do topo ou do fundo. De seguida, a luz é concentrada pelo sistema
de lentes do topo/fundo na amostra.

A luz de fluorescéncia é novamente recolhida pelo sistema de lentes do
topo/fundo, acoplada em feixes de fibra de fluorescéncia e guiada para o sistema
de detecao.

A otica de medicgéo de fluorescéncia do topo possui 0s seguintes componentes:

e Sistema de lentes de intensidade de fluorescéncia do topo
e Feixe de fibra de fluorescéncia

e A dtica do fundo possui 0s seguintes componentes:

e  Espelho de fluorescéncia do fundo

e Feixe de fibra de fluorescéncia
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Sistema de lentes de intensidade de fluorescéncia do topo

O lado de saida do feixe atua como uma fonte de luz de cor especifica. O
sistema de lentes na extremidade da fibra de excitacéo do topo foi concebido
para concentrar a luz de excitacdo na amostra e para recolher a luz de
fluorescéncia e refoca-la para o feixe de fibra de fluorescéncia.

As lentes da objetiva sao feitas de silica fundida. Este material permite uma
elevada transmissao UV e est4 praticamente isento de autofluorescéncia.

Tamanho do spot de excitagao

O tamanho da seccéo transversal do feixe de fibra determina o diametro da
cintura do feixe (tamanho do spot) no po¢o da microplaca. O diametro do spot
para a série M é de aprox. 3 mm para a 6tica do topo e 2 mm para a Gtica do
fundo.

Feixe de fibra de fluorescéncia do topo e do fundo

O feixe de fibra conectado a cabeca de medi¢céo do topo/fundo contém uma
mistura homogénea tanto de fibras de excitacdo como de emisséo. As fibras de
emissao guiam a luz de fluorescéncia para a cabeca do monocromador de
emissdo, onde um sistema de lentes concentra a luz na fenda de entrada do
monocromador de emissao.

Espelho de fluorescéncia do fundo

O lado de saida do feixe atua como uma fonte de luz de cor especifica. O
espelho na extremidade da fibra de excitacdo do fundo foi concebido para
concentrar a luz de excitagdo na amostra e para recolher a luz de fluorescéncia e
refoca-la para o feixe de fibra de fluorescéncia.

Posicionamento Z (fluorescéncia do topo apenas nas
configuragcdes M do Infinite)

A altura da objetiva por cima da amostra pode ser ajustada com a funcéo de
posicdo Z. Como a luz de excitacédo é refletida pelo fluido de amostra, o ajuste Z
ajuda a maximizar a relagao sinal/ruido. Para mais detalhes sobre o
posicionamento Z, consulte o capitulo 4.5.2 Otimizagdo Z (medig6es FI do topo
apenas com configuracées M do Infinite).

Detecdo da intensidade de fluorescéncia

O sistema de detecao de fluorescéncia é utilizado para ambos os modos de
medic¢do: fluorescéncia de cima (topo) e por baixo dos pog¢os da microplaca
(fundo).

A luz de fluorescéncia é concentrada na fenda de entrada do monocromador de
emisséo. Depois de passar o monocromador, a luz é concentrada no detetor
(PMT). Existe uma roda de filtros entre o monocromador e o PMT.

O sistema de detecéo de fluorescéncia possui 0s seguintes componentes:

e  Monocromador duplo de emisséo
e Roda de filtros PMT
e  Detetor PMT
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Monocromador duplo de emisséao

A semelhanca do monocromador duplo de excitac&o, o monocromador duplo de
emissao é utilizado para selecionar qualquer comprimento de onda do sinal de
fluorescéncia.

Funciona como um filtro ajustavel para diferenciar a dispersao da luz de
excitacdo e a fluorescéncia ndo especifica. A gama de comprimento de onda
pode ser selecionada entre 280 e 850 nm no instrumento espectralmente
melhorado. A largura de banda é de 20 nm.

Roda de filtros PMT

A roda de filtros contém filtros 6ticos de comprimento de onda especifico, que
sd0 necessarios para bloquear ordens de difracdo indesejadas produzidas pelas
grelhas 6ticas. Os filtros sdo ajustados automaticamente.

Detetor PMT

E utilizado um tubo fotomultiplicador (PMT) para a detec&o dos niveis tdo baixos
de luz associados a fluorescéncia. O PMT da versao espectralmente melhorada
das configuracGes M do Infinite é sensivel até ao infravermelho préximo (NIR),
apresentando ainda uma baixa corrente escura. Os circuitos eletrénicos utilizam
uma conversao analdgica/digital da corrente de saida do PMT. O ajuste do
ganho do PMT permite a medicdo de uma vasta gama de concentracdes em
dominios de concentracdo mais baixos ou mais elevados. Para mais detalhes,
consulte a sec¢do 4.5.1 Pardmetros do instrumento.

2.5.2 Sistema de intensidade de fluorescéncia
(configuracdes F do Infinite)
As seguintes partes comp8em o sistema de intensidade de fluorescéncia das
configuracdes F do instrumento Infinite:
e Fonte de luz
e Otica de fluorescéncia
e Sistema de detecao de fluorescéncia
O sistema de fluorescéncia do topo é apresentado na Figura 11 e o sistema do

fundo na Figura 12. As setas cheias indicam o caminho da luz de excitacéo; as
setas tracejadas determinam o caminho da luz de emisséo.
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Esgquema da intensidade de fluorescéncia do topo
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Figura 11:

configuragdes F do Infinite

Sistema de intensidade de fluorescéncia do topo das
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Esquema da intensidade de fluorescéncia do fundo
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Figura 12: Sistema de intensidade de fluorescéncia do fundo das
configurac@es F do Infinite

Sistema de fonte de luz

A luz de flash entra no sistema 6tico ao ser concentrada através de uma fenda
com o filtro. Esta abertura atua como uma fonte de luz de cor especifica.

O sistema de fonte de luz para as configuracdes F do Infinite é construido a partir
dos seguintes componentes:

Lampada de flash
Otica de condensacio
Filtros de excitagcéo

Monitor da lampada de flash

Lampada de flash

A configuragdo F do Infinite utiliza uma lampada de descarga em arco xénon de
alta energia (lampada de flash). O flash reluz através de um pequeno espaco
entre dois elétrodos. A lampada contém uma atmosfera de xénon de alta
presséo. O flash desvanece no espaco de alguns microssegundos.

A frequéncia do flash é de 40 Hz.

A configuracéo F do Infinite utiliza a lampada de flash para medi¢cfes de
fluorescéncia e absorvancia, apesar de a iluminagdo so ser obrigatoria para TRF.
As principais vantagens deste tipo singular de lampada séo:

Alta intensidade de UV profundo ao IV proximo

Tempo de vida muito longo
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Muitas aplicacdes - apenas um tipo de lampada

N&o é necessario tempo de aquecimento

Condensador

A ¢tica tipo condensador focaliza a luz através da fenda de entrada para o
sistema Otico de fluorescéncia.

Filtro de excitacao

Os filtros de banda passante de comprimento de onda especifico servem para
selecionar a gama de comprimento de onda que interessa a partir do espetro
completo da luz de excitacdo proveniente da lampada de flash. Os filtros sé&o
instalados em tabuleiros amoviveis e sao intercambiaveis.

Monitor de flash

A energia luminosa de flashes individuais pode variar ligeiramente. Para ter
essas variagdes em conta, um fotodiodo de referéncia de silicone monitoriza a
energia de cada flash. Os resultados de medicdo de fluorescéncia séo
compensados de forma correspondente.

Otica de fluorescéncia do topo

A luz de flash entra no sistema 6tico ao ser concentrada através de uma fenda e
depois através do filtro de excitagdo. Dependendo do comprimento de onda
medido, um espelho semitransparente (50%) ou dicroico especial reflete a luz em
direcdo a microplaca. O sistema de lentes da objetiva concentra a luz na
amostra.

A emisséo de fluorescéncia é medida a partir de cima do pocgo. A luz de
fluorescéncia é recolhida pela objetiva, direcionada através do espelho
apropriado e focalizada através da fenda de saida para a detecgéo.

Sistema de lentes da objetiva

A objetiva foi concebida para recolher a luz de fluorescéncia emitida de um poco
e focaliza-la através da fenda de saida para o sistema de detecéo.

As lentes da objetiva séo feitas de silica fundida. Este material permite uma
elevada transmissdo UV e esta praticamente isento de autofluorescéncia.

Selecédo do espelho - Fluorescéncia do topo (apenas configuracdes F do Infinite)

G

A configuragédo F do Infinite esta equipada com um porta-espelho que aloja um
espelho de 50%, bem como um espelho dicroico 510.

A vantagem do espelho de 50% € que funciona com qualquer par de
comprimentos de onda de excitacdo e emissédo. No entanto, 50% da luz de
excitagcdo direcionada para a amostra e, subsequentemente, 50% da luz de
emisséo vinda da amostra perdem-se.

Os espelhos dicroicos dependem do comprimento de onda e foram concebidos
para refletir quase inteiramente uma determinada gama de comprimento de
onda. Os espelhos dicroicos apresentam uma alta reflexdo de luz de excitagédo e
uma elevada transmissao de luz de emissado. Além disso, oferecem geralmente
uma melhor relagéo sinal/ruido, em comparacao som espelhos de 50%.

Disponivel para formatos de placa até 384 pocos.

Nota
Um espelho dicroico tem de corresponder aos comprimentos de onda
de excitacdo e emissao de fluorescéncia selecionados.
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Tipo de espelho Reflex&o Transmisséo

(excitacéo) (emisséo)
Espelho de 50% 230 — 900 nm 230 — 900 nm
Dicroico 510 320 - 500 nm 520 — 780 nm
(p. ex., fluoresceina)

De acordo com os comprimentos de onda definidos no script de medicéo, o
espelho dicroico é automaticamente selecionado se os comprimentos de onda de
excitacado e de emissédo corresponderem a gama especificada desse espelho. Se
o comprimento de onda de excitagdo ou 0 de emissédo nao corresponder as
gamas do espelho dicroico, é automaticamente selecionado o espelho de 50%
para a medicgao.

Otica de fluorescéncia do fundo

A luz de flash entra no sistema 6tico ao ser concentrada através de uma fenda e
depois através do filtro de excitacéo. A fibra de excitagcao do fundo guia a luz
para a sonda da 6tica do fundo, que é composta por um espelho eliptico que
focaliza a luz através do fundo da microplaca para o poco. A luz emitida
concentrada na fibra de excitagcdo do fundo, que guia a luz sobre um espelho
através do filtro de emissao para o sistema de detecéo de fluorescéncia.

Detecéao de fluorescéncia

Filtro de emisséao

Os filtros de banda passante de comprimento de onda especifico servem para
diferenciar sinais de fluorescéncia nédo especificos da luz de emissdo em questao
especifica da amostra. Os filtros sdo instalados em tabuleiros amoviveis e sédo
intercambidveis.

Os filtros de fluorescéncia podem ser usados indiscriminadamente como filtros
de excitacdo ou emisséo, dependendo dos requisitos de medicao.

O diametro do spot para configuragdes F do Infinite € de aproximadamente 2
mm.

Detetor PMT

E utilizado um tubo fotomultiplicador (PMT) para a detec&o dos niveis tdo baixos
de luz associados a fluorescéncia. Para mais detalhes, consulte a sec¢éo
Detecao da intensidade de fluorescéncia, pagina 27.

2.5.3 Sistema de polarizacao de fluorescéncia (apenas
Infinite F Plex)

Para detalhes técnicos, consulte o capitulo 2.5.2 Sistema de intensidade de
fluorescéncia (configuragdes F do Infinite).

O Infinite F Plex, a configuracdo F do Infinite para medi¢Bes de polarizacdo de
fluorescéncia (FP), é fornecido com um tabuleiro de filtros FP padréo. O tabuleiro
de filtros esta equipado com filtros e polarizadores para a excitacao e a emissao,
respetivamente com 485 e 535 nm, e pode ser aplicado para a medicéo, por
exemplo, de aplicagbes de FP baseadas na fluoresceina.

Para mais detalhes sobre como montar polarizadores e filtros FP, consulte o
capitulo 4.4 Definicéo de tabuleiros dos filtros (configuracdes F do Infinite).
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254 Sistema de absorvancia (configuracdes F do Infinite)

Para medi¢6es de absorvancia , € utilizado um caminho 6ético semelhante ao da
excitacao de fluorescéncia. O médulo de medi¢do de absorvancia encontra-se
por baixo do transportador de placas. Ele mede a luz transmitida através da
amostra. Antes da medicao da microplaca, realiza-se uma medicao de referéncia
com o transportador de placas retirado do feixe de luz (ver também

2.4.2 Absorvancia).

O sistema de absorvancia € apresentado na Figura 13 e é constituido pelos
seguintes componentes:

e Fonte de luz

e Ofica de absorvancia

e Unidade de detecado de absorvancia

Reference
Condensor H Diode
® ----l-l-{:’Ill---l---ul- ' TIL) -----I
Flash lamp / 4
1) adce Beamsplitter
Light Source * @
(2) Objective
Aperture ¥

< Plate

7 Carrier

MTP

-
y

I A bsorbance
Photo Diode

Figura 13: Sistema de absorvancia das configuracdes F do Infinite

Sistema de fonte de luz

O sistema de fonte de luz de absorvancia é semelhante ao sistema de
fluorescéncia do topo.

Filtro de banda passante

Em aplicacBes de absorvancia, séo necessarios filtros éticos do tipo de banda
passante para selecionar os comprimentos de onda Uteis a partir do espectro da
lampada de flash. Os filtros sdo montados em tabuleiros amoviveis.

Filtro de absorvancia

As medic6es de absorvancia requerem filtros de banda passante relativamente
estreitos (2 — 10 nm) com inclinagdes ingremes.
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Otica de absorvancia

O porta-espelho possui uma posi¢éo de absorvancia. Um par de pequenas
fendas forma um feixe de luz estreito e mais colimado quando comparado com a
excitacdo de fluorescéncia.

A luz focalizada através do liquido distribuido é ligeiramente refratada nas
interfaces entre o ar, o liquido e o fundo da placa. Para se conseguir uma
medicéo fidvel na presenca do menisco, uma lente de focagem volta a recolher
0s raios de luz que podem ter sido refratados demasiado longe do eixo 6tico.

O tamanho do spot do feixe de luz de absorvancia é de 0,5 mm (diametro).

Detecédo de absorvancia

()

Um fotodiodo de silicone é utilizado para a medicéo do feixe de luz. E sensivel a
uma vasta gama de comprimentos de onda. O fotodiodo € ideal para os niveis de
luminosidade com medicdes de absorvancia até 4 DO.

Nota
Para a medicdo de absorvancia de acidos nucleicos em pequenos
volumes (2 ul), utilize a placa NanoQuant Plate™ da Tecan.

Com este dispositivo, é possivel medir 16 amostras diferentes numa
medicéao.

Para pedir mais informacdes, contacte o seu distribuidor local da Tecan
ou visite: www.tecan.com.

255 Sistema de absorvancia (configuracdes M do Infinite)
Para medi¢8es de absorvancia, é utilizado um caminho 6tico semelhante ao da
excitacado de fluorescéncia.
O sistema de absorvancia é composto por:
o fonte de luz
e monocromador de excitacdo
e  (tica de absorvancia MTP
e mobdulo de medicdo de absorvancia MTP
As éticas do tipo condensador focalizam a luz através dos filtros de excitacdo e
depois através da fenda de entrada para o monocromador de excitacdo. De
seguida, um feixe de fibra guia a luz do monocromador de excitagdo para a 6ética
de absorvancia MTP, que concentra a luz nos po¢os. O mdodulo de medicao de
absorvancia MTP encontra-se por baixo do transportador de placas. Estes
mddulos medem a luz transmitida através da amostra.
Antes da medicdo da microplaca (MTP), realiza-se uma medicéo de referéncia
com o transportador de placas retirado do feixe de luz.
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Condensor __ | '
QW | =
l |

\ Flash lamp ' Excitation
X === === Monochromator ™

Filter
Wheel & | 2

Fiber
switch

Light Source

Ref-Diode

Abs-Diode

Figura 14: Sistema 6tico de absorvancia para configura¢cdes M do Infinite

Para mais detalhes sobre a fonte de luz (1) e o monocromador de excitacdo (2),
consulte Sistema de fonte de luz da intensidade de fluorescéncia, pagina 24.

Otica de absorvancia MTP

Um feixe de fibra guia a luz do sistema do monocromador de excitacdo para a
Otica de absorvancia MTP.

A Gtica de absorvancia é composta por um par de lentes que focaliza o feixe de
luz no pogo da microplaca.

O tamanho do spot do feixe de luz de absorvancia é de 0,7 mm de diametro.

Detecédo de absorvancia MTP

()

Um fotodiodo de silicone ¢é utilizado para a medi¢&o da luz transmitida. E
sensivel a uma vasta gama de comprimentos de onda. O fotodiodo € ideal para
os niveis de luminosidade com medi¢8es de absorvancia até 4 DO.

Nota
Para a medicdo de absorvancia de acidos nucleicos em pequenos
volumes (2 pl), utilize a placa NanoQuant Plate™ da Tecan.

Com este dispositivo, é possivel medir 16 amostras diferentes numa
medicéao.

Para pedir mais informacdes, contacte o seu distribuidor local da Tecan
ou visite: www.tecan.com.
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Correcao por comprimento do caminho

A correcdo por comprimento do caminho para leitores Infinite com
configurac6es de monocromador pode ser utilizada para corrigir os valores de
absorvancia medidos de amostras em microplacas para um comprimento do
caminho de 1 cm, a fim de comparar os resultados de medic&o aos lidos com
tinas ou para realizar uma analise quantitativa de amostras baseadas no seu
coeficiente de extincao.

Segundo a lei de Lambert-Beer, a quantidade de luz absorvida é proporcional a
concentracdo da amostra e ao comprimento do caminho da luz que atravessa a
amostra. Ao contrario de uma tina padrdo com um comprimento do caminho de 1
cm, o caminho da luz numa microplaca é desconhecido e depende do volume de
enchimento dos pocos. Para solu¢des aquosas, o comprimento do caminho pode
ser calculado a partir dos valores de absorvancia para agua registados na gama
de comprimento de onda de infravermelho préximo (900 nm a 1000 nm),
utilizando uma tina e a respetiva microplaca.

Nota
A absorcao de agua depende da temperatura. Certifique-se de que
todas as medicOes sdo efetuadas a exatamente mesma temperatura.

Nota
Qualquer absorcéo de luz de componentes de ensaio entre 900 e
1000 nm interferdo com a corre¢do por comprimento do caminho.

Nota
Tenha em conta que o amortecedor (concentracdo de sal), os solventes
organicos, o menisco e as caracteristicas da placa podem afetar a
medicdo de correcdo por comprimento do caminho.

CIRCIES

PRECAUCAO

AMOSTRAS TURVAS PODEM ENCURTAR O COMPRIMENTO DO
CAMINHO ESTIMADO DEVIDO A DISPERSAO DA LUZ. A
CORRECAO POR COMPRIMENTO DO CAMINHO COM TINA NAO
COMPENSARA ESTE EFEITO.

O célculo do comprimento do caminho da amostra realiza-se da seguinte
forma:

Comprimento do caminhoamostra = (Atw — Arw)/(AAgua) * 1 cm

Atw = Absor¢cdo de amostra aquosa com comprimento de onda de teste

Arw = Absorcdo de amostra aquosa com comprimento de onda de referéncia
Aigua= Atw menos Arw de dgua numa tina de 1 cm (= fator de corre¢éo)

O comprimento do caminho calculado é finalmente utilizado para corrigir a
absorvancia da amostra (Aamostra) COM um comprimento de onda especifico do
corante de 1 cm (AamostraCorrigida):

AamostraCorrigida = AAmostra/Comprimento do caminhoamostra
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256 Sistema de luminescéncia

O sistema de luminescéncia do leitor Infinite € composto pelas seguintes partes:

e Otica de luminescéncia
e Unidade de detecdo (PMT de contagem de fotéo Unico)

Fiber

g z Transport
PMT £

g MTP

G-_‘

Plate carrier

Figura 15: Sistema 6tico de luminescéncia

O feixe de fibra de luminescéncia guia a luz da amostra para a unidade de
detecéo (PMT), passando por uma roda de filtros. O PMT (tubo fotomultiplicador)
de contagem de fot&o foi concebido para aplicac6es em quimioluminescéncia e
bioluminescéncia fornecendo uma gama dinamica elevada. O ruido
excecionalmente baixo e a alta sensibilidade permitem a detecao de niveis de
luminosidade muito baixos.

A posicao Z do feixe de fibra de luminescéncia fixado no porta-6tica é
automaticamente ajustada pelo software e depende do ficheiro de definicdo da
placa selecionado. Como a luz é refratada na superficie da amostra liquida, o
ajuste Z ajuda a maximizar a relacéo sinal/ruido e a minimizar a diafonia.

Otica de luminescéncia

No modo de medicdo de luminescéncia, o leitor Infinite utiliza uma posigéo fixa
da microplaca e uma cabeca movel de medigdo de luminescéncia (ver Figura 15:
Sistema 6ético de luminescéncia). A espessura da placa € definida selecionando
o tipo de placa correspondente no software (consultar o Manual de Instru¢gfes do
i-control).

Fibra

Uma fibra de vidro guia a luz de uma amostra para a unidade de dete¢&o. A fibra
foi concebida para medir placas de 6 a 384 pocos.

Roda de filtros

Uma roda de filtros com 6 posi¢6es de filtro a frente da janela do PMT é
comutada para o canal de luminescéncia desejado. A sensibilidade do sistema
de detecdo faz com que seja necessario atenuar os elevados niveis de luz de
luminescéncia; por conseguinte, a roda de filtros também pode comutar um filtro
de densidade neutra através da saida de fibra selecionada.
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Posicdo da roda de filtros Filtro
Posicéo 1 Lumi Verde*
Posicéo 2 Lumi Magenta*
Posicdo 3 Filtro de densidade neutra OD2
Posicéo 4 Sem atenuacao
Posicdo 5 NB Vermelho **
Posicédo 6 NB Azul2 **
* recomendado para o ensaio BRET? e 0 ensaio ChromaGlo - Luciferase

i recomendado para o ensaio NanoBRET™

O filtro de densidade neutra OD2 serve para atenuar os elevados niveis de
luminosidade com um fator de 100 (correspondente a uma absorvancia de 2
OD). Os valores resultantes sdo automaticamente colocados numa escala de
contagens por segundo e apresentados de forma correspondente nos resultados
fornecidos pelo software.

Consulte Figura 16 a Figura 19 para os espectros de transmisséo dos filtros de

luminescéncia.
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Figura 16: Espectro de transmisséo do filtro Lumi Magenta
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Figura 17: Espectro de transmissao do filtro Lumi Verde
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Figura 18: Espectro de transmisséo do filtro NB Vermelho
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Figura 19: Espectro de transmissao do filtro NB Azul2

25.7 Porta de tina (configurac6es M do Infinite)

As configura¢des M do Infinite podem ser opcionalmente equipadas com uma
porta de tina para medi¢8es de absorvancia.

Para medi¢bes de absorvancia com a porta das configuragfes M do Infinite, é
utilizado um caminho 6tico semelhante ao da excitacéo de fluorescéncia.

O sistema de absorvancia é composto por:

o fonte de luz

e monocromador de excitacao

e mobdulo de medigdo de absorvancia na tina
e mobdulo de absorvancia na microplaca

As éticas do tipo condensador focalizam a luz através dos filtros de excitagao e
depois através da fenda de entrada para o monocromador de excitagdo. De
seguida, um feixe de fibra guia a luz do monocromador de excitagdo para a Gtica
de absorvancia na tina, que focaliza a luz através da tina. O modulo de medicéo
de absorvancia na tina encontra-se logo ap0s a porta de tina. Um fotodiodo de
silicone mede a luz transmitida através da amostra. Antes da medigédo da tina,
realiza-se uma medicdo de referéncia relativamente ao ar com a porta de tina
retirada do feixe de luz.
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Condensor
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' Filter )
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Figura 20: Sistema 6tico do modulo de absorvancia das configuragdes M do Infinite,
incluindo a porta de tina. A figura também mostra o caminho da luz do médulo

de absorvancia na microplaca (5).

Para mais detalhes sobre a fonte de luz (1) e 0 monocromador de excitagdo (2),
consulte o capitulo 2.4.1 Fluorescéncia/A) Intensidade de fluorescéncia (FI).

Nota
A porta de tina € uma opcéo exclusiva das configuracdes M do Infinite.
Esta opcdo nado esté disponivel para as configuracdes F do Infinite.
Com as configuragdes F do Infinite, as tinas podem ser medidas
utilizando um adaptador de tina da Tecan colocado no transportador
de placas.

Otica de absorvancia natina
Um feixe de fibra guia a luz do sistema do monocromador de excitacdo para a

Gtica de absorvéancia na tina.
Esta 6tica é composta por um par de lentes que focaliza o feixe de luz na tina.

No ponto focal, o didmetro do spot do feixe de luz de absorvancia é de 1,9 mm.

Detecédo de absorvancia natina
Um fotodiodo de silicone é utilizado para a medi¢&o da luz transmitida. E
sensivel a uma vasta gama de comprimentos de onda. O fotodiodo € ideal para
0s niveis de luminosidade com medicdes de absorvancia abaixo de 4 DO. Os
valores de medicdo acima de 4 OD estdo marcados como OVER na folha de

resultados.
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Tipos de tinas

A porta de tina é compativel com as seguintes tinas:

Tipo de tina Largura x Altura maxima Volume de Exemblo
P Profundidade (incluindo atampa) enchimento P
Tinas padréo 12,5x 12,5 mm 55 mm 2ml Hellma 110*QS’
10 mm
Tinas semi-macro 12,5x 12,5 mm 55 mm 1mil Hellima 108*_QS’
10 mm
Hellma 104.002
Micro-tinas 12,5x 12,5 mm 55 mm 0,5 ml QS,
10 mm*
Ultra-micro-tinas 12,5x 12,5 mm 55 mm 100 pl Hellma 105;202’
10 mm
N&o podem ser utilizadas tinas com uma janela de medi¢éo < 2 mm (diametro).
PRECAUCAO
UTILIZE SEMPRE UM VOLUME DE ENCHIMENTO VALIDO.
CERTIFIQUE-SE DE QUE O NIVEL DO LIQUIDO NA TINA EXCEDE
0OS 20 MM (ALTURA). CASO CONTRARIO, O CAMINHO DA LUZ NA
TINA PODE NAO FICAR COMPLETAMENTE CHEIO DE LiQUIDO,
PODENDO CAUSAR RESULTADOS DE MEDICAO ERRADOS.
PRECAUCAO
A PORTA DE TINA DAS CONFIGURACOES M DO INFINITE NAO
PODE SER USADA PARA TINAS COM UMA JANELA DE MEDICAO
<2 MM (DIAMETRO) E UMA ALTURA DO CENTRO INFERIOR A
15 MM.

*Hellma GmbH & Co. KG, Alemanha; www.hellma-worldwide.com
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Insercdo datina

O suporte de tinas esta fixado firmemente ao transportador de tinas e move a
tina para dentro e para fora. O transportador de tinas faz parte integrante do
instrumento e ndo pode ser removido.

PY—

Janela de medicao

Figura 21: Porta de tina para configuracdes M do Infinite

A tina tem de ser inserida de modo que a janela de medi¢&o da tina corresponda
a janela de medicao do suporte de tinas:

W

(™™ ¥

/Diregéo dafuz

I
Figura 22: Como inserir a tina no suporte de tinas
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3.

Instalacéao

3.1

3.1.1

Desembalar e verificar

A embalagem fornecida inclui os seguintes itens:

CABO USB 2.0 A/B 1.8 M preto com encaixe de ferrite

Suporte de armazenamento do software para configuracées F/M do Infinite
Relatério de qualidade OOB

Bloqueio para transporte (montado)

Manual de Instrugdes

Protocolo de teste final

A embalagem das configurag8es F do Infinite inclui adicionalmente os seguintes
itens:

Caixa de acessorios

Anéis de retencao dos filtros (8)
Ferramenta de montagem dos filtros
Pincas de plastico

Tabuleiro do filtro

A embalagem do mdédulo de injetores para 1 injetor inclui 0s seguintes itens:

Porta-frascos

Copo para expurgagao
Frasco de 125 ml castanho
Injetor ficticio (montado)
Recipiente de residuos
Frasco de 15 ml

O segundo injetor é fornecido com os seguintes itens:

Porta-frascos

Copo para expurgagao
Recipiente de residuos
Frasco de 15 ml

PRECAUCAO

O LEITOR INFINITE FOI TESTADO COM O CABO USB FORNECIDO.
SE UTILIZAR OUTRO CABO USB, A TECAN AUSTRIA NAO PODE
GARANTIR O CORRETO DESEMPENHO DO INSTRUMENTO.

Procedimento de desembalamento

1. Verifigue visualmente o contentor quanto a danos antes de o abrir.

Reporte imediatamente quaisquer danos detetados.

Selecione um local plano, isento de vibracdes, afastado da luz direta do sol e
livre de pg, solventes e vapores acidos para colocar o instrumento. Deixe no
minimo uma distancia de 10 cm entre a parte traseira do instrumento e a
parede ou outros equipamentos. Certifique-se de que o transportador de
placas néo bate acidentalmente em lado nenhum ao mové-lo para fora.
Certifique-se de que o interruptor principal e o cabo principal estdo sempre
acessiveis e nunca ficam obstruidos.
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Cologue a embalagem na posicao vertical e abra-a.

Levante o instrumento, retirando-o da embalagem, e coloque-o no local
escolhido. Tenha cuidado ao levantar o instrumento e certifique-se de que
esta seguro de ambos os lados.

. Verifigue visualmente se o instrumento possui pecas soltas, tortas ou
partidas.
Reporte imediatamente quaisquer danos detetados.

. Compare o nimero de série no painel traseiro do instrumento com o niumero
de série da nota de entrega.
Reporte imediatamente quaisquer discrepancias detetadas.

. Verifique se os acessorios do instrumento correspondem ao que consta na
nota de entrega.

. Guarde a embalagem e os bloqueios para transporte (ver sec¢do seguinte)
para poder reutiliza-los em transportes futuros.

AVISO

O LEITOR INFINITE E UM INSTRUMENTO DE PRECISAO E PESA
APROX. 16 KG QUANDO ESTA TOTALMENTE EQUIPADO.

PRECAUCAO

A CARGA MAXIMA ADMISSIVEL PARA A TAMPA DO LEITOR
INFINITE E DE 16 KG; NO ENTANTO, A CARGA TEM DE ESTAR
DISTRIBUIDA UNIFORMEMENTE POR TODA A SUPERFICIE DA

TAMPA.

PRECAUCAO

A CARGA MAXIMA ADMISSIVEL PARA O TRANSPORTE DE
PLACAS E DE 100 G. SOBRECARREGAR O TRANSPORTADOR DE
PLACAS PODE CAUSAR DANOS NO INSTRUMENTO QUE
NECESSITARAO DE UMA INTERVENGAO TECNICA DE
REPARACAO.

PRECAUCAO

DEIXE NO MINIMO UMA DISTANCIA DE 10 CM ENTRE A PARTE
TRASEIRA DO INSTRUMENTO E A PAREDE OU OUTROS
EQUIPAMENTOS.

PRECAUCAO

O INSTRUMENTO TEM DE SER COLOCADO NUM LOCAL
AFASTADO DA LUZ SOLAR DIRETA. UMA ILUMINACAO > 500 LUX
PODE INFLUENCIAR NEGATIVAMENTE AS MEDICOES
DE LUMINESCENCIA.
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3.2 Remocao dos bloqueios para transporte
PRECAUCAO
REMOVA O BLOQUEIO PARA TRANSPORTE ANTES DE UTILIZAR O
INSTRUMENTO.

O instrumento é fornecido com o transportador de placas bloqueado no sitio, de
modo que ndo possa ser danificado. Antes de utilizar o instrumento, é necessario
remover o bloqueio para transporte, utilizando o seguinte procedimento:

1. Certifique-se de que o instrumento esta desconectado da fonte de
alimentacao principal.

2. Abra a aba do compartimento do transportador de placas.

3. Retire os parafusos e puxe o transportador de placas manualmente para fora.

RO ®TEC

5. Remova o bloqueio para transporte do transportador de placas.

6. Os bloqueios para transporte devem ser guardados para poderem ser
reutilizados em transportes futuros.
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PRECAUCAO

GUARDE A EMBALAGEM E OS BLOQUEIOS PARA TRANSPORTE
PARA PODER REUTILIZA-LOS EM TRANSPORTES FUTUROS. O
LEITOR INFINITE TEM DE SER TRANSPORTADO SEMPRE NA

EMBALAGEM ORIGINAL E COM OS BLOQUEIOS PARA
TRANSPORTE COLOCADOQOS.

3.3 Transporte e armazenamento

3.3.1 Transporte

O leitor Infinite tem de ser transportado sempre na embalagem original e com os
blogueios para transporte colocados. Antes de transportar o instrumento, ele tem
de ser bem desinfetado (ver 7.4 Desinfecdo do instrumento).

3.3.2 Armazenamento

Antes de guardar o instrumento, os injetores tém de ser enxaguados através de
um processo de lavagem (ver 4.10.1 Expurgacéo e lavagem do leitor Infinite).
Selecione um local plano, isento de vibracdes, afastado da luz direta do sol e
livre de pd, solventes e vapores acidos para armazenar o instrumento.

Especificacbes de armazenamento
Temperatura -20°Ca+60°C -4 °F a + 140 °F

Humidade relativa < 80% sem condensacao

3.4 Requisitos de energia

O instrumento possui um sistema de dete¢do automética , ndo sendo necessario
alterar a gama de tenséo. Verifique as especificagdes no painel traseiro do
instrumento e assegure-se de que a tenséo do instrumento corresponde as
respetivas especificacoes.

A gama de tensao é de 100-120/220-240V.

Se a tensdo nao estiver correta, contacte o seu distribuidor.

PRECAUCAO

NAO UTILIZE O INSTRUMENTO SE A TENSAO NAO ESTIVER BEM
DEFINIDA. SE O INSTRUMENTO FOR LIGADO COM A TENSAO

ERRADA, FICARA DANIFICADO.

AVISO
~ SE AS INSTRUCOES CONSTANTES DESTE DOCUMENTO NAO
/ \\ FOREM CORRETAMENTE SEGUIDAS, O INSTRUMENTO PODE
VALY DANIFICAR-SE OU O PROCEDIMENTO PODE NAO SER EFETUADO

CORRETAMENTE, NAO SENDO POSSIVEL GARANTIR A
SEGURANCA DO INSTRUMENTO.
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3.5 Ligar o instrumento
PRECAUCAO
ANTES DE LIGAR O INSTRUMENTO PELA PRIMEIRA VEZ APOS A
INSTALA(}AO, DEVE DEIXA-LO REPOUSAR DURANTE NO MINIMO
3 HORAS, DE MODO A EVITAR A OCORRENCIA DE
CONDENSA(;AO E CONSEQUENTE CURTO-CIRCUITO.

1. Certifique-se de que o computador esta desligado e o interruptor principal no
painel traseiro do instrumento se encontra na posicdo OFF (Desligado).

2. Ligue o computador ao instrumento com o cabo de interface USB fornecido.

3. Insira o cabo de alimentag¢éo na tomada principal (com ligacéo a terra) que se
encontra no painel traseiro do instrumento.

4. Todos os dispositivos ligados tém de estar aprovados e listados de acordo
com a norma IEC 60950- 1 Seguranc¢a de Equipamento de Tecnologia de
Informacdo ou com os padrées locais equivalentes.

5. Ligue o instrumento, utilizando o interruptor principal no painel traseiro do
instrumento.

PRECAUCAO

O LEITOR INFINITE FOI TESTADO COM O CABO USB FORNECIDO.
SE UTILIZAR OUTRO CABO USB, A TECAN AUSTRIA NAO PODE

GARANTIR O CORRETO DESEMPENHO DO INSTRUMENTO.

PRECAUCAO

NAO SUBSTITUA OS FIOS AMOVIVEIS DA FONTE DE
ALIMENTACAO PRINCIPAL POR FIOS COM CARACTERISTICAS

INAPROPRIADAS.
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4, Operar o instrumento

4.1 Introducéo

O leitor Infinite & operado com um comando de software baseado num
computador pessoal. O software i-control ou Magellan pode ser utilizado como
interface do utilizador. Para mais detalhes, consulte o Manual de Instru¢des do
respetivo software. Esta breve introducédo serve para fornecer uma compreensao
geral dos paradmetros e da operacao do instrumento. As sugestdes explicam
como otimizar os parametros do instrumento para as suas aplicagées.

Foram envidados todos os esfor¢os para garantir que o instrumento funcionara
corretamente, mesmo que os parametros predefinidos ndo sejam apropriados
para uma aplicacdo especifica, com uma excec¢ao importante:

PRECAUCAO

AO COLOCAR UMA MICROPLACA NO TRANSPORTADOR DE
PLACAS, CERTIFIQUE-SE SEMPRE DE QUE FOI SELECIONADO O
FICHEIRO DE DEFINICAO DA PLACA CORRETO (ALTURA DA
PLACA) NO SOFTWARE, ANTES DE PROSSEGUIR.

A ALTURA MAXIMA DA PLACA E DE 23 MM (INCLUINDO A TAMPA).

PRECAUCAO

ANTES DE INICIAR MEDIGCOES, CERTIFIQUE-SE DE QUE A
POSICAO A1 DA MICROPLACA ESTA INSERIDA CORRETAMENTE.
A POSICAO DO POCO A1l TEM DE SE SITUAR NO LADO
ESQUERDO SUPERIOR.

PRECAUCAO

NO CASO DE SUJIDADE EXCESSIVA DO TRANSPORTADOR DE
PLACAS, O MECANISMO DE MOLA PODE NAO FUNCIONAR
ADEQUADAMENTE, RESULTANDO NUM POSICIONAMENTO
INCORRETO. CONTACTE O SEU CENTRO DE ASSISTENCIA

TECNICA LOCAL.

PRECAUCAO

DURANTE A OPERACAO DO LEITOR INFINITE, SIGA SEMPRE AS
DIRETRIZES GLP.

e

PRECAUCAO

O LEITOR INFINITE TEM UMA VENTOINHA NA PARTE TRASEIRA
DO INSTRUMENTO QUE ASPIRA AR. O FILTRO DO AR TEM DE SER
VERIFICADO A CADA 4 SEMANAS E SUBSTITUIDO QUANDO
ESTIVER SUJO. O FILTRO DO AR TEM DE SER SUBSTITUIDO APOS
6 MESES.
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4.2 Caracteristicas operacionais gerais

O leitor Infinite apresenta um comportamento geral e op¢des que séo
independentes de uma técnica de medicao selecionada em particular.

4.2.1  Arranque do instrumento

Antes de ligar o instrumento, verifique se o cabo de interface USB esta
conectado.

Ligar o instrumento a corrente
Ao ligar o instrumento a corrente, ndo sao realizados quaisquer passos de
inicializacgéo.

Conectar ao instrumento

Quando o software se conecta ao instrumento, é estabelecida a comunicacéo
entre o instrumento e a interface do utilizador.

S&o realizados o0s seguintes passos:

e Asrodas de filtros OS séo inicializadas (apenas configuracdes M).
e Aroda de filtros de luminescéncia é inicializada.
e O transporte Z da 6tica de luminescéncia é inicializado.

e O transporte de placas € inicializado.
(O transporte de placas nao é retirado automaticamente.)

e Asversfes atuais de firmware e software sdo apresentadas.
e O instrumento esta pronto a ser utilizado.

4.3 OpcOes gerais

As opgBes que se seguem podem ser selecionadas independentemente da
técnica de medicao especifica.

Nota
Para manter a temperatura num nivel constante e garantir uniformidade

ao longo da placa, a placa tem de ser colocada na posicéo de
incubacéo.

Quando afuncao de aguecimento é utilizada durante a agitagéo, a
temperatura pode variar ligeiramente.

Controlo de temperatura

Alguns ensaios requerem uma temperatura exata de funcionamento. O leitor
Infinite pode definir uma temperatura especifica dentro de um intervalo
especifico, garantir uniformidade ao longo da placa e manter a temperatura
constante acima da temperatura ambiente. As ventoinhas de arrefecimento
principais param a ventilagdo.

O aquecimento da camara de medi¢cao demorara algum tempo. Verifique o
display do controlo de temperatura. Se néo estiver incubada externamente, a
microplaca deve ser deixada para equilibracdo antes de se iniciar a medicao.

Intervalo de temperatura: 5 °C acima da temperatura ambiente até 42 °C.
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MedicOes cinéticas

O i-control permite medir uma placa repetidamente em intervalos de tempo
equidistantes. O sinal de fluorescéncia pode diminuir consideravelmente por um
periodo de tempo mais longo, especialmente quando sao utilizados volumes
baixos. Dependendo da quantidade de evaporacdo, o menisco desloca-se para
uma posicado mais baixa, dando lugar a condi¢des ligeiramente desfocadas.
Geralmente, 0s po¢os no canto evaporam mais rapido, depois aqueles perto dos
bordos da microplaca. Durante a medi¢céo de fluorescéncia, pode também
verificar-se uma diminuicdo do sinal resultante do fotobranqueamento.

Agitacdo da microplaca

Multimarcacgao

O leitor Infinite dispde de dois modos de agitacao: linear e orbital. A amplitude de
agitacdo pode ser selecionada del a 6 mm, em fracdes de 0,5 mm. A frequéncia
€ uma funcao da amplitude. A duracdo de agitacao pode ser selecionada de 1 a
1000 s.

O software i-control possui uma funcdo de multimarcacdo basica. Podem ser
editados até quatro conjuntos de parametros do instrumento. As medicées de
placa correspondentes sdo executadas pela ordem selecionada. Por exemplo,
quando é utilizada mais de uma marca fluorescente, é possivel selecionar
diferentes combinac@es de filtros. Uma medicédo de multimarcacéo pode ser
definida utilizando uma tira de placa com/sem uma tira de parte da placa e até
10 tiras de medicéo (comprimento de onda fixo de absorvancia, digitalizacdo de
absorvancia, intensidade de fluorescéncia, digitalizacao de intensidade de
fluorescéncia, luminescéncia).
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4.4 Definicao de tabuleiros dos filtros
(configuracdoes F do Infinite)

4.4.1 Acerca dos filtros

Filtros de fluorescéncia

Os filtros 6ticos (estilo banda passante) num tabuleiro do filtro foram concebidos
especialmente para medi¢des de fluorescéncia. A rejeicdo espectral e a largura
de banda dos filtros de fluorescéncia sao otimizadas para obter uma excelente
sensibilidade.

Contacte a TECAN para filtros diferentes dos equipados nos tabuleiros dos filtros
fornecidos.

Filtros de absorvancia

Os filtros de banda passante comumente utilizados em leitores de microplacas
para medi¢des de absorvancia, possuem geralmente uma largura de banda de
10 nm. Por conseguinte, ndo é aconselhavel usar filtros de fluorescéncia para
medicdes de absorvancia porque a largura de banda (FWHM) é geralmente
superior a 10 nm. Isso pode causar um erro nitido do valor ou valores OD baixos
ao medir corantes com picos estreitos.

4.4.2 Tabuleiro do filtro e orientacao do filtro

Tabuleiro do filtro

O tabuleiro do filtro das configuracdes F do Infinite € composto para uma parte
de excitacdo e uma de emisséo. O tabuleiro do filtro permite ao utilizador
trabalhar com quatro pares de filtros de excitacdo/emisséo independentes, que
podem ser definidos nas posi¢des de 1 a 4. As informacdes acerca dos filtros
inseridos estdo guardadas no microchip integrado.

Parte de emisséo

Parte de excitagao

Figura 23: Configuracdes F do Infinite: Tabuleiro do filtro
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Tipos de filtros

PRECAUCAO

EXISTEM DOIS TIPOS DE FILTROS. E IMPORTANTE QUE A LUZ
ATRAVESSE AMBOS OS TIPOS DE FILTROS NA DIRECAO
CORRETA. ANTES DE INSERIR UM NOVO FILTRO, ANALISE

ATENTAMENTE O FILTRO E A DIRECAO DA LUZ ATRAVES DO
TABULEIRO DO FILTRO.

Filtros com uma seta de lado:

=O

A luz tem de seguir a direcdo da seta.

Filtros sem seta de lado:

CO_C O

Direction of light Direction of light
Correct Incorrect

A extremidade do filtro com o bordo de metal tem de estar virada para o lado
oposto da fonte de luz.

Direction of light —>

Direction of light —» (Emisséo)

(Excitagao)

Figura 24: Configurag@es F do Infinite: Tabuleiro do filtro - Dire¢éo da luz
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Posicao dos filtros de polarizacéo

4.4.3

Nota
As medicdes de polarizacao de fluorescéncia no Infinite F Plex
requerem dois filtros de excitacao e emisséo idénticos colocados
juntamente com os polarizadores nas posicdes 1 e 2 ou 3 e 4.

O tabuleiro do filtro Infinite F Plex pode ser equipado com um méximo de dois
pares de filtros de polarizagdo de fluorescéncia diferentes, uma vez que cada
medicao de polarizagdo de fluorescéncia requer dois filtros de excitagéo e
emissdo idénticos, que sdo colocados juntamente com os polarizadores na
posicdo 1 e 2 ou 3 e 4.

Figura 25: Infinite F Plex: Tabuleiro do filtro com as posi¢6es indicadas para filtros de
polarizacao de fluorescéncia e polarizadores.

Instalacdo de um filtro personalizado

Quando instalar um novo filtro, utilize a ferramenta de montagem dos filtros
incluida na caixa de acessorios. Para instalar os polarizadores, utilize as pin¢as
flexiveis (plastico).

Remocao de um filtro

Alinhe a ferramenta de montagem dos filtros com o entalhe do anel de retencao.
Rode a ferramenta e remova o anel de reten¢éo, puxando-o para fora da ranhura
do filtro.

Anel de retencao

O filtro sai da respetiva ranhura quando o transportador de filtros é virado. Nao
utilize a ferramenta de montagem dos filtros para remover filtros.
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Montagem de um filtro personalizado

E necessario inserir um novo filtro (e polarizador) no tabuleiro, tal como
apresentado abaixo.

Nota
Certifique-se de que os filtros séo inseridos corretamente (ver tipos de
filtros). Para garantir um funcionamento adequado, néo reutilize os
anéis de retencao mais do que 5 vezes.

PRECAUCAO

NAO SE ESQUECA DE INSERIR OS POLARIZADORES E OS
FILTROS NO TABULEIRO DO FILTRO QUANDO ESTIVER A
TRABALHAR COM A POLARIZACAO DE FLUORESCENCIA.

Anel de retengéo

Filtro

\

Polarizador

Tabuleiro do filtro

PRECAUCAO

OS FILTROS SAO COMPONENTES OTICOS DE PRECISAO QUE
DEVEM SER SEGURADOS PELAS PONTAS E NAO DEVEM SER
RISCADOS OU GUARDADOS VIRADOS PARA BAIXO NUMA
GAVETA. DEPOIS DE INSTALADOS NO TABULEIRO, OS FILTROS
FICAM RELATIVAMENTE BEM PROTEGIDOS, MAS TEM DE SE TER
CUIDADO AO MANUSEA-LOS OU GUARDA-LOS.

Para instalar um filtro personalizado, proceda da seguinte forma:

Se necessario, insira cuidadosamente um polarizador na metade de excitacéo e
emisséo do tabuleiro do filtro com ajuda de pincas, prestando atencdo para ndo o
riscar ou deixar impressdes digitais.

Insira cuidadosamente o filtro na abertura, prestando atencéo para n&o o riscar
ou deixar impressfes digitais.

Coloque o anel de retencdo na extremidade da ferramenta de montagem dos
filtros e rode-o para que ndo possa deslizar.
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Ferramenta de montagem dos filtros
com anel de retencdo

Com a ferramenta de montagem dos filtros, empurre o anel de retencdo para
dentro da ranhura do filtro, até ficar fixo no sitio.

Rode a ferramenta, até o entalhe no anel de retencao ficar alinhado com a
extremidade da ferramenta de montagem dos filtros e remova-a.

Se restarem aberturas por utilizar depois da insercéo dos filtros necessarios (p.
ex., a parte de emissao de um filtro de absorvéancia), devem ser montados filtros
ficticios nos buracos ndo ocupados.

4.4.4 Definicao dos filtros

PRECAUCAO

QUALQUER ALTERACAO NOS FILTROS TEM DE SER REALIZADA
POR PESSOAL QUALIFICADO! O INSTRUMENTO E CAPAZ DE
RECONHECER TABULEIROS DO FILTRO PREDEFINIDOS E NAO SE
DEVE TENTAR ALTERAR OS VALORES DO FILTRO.

POREM, SE OS FILTROS NO RESPETIVO TABULEIRO TIVEREM
SIDO MUDADOS (POR UM TECNICO DE REPARACOES) OU SE FOR
NECESSARIO USAR UM NOVO FILTRO PERSONALIZADO
INDEFINIDO, OS TABULEIROS DO FILTRO DEVEM SER
DEFINIDOS.*

*DEPENDENDO DA FREQUENCIA DE UTILIZACAO E DAS
CONDICOES AMBIENTAIS, OS FILTROS OTICOS PODEM
DETERIORAR-SE COM O TEMPO, TENDO, POR ISSO, UMA VIDA
UTIL LIMITADA.

Defina um filtro (par) como se segue:
Selecione Filter Definitions (Definicdes do filtro) no menu Settings (Defini¢des).

Aparece a seguinte caixa de didlogo com um separador da visao geral e quatro
separadores de definicdo de filtro:
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Filter Definition X
| Position 1 || Pasition 2 | Position 3 | Position 4
Filter Slide Descriptiorc | TEST

Fozition = Meas. Mode | Excitation Emizzion

1 FP 485(20] - Pol. 535(25) - Pal.

2 FP 485(20] - Pol. 535(25) - Pal.

3 FI 485(20] 535(25)

4 ABS 432(10)

Overview (Visao geral): A visdo geral fornece ao cliente a definicdo atual do
tabuleiro do filtro.

Filter Slide Description (Descricado do tabuleiro do filtro): Entre na descricdo

do tabuleiro do filtro ou a descri¢cao do tabuleiro do filtro sera gerada
automaticamente.

Nota
Para a descricao do tabuleiro do filtro, ndo sdo permitidos caracteres
especiais (espaco, ?, $, %, ., /, etc.), exceto _.

PRECAUCAO

A DESCRICAO DO TABULEIRO DO FILTRO FAZ PARTE DO VALOR
CHAVE DO FATOR G. SE FOR INTRODUZIDO MANUALMENTE,
EVITE UTILIZAR A MESMA DESCRIGCAO PARA OS DIFERENTES

TABULEIROS DO FILTRO.

Position 1 - 4 (Posicéo 1 - 4): Editor de definicdo de filtro para os filtros (pares
de filtros) nas posicdes 1, 2, 3 e 4.

Selecione a posicéo de filtro apropriada e introduza o novo comprimento de
onda, a largura da banda e o modo de medicéo para cada filtro novo:

Measurement Mode (Modo de medic&o): selecione, da lista pendente, Fl para
intensidade de fluorescéncia, ABS para absorvancia, FP para polarizacao de
fluorescéncia e Empty (Vazio) para posicdes sem filtro
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Filter Definition [X] Filter Definition

Dwerview 1| Pagition 2 | Pasition 3 | Pasition 4 Owverview | Position 1| Position 2 3 Puazition 4

Measurement Mode: |FP v Meazurement Mode: |Fl w

Position 2 requires the same FP seftings as Position1
{performed automatically)!

Excitation: Emission: Exccitation: Emission:
Wavelength: 485 535 wWavelength: (485 535

LEANES ]
LEANES ]

Bandwidth: |20 25 Bandwidth: |20 25

LIRS
LIRS

Description: Cescription:
Purchasze Date: | 2015-08-31 L 2015-08-1 w Purchase Date: | 2015-08-H1 hd 2015-08-3 w
Flash Counter: | 182736 182736 Flash Counter: |468004 463004

Save Cloze Save Cloze

Nota
O modo de polarizacéo de fluorescéncia na Posicao 1 requer as
@ mesmas definicdes do filtro que na Posicédo 2 e vice-versa. O modo de
polarizacdo de fluorescéncia na Posicdo 3 requer as mesmas definicbes
do filtro que na Posicao 4 e vice-versa. Isto realiza-se automaticamente.

PRECAUCAO
CERTIFIQUE-SE DE QUE O TABULEIRO DO FILTRO CONTEM
POLARIZADORES COM OS FILTROS DEFINIDOS PARA A

POLARIZACAO DE FLUORESCENCIA.

Wavelength (Comprimento de onda): Introduza o comprimento de onda do
filtro dentro da seguinte gama:

(1) Modo de intensidade de fluorescéncia: 230 a 850 nm (excitacéo) e
280 a 850 nm (emisséao)

(2) Polarizagdo de fluorescéncia: 300 a 850 nm (excita¢éo) e
330 a 850 nm (emisséo)

(3) Modo de absorvancia: 230 a 1000 nm
Largura de banda: Introduza a largura da banda (nm) do filtro

(4) Aceite os novos valores do filtro, clicando em Save (Guardar). Depois de
fechar a caixa de didlogo de definicdo de filtro, o sistema esté pronto para
recolher dados com o0s novos filtros.

Descricdo (Descricdo): Este campo pode ser utilizado para observacdes
individuais do utilizador acerca do filtro, p. ex., nome do filtro, aplicacao, etc.

Nota
@ Para a descricao do tabuleiro do filtro, ndo sdo permitidos caracteres
especiais (espaco, ?, $, %, ., /, etc.), exceto _.
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Purchase Date (Data da compra): Esta op¢éo permite ao utilizador introduzir a
data da compra ou da instalacédo do filtro

Flash Counter (Contador de flash): O contador de flash monitoriza 0 nimero
de flashes através de um filtro. O numero do contador de flash apenas fornece
ao utilizador informacg8es adicionais acerca do filtro utilizado. O nimero do
contador de flash é guardado no microchip do tabuleiro do filtro juntamente com
outras informacgdes acerca do filtro.

Se substituir um filtro, a respetiva informacéo perde-se, a ndo ser que o ultimo
namero de flash do filtro seja documentado manualmente pelo utilizador.

No caso de um filtro completamente novo, coloque o contador em 0. No caso de
um filtro previamente utilizado, introduza o ultimo nimero de flash registado se
este estiver disponivel.

PRECAUCAO

E ACONSELHAVEL APONTAR MANUALMENTE O ULTIMO NUMERO
DO CONTADOR DE FLASH ANTES DE SUBSTITUIR O FILTRO;
CASO CONTRARIO, A INFORMACAO PERDE-SE.

PRECAUCAO

NAO INSIRA TABULEIROS DO FILTRO SE O INSTRUMENTO NAO
ESTIVER LIGADO E CONECTADO.
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4.5 Otimizacao de medicOes de fluorescéncia

Os resultados de medicdo de fluorescéncia podem ser otimizados, por um lado,
ajustando os parametros do instrumento e, por outro, selecionando materiais
apropriados.

451 Parametros do instrumento

Definicbes do ganho

O sistema de detecéo de fluorescéncia das configuragcfes do Infinite utiliza uma
conversao analdgica/digital (ADC: Analog Digital Converter, conversor analdgico
digital) do sinal do PMT. A definicdo do ganho controla a amplificacdo do PMT
durante a converséo da luz de fluorescéncia em corrente elétrica. O ADC
necessita de uma gama de entrada adequada de corrente do PMT para, por um
lado, fornecer uma relacéo sinal/ruido (S/N) apropriada e, por outro, linearidade.
Por conseguinte, o ganho deve ser ajustado de modo que 0s pocos da
microplaca com concentracdo maxima fornegam as leituras mais altas possiveis.
De seguida, a leitura de pocos da microplaca com concentracdo mais baixa séo
separadas do fundo - desde que o nivel de ruido de fundo o permita.

Nota
Se tiver sido atribuido OVER (Overflow - excesso de fluxo) a algum
poco, podera reduzir manualmente o ganho ou selecionar uma opc¢éo
de ganho automatico (consulte o Manual de Instru¢c8es do software).

Propriedades do PMT

O ganho para a intensidade de fluorescéncia pode ser selecionado de 1 a 255. O
desempenho do PMT depende da voltagem de alimentacdo. Os PMT do leitor
Infinite estdo especificados para uma tenséo de 300 a 1250 V. A relagéo entre as
definic6es do ganho do leitor Infinite e a alimentacdo da voltagem esta descrita
na Equacéo 1. Por conseguinte, o &mbito de utilizacdo do PMT do leitor Infinite
esta especificado para definicbes do ganho de 60 a 255. Sao possiveis
definicbes do ganho abaixo de 60, mas o desempenho do PMT néo esta
especificado para uma alimentacéo da voltagem < 300 V. Por isso, a Tecan ndo
assume qualquer responsabilidade pelos resultados de medicéo do leitor Infinite
quando forem utilizadas definicdes do ganho inferiores a 60.

_ Gain

U *1250V
5

Equacéo 1:

U é a voltagem, Gain (ganho) a definicdo do ganho selecionada, 255 o ganho
méaximo possivel e 1250 V a alimentagdo da voltagem maxima do PMT.

Exemplo:
Um ganho de 100 corresponde a uma alimenta¢éo de voltagem de 490 V:
100

U=——*1250 =490V
Equacéo 2: 255
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4.5.2 Otimizacdo Z (medicdes Fl do topo apenas com
configuracdes M do Infinite)

Uma funcéo util das configuracdes M do Infinite é o processo de otimizacdo Z. A
otimizacdo Z s6 esta disponivel para medi¢cdes FI do topo com as configuraces
M do Infinite. Para um ensaio particular, este processo deve ser realizado uma
vez para determinar a distancia 6tima de trabalho entre a amostra na placa e a
otica de fluorescéncia.

A posicéo Z pode ser determinada da seguinte forma:
(1) Manual:

Ao utilizar a opcdo manual, pode introduzir-se uma posi¢cdo Z numérica na
tira de medic&o. A posicao Z predefinida é 20000 pm.

(2) Calculated from well (Calculado a partir do po¢o):

Ao utilizar a opcdo calculated from well (calculado a partir do poco), as
configurages M do Infinite identificardo automaticamente a posicéo Z do
sinal maximo no poco selecionado para medi¢cdes posteriores.

(3) Same as (Igual a) para medi¢des de multimarcacao:

Ao utilizar a opcdo same as (igual a), as configuragdes M do Infinite
utilizardo automaticamente a mesma posi¢cao Z utilizada para uma marca
previamente definida.

P. ex., num script com 2 marcas Fl do topo designadas por Marca 1 e Marca
2, a posi¢cdo Z da Marca 1 também pode ser usada para a Marca 2,
selecionando a opcdo Same as = Label 1 (lgual a = Marca 1).

(4) Instrument 2 Z-Paosition (Instrumento = Posicédo 2):

Ao utilizar a funcdo Z-position (Posicdo Z) no menu do instrumento, o
utilizador pode determinar a posi¢do Z apropriada de um gréfico que indica
o(s) poco(s) utilizado(s) para o posicionamento Z. O valor selecionado é
aplicado em medicdes posteriores.

Selecione Z-Position (Posicdo Z) no menu Instrument (Instrumento):

Optimize Z-Position @

[] Labelt well1 Signall |41 v @ Z-Position (pm)
Ex: 485 (9) nm Ern: 535 (20) rm Well2(Blank): [ -none- v O -
Manual O 20000 (49000
Max S/B Ratio at
[¥] Label2 welll(Signall: A1 v | @~ 43000
Ex: 535 (9) nm Em: 595 (20) nm Well 2 (Blank): :—none- v O
Manual: O 20000 37000
Max S5/B Ratio at:
31000
-
o
&l
25000 =
~
b
=
13000
13000
Manual values
Label: | Labelt v o
Z-Position:
1000
Value (RFU) well 1: -
Value (RFU) Well 2:
ol (BR) el 13500 14000 14500 15000 15500 16000 16500 17000 17500 18000
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Selecione a(s) marca(s) para a(s) qual/quais deve ser realizada a otimizacdo da

posicdo Z. A posicao Z 6tima pode ser determinada simultaneamente para um
maximo de 4 marcas.

A selecdo de marca/nimero de marcas depende do script de medicao
previamente definido no i-control. Adicionalmente, se a posi¢cdo Z de uma das
marcas estiver definida como Same as (Ilgual a), a marca sera apresentada, mas
ndo podera ser selecionada para a otimizagao Z:

Optimize Z-Position @
—————— HZ200u0 T 3
Labell W welll Gignalk a1 v| O 20057 Z-Position (pm)
Ex 485 (9)m Em: 535 (20)nm [ Well2(Blank): |42 v | O 23787
Manual (®18s90 (46800
Max 5/B Ratio at: O 19615
41600
36400
31200
-
o
5|
26000 =
~
|
=
20800
15600

Manual values

: —— 10400
Label: ‘ Labell v
Z-Position: 18690
B Value (RFL) well 1: sag93 °20 =
Value (RFU) Well 2 4655
(Csean ) [ Cear ][y | M VakeRRIWe 14100 15200 16300 17400 18500 19600 20700 21800 22900 24000

Para cada marca selecionada, um ou dois poc¢os da gama de placas definida
pode ser utilizado para a otimiza¢c&o da posicao Z. Selecione o(s) poco(s) e
cligue em Scan (Digitalizar) para iniciar a otimiza¢éo Z:

Optimize Z-Position @
Labelt welll Signall a1 v| @ Z-Position (pm)
Ex: 485 (9) nm Em: 535 (20) nm Well2(Blank): | none- | O~
Manuak O 20000 49000
Max 5/B Ratio at:
Well 1 (Signal) 43000
Ex: 535 (9) nm Em: 595 (20) nm ‘Well 2 (Blank):
Manual: 37000
tax 5/B Ratio at:
31000
-
&
§
25000 _
=
-
=
13000
13000
Manual values
——— |7000
Labet | Labell v
Z-Position:
1000
Value (RFU) Well 1:
= Value (RFU) well 2:
= 13500 14000 14500 15000 15500 16000 16500 17000 17500 18000
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A opcao de posicionamento Z Max S/B Ratio (Relagdo S/B max.) requer a
medicao de dois pogos, um cheio de fluoréforo (sinal) e outro cheio de
amortecedor (branco). Ambos os poc¢os séo lidos e as curvas de sinal e de
branco obtidas sédo apresentadas no gréafico. A posi¢do Z pode agora ser
ajustada para a relagéo sinal/branco maxima:

Optimize Z-Position @
(] Labelt W well(Gignal: [a1  v| O2oss 51000 Z-Position (m)
Ex: 485 (3)nm Em: 535 (20)rm [l Well 2 (Blank): j.f‘? 'vj (® 22503
Manual: O 20000 45900
Max 5/B Ratio at: O 19615
40800
35700
30600
E
5
25500 =
e
20400
15300
Manual values
Label: ‘Labeh v 2
Z-Paosition: 20257
B Value (RFU) Well 1: 46850 2100
[ Sean ][ Dear ][ aony | W Vake[RUIWeI2 B 14100 15200 16300 17400 18500 13600 20700 21800 22300 24000
Nota
Quando é utilizada a opcdo Max S/B Ratio (Relagdo S/B max.), 0 pogo
de amostras é primeiro medido com ganho 6timo e depois 0 mesmo
valor do ganho é aplicado a segunda medi¢cdo com o poco de branco.
Por conseguinte, ambas as curvas de sinal e branco séo diretamente
comparaveis.

A posi¢éo Z para cada marca selecionada pode ser definida manualmente. Na
janela do grafico, a barra vertical amarela pode ser movida para a posigéo Z

desejada.
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Optimize Z-Position @
- ‘ - 49000 7 Positi
Labell | Well1 (Signal): | &1 v | ® 20257 osition (pm)
Ex: 485 (9) nm Em: 535 (20) nm Well2Blank):  [-none- v O -~
Manual (20000 (46100 TN
Maz S/B Ratio at:
43200
40300
37400
-
o)
s
34500 2
=
|
=
31600
28700
Manual values
Label: | Labell v ey
Z-Position: 20257 /
22300
W Value (RFU) Well 1: 46876
Value (RFU) Well 2:
([ Scan J[ Cear ][ Aot | St 14100 15200 16300 17400 18500 19600 (20700 21800 22900 24000

Ao clicar em Apply (Aplicar), a posicdo Z selecionada serd automaticamente
aplicada ao script do i-control e utilizada para a medicdo subsequente.

Definicdes de flash

S&o possiveis medi¢des na hora com 1 flash (leitura) por pogo para todos os
tipos de placas; contudo, a precisdo da medi¢cdo com baixos niveis de
luminosidade depende do tempo de leitura durante a rececao do sinal de
fluorescéncia.

Nota
Aumente o nimero de flashes (leituras) por poco, até o ruido dos pocos
de BRANCO nao melhorar mais ou até o tempo de medi¢cdo por poco
ficar inaceitavel.

Para uma fluorescéncia imediata, ndo € (til aumentar o tempo de integragcéo
predefinido, porque o detetor ndo recebera mais sinal depois de o flash
desaparecer.

Parametros de sincronizacao para fluorescéncia resolvida no tempo

Para a TRF, os parametros de integragdo do sinal devem ser ajustados de
acordo com a marca. O inicio do tempo de integracdo do sinal é retardado em
relagéo ao flash anterior (atraso). Os parametros de sincronizagéo da TRF
podem ser definidos com o seguinte procedimento:

Como ponto de partida, pode utilizar o tempo de vida de fluorescéncia da marca
tanto para o tempo de integragdo como o atraso.

Ajuste bruto: Com um tempo de integracgéo fixo, o atraso é reduzido para
maximizar a relacéo sinal/fundo (S/B).

Ajuste fino: Com o atraso fixo, 0 tempo de integragdo é aumentado e verifica-se
se arelagdo S/B melhora.

Ajuste fino opcional: Com um dos paréametros de sincronizacao fixo, pode variar
o0 outro e verificar se a relacdo S/B melhora.
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Tempo de repouso

Antes da medicdo de um poco, pode definir-se um tempo de repouso. Devido ao
movimento de paragem e de continuacao do transportador de placas, 0 menisco
do liquido distribuido ainda pode vibrar enquanto o sinal é integrado. Isso pode
originar flutuacdes dos valores medidos. O efeito foi observado em pogos de
placas de 96 pocos e po¢cos maiores. Isto é particularmente critico em medicdes
de absorvancia.

45.3 Modo de relacéao Fl

Modo de relacao

Podem ser medidas até 4 marcas por poco. Este modo de medi¢éo chama-se
modo de relagdo. Tenha em conta que néo se realizara qualquer célculo de
relacdo apos esta medicdo. A folha de resultados Excel indica os dados brutos.
O utilizador tem de realizar os calculos posteriores.

Tempo de comutacgéao de filtro (configura¢cdes F do Infinite)/tempo de comutacgéo
de comprimento de onda (configuracdes M do Infinite)

As configuracdes F do Infinite podem comutar entre dois filtros no espaco de 250
ms no caso de as marcas selecionadas serem medidas com o mesmo ganho.
Caso contrério, o tempo de comutagdo € de 400 ms. Neste caso, o nivel de alta
voltagem no PMT tem de ser alterado. A alta voltagem aplicada ao PMT precisa
de algum tempo para estabilizar.

As configura¢Bes M do Infinite podem comutar entre dois comprimentos de onda
no espaco de 150 ms no caso de as marcas selecionadas serem medidas com o
mesmo ganho e ndo estar envolvido qualquer ponto de comutacgédo 6tico (OS)
(consulte Tabela 1: para pontos de comutagéo). Caso contrario, o tempo de
comutacéo é de 400 ms. Neste caso, o nivel de alta voltagem no PMT tem de ser
alterado. A alta voltagem aplicada ao PMT precisa de algum tempo para
estabilizar. A roda de filtros OS tem de ser movida.

Comprimento de onda Comprimento de onda

de excitacéo de emisséo
Ponto de comutagéo 316 nm 401 nm
OSF1
Ponto de comutagéo 386 nm 621 nm
OSF 2
Ponto de comutagéo 561 nm -
OSF 3

Tabela 1: Pontos de comutagdo OSF (filtro 6tico) (configurag8es M do Infinite)
Exemplo:

Fura-2: Esta aplicag&o implica uma comutagéo de filtro/comprimento de onda
entre 340 e 380 nm no lado de excitagdo. A emissdo € medida a cerca de

510 nm. A comutacao de filtro/comprimento de onda de excitacdo ndo inclui uma
comutacdo OS; por conseguinte, a comutacao é possivel no espago de 150 ms
numa configuracdo M do Infinite e de 250 ms numa configuragéo F do Infinite.
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A polarizacao de fluorescéncia (FP, P) é definida pela seguinte equagéo:

[1] e I séo iguais a intensidade de emisséo da luz polarizada paralela e
perpendicular ao plano de excitacéo, respetivamente. A polarizacdo € uma
unidade sem dimenséo, geralmente expressa em unidades mP.

Para iniciar uma medicdo FP, a tira de programa tem de conter uma Blank
range (Gama de branco) da medicao valida e definicbes G-Factor (Fator G)

4.6 Medicbes FP
4.6.1 Polarizacéo de fluorescéncia
('n _|¢)
Equagéo 3: +1.
vélidas.
4.6.2 Gama de branco da medicéo

A reducdo em branco da medicdo realiza-se automaticamente em cada medicao
de polarizagdo de fluorescéncia; o valor médio dos respetivos pogos de branco
sera subtraido de cada valor de amostra (ver 4.6.8).

% w Fluorescence Polarization

Wavelength
Excitation: | 4857[201 nm

Emission: » 535 (25) nm

Measurement

Blank range:

G-Factor

® Manual:
O Calibrate

P Show Details

4.6.3

None

G-Factor:

Read
el }3 Number of flashes: 5is
v Settle time: 0s | ms
Gain
e
(®) Dptimal
(O Calculated f ]
| 1,000 4 () Calculated from wel
Uncalibrated G-Factor
Label
Name: ;LabeH v

Na caixa de grupo Measurement (Medi¢&o), selecione a Blank range (Gama de
branco), clicando em Change (Alterar) e depois selecionando os po¢os cheios
de branco de medicéo (amostra).

Defini¢des de fator G

A equacédo dada para o calculo da polarizacao de fluorescéncia assume que a
sensibilidade do sistema de detecgéo € equivalente para a luz polarizada paralela
e perpendicular. Isto geralmente nédo se aplica e a intensidade paralela ou
perpendicular tem de ser corrigida pelo fator G. O fator G compensa diferencas
em componentes oticos entre a medicao paralela e perpendicular.

O fator G é o fator de correcéo que pode ser determinado para o comprimento de
onda do fluoréforo, medindo uma amostra com um valor de polarizacéo
conhecido. Uma calibracéo valida do instrumento que resulte num fator G € um
requisito importante para cada medicao de polarizacdo de fluorescéncia.
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CERTIFIQUE-SE DE QUE O TABULEIRO DO FILTRO CONTEM
POLARIZADORES COM OS FILTROS DEFINIDOS PARA A
POLARIZACAO DE FLUORESCENCIA. AS MEDICOES SEM 0OS
POLARIZADORES RESULTARAO NUM FATOR G FALSO E EM
DADOS DE MEDICAO FALSOS.

PRECAUCAO

4.6.4

Medicao com um fator G nao calibrado

Se nao estiver disponivel nenhum fator G calibrado, o valor predefinido de 1 sera
apresentado e marcado como Uncalibrated G-Factor (Fator G nao calibrado).
Para ativar a medicdo, confirme este valor ou selecione um novo, clicando nas
setas para cima e para baixo ou introduzindo um valor no campo G-Factor (Fator

G).

Para a calibracéo do fator G, consulte 4.6.5 Medicdo com uma calibracéo

simultanea do fator G.

% w Fluorescence Polarization

Wavelength
Excitation: | 485 (20) rm

Emission; | 535 (25) nm

Measurement

EAES
eyt

Blank range: None
G-Factor
® Manual: G-Factor: 1,000 & 9

Uncalibrated G-Factor
O Calibrate

P Show Details

4.6.5

Vs B
= Vv Fluorescence Polarization

Wavelength
Excitation: | 485 (20) hm

s B

Emission: | 535 (25 nm

Measurement

Blank range: A1:412
G-Factor

O Manual G-Factor:

(® Calibrate:  Reference value: 20 < mP

Reference range: | B1:B12

Change...

Blank range: A1:412

Same as measurement blank

P Show Details

Read

Number of flashes: | 253
Settle time: = ms
Gain

O Manual

(%) Optimal

O Calculated from well

Label

Name: TLabeH v/

Medic&o com uma calibrag&o simultanea do fator G

Read
Number of flashes: | 25 3

Settle time: v 073‘ ms
Gain
O Manual

(%) Optimal

O Calculated from well

Label

Name: Labell v
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Quando esta selecionado Calibrate (Calibrar), o fator G é determinado para os
atuais parametros de medic&o e utilizado para a medi¢do FP seguinte. Para
realizar a calibracdo do fator G, defina:

Reference value (Valor de referéncia): selecione um valor de polarizacdo para a
referéncia usada, p. ex., 20 mP para uma solucéo de fluoresceina de 1 nM em
0,01 M de NaOH.

Reference range (Gama de referéncia): cligue em Change (Alterar) e selecione
0S pogos cheios com a referéncia.

Blank range (Gama de branco): clique em Change (Alterar) e selecione os
pocos cheios de branco de referéncia. Selecione Same as measurement blank
(Igual ao branco de medicdo) se o branco de referéncia for o mesmo que o
branco de medicéao.

Nota
Ao encher mais do que um poco com referéncias de polarizacédo e
brancos de referéncia, os valores médios seréo calculados e, por
conseguinte, o resultado da calibracdo serd mais exato.

Armazenamento do fator G

O fator G calculado é automaticamente armazenado no disco rigido do
computador. Cada entrada do fator G corresponde a selecéo do par de filtros,
bem como a descricdo do tabuleiro do filtro. Estad sempre disponivel apenas um
fator G para a respetiva combinacéo de par de filtros e a descricdo do tabuleiro
do filtro, a ndo ser que o mesmo par de filtros foi utilizado com os diferentes
tabuleiros do filtro e, assim, armazenado com as diferentes descri¢cdes do
tabuleiro do filtro.

PRECAUCAO

A DESCRICAO DO TABULEIRO DO FILTRO FAZ PARTE DO VALOR
CHAVE DO FATOR G. EVITE UTILIZAR A MESMA DESCRICAO DE
TABULEIRO DO FILTRO PARA DIFERENTES TABULEIROS DO

FILTRO, UMA VEZ QUE ISSO AFETARA A IDENTIFICACAO
CORRETA DO FATOR G.
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4.6.6 Medicado com um fator G calibrado

Nota
Depois de calibrado, o fator G € apresentado e pode ser imediatamente
utilizado se corresponder ao par do comprimento de onda Ex/Em e &
descricdo do tabuleiro do filtro.

Um fator G calibrado s6 sera apresentado automaticamente ou podera ser
carregado clicando no botéo >> se corresponder ao par de filtros de
fluorescéncia e a descricdo do tabuleiro do filtro selecionados.

%_

=4 ¥ Fluorescence Polarization
Wavelength
Excitation: | 485 [20) nm v | } S
Emission: 535 [;25] nm ~

Measurement

Blank range: A2D2

G-Factor
@ Manual: G-Factor: 0933 3 |

Calibrated G-Factor, 18.01.2010 by kafllau
O Calibrate

P Show Details

Read

Number of flashes: 25 3

Settle time: 04| ms

Gain
O Manual

(%) Optimal
(O Calculated from well

Label

Name:  |Labell v,:

O fator G calibrado esta marcado como Calibrated G-Factor (Fator G calibrado)

com data e assinatura.
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4.6.7

G

Medicdo com um fator G manual

Se o fator G apresentado ndo corresponder ao valor calibrado (p. ex., o fator G
foi alterado manualmente ou carregado com um método), o valor correspondente
serd marcado como Manual G-Factor (Fator G manual).

% w Fluorescence Polarization

Wavelength

Excitation: | 485 (20) hm

5 BB
Emission: | 535 (25) hm o~

Measurement

Blank range: A2:D2

G-Factor

® Manual: G-Factor: 0,985 % |
Manual G-Factor

(O Calibrate

P Show Details

Read

Number of flashes:

Settle time:

Gain
O Manual

(& Optimal

O Calculated from well

Label

Name: Labell

O fator G calibrado pode ser restaurado clicando no botéo >> do lado esquerdo

do fator G apresentado.

disponivel um

O ajuste do fator G através do botdo >> s6 é possivel se estiver

Nota

fator G calibrado para o comprimento de onda
correspondente.
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4.6.8 Céalculo de parametros de polarizacao de fluorescéncia
Fator G:

Cross Cross

)(RFU ref  — RFU buf )

par

1+P
G= ————par ———
(1— Pref )(RFU ref — RFU buf )

ref

P.; ...Polarization value of reference|[P]

RFU (... Averaged relative fluorescence unitsof reference
RFU ws ... Averaged relative fluorescence unitsof buffer

Reduc¢édo em branco:
O valor médio dos respetivos pogos de branco é subtraido de cada valor.

par

RFU %" — RFU pu

ref
par

RFU 2" — RFU gy

ARFU P = oar foreachwell
RFU 5 —RFU b
RFU " — RFU gy
RFU % — RFU byt

ARFU % = RFU g™ = RFU foreach well

Cross

RFU &% — RFU pi

smp
cross

RFU ;> — RFU bix

Intensidades:

As intensidades paralelas e perpendiculares séo calculadas com as seguintes
férmulas:

| " =G*ARFU ™
I Cross — ARFU Cross

Polarizagéo:
| par _ | cross

- | par | cross

Anisotropia:
| par _ Icross

| Par | 9 | cross

Intensidade total:
|

ot — I par +2* I Cross
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4.7 Otimizacao de medicdes de absorvancia

4.7.1 Parametros de medicao

Definigcbes de flash

Sao possiveis medi¢des na hora com 1 flash (leitura) por poco para todos os
tipos de placas; contudo, a precisdo da medi¢do com baixos niveis de
luminosidade depende do tempo de leitura durante a rececéo do sinal de
fluorescéncia.

Nota
Aumente o nimero de flashes (leituras) por poco, até o ruido dos po¢os
de BRANCO ndo melhorar mais ou até o tempo de medi¢&o por poco
ficar inaceitavel.

Tempo de repouso

Pode definir-se um tempo de repouso antes da medi¢cdo de um poco (importante
para medi¢Bes de absorvancia). Devido ao movimento de paragem e de
continuacéo do transportador de placas, o menisco do liquido distribuido ainda
pode vibrar enquanto o sinal € integrado. Isso pode originar flutuacdes dos
valores medidos. O efeito foi observado em poc¢os de placas de 96 pocos e
pocos maiores.

4.7.2 Modo de relacdo de absorvancia

Modo de relacao

Com o separador Standard no i-control, podem ser medidas até 4 marcas por
poco. Este modo de medicdo chama-se modo de relacdo. Tenha em conta que
nao se realizara qualquer calculo de relacdo apos esta medicéo. A folha de
resultados Excel indica os dados brutos. O utilizador tem de realizar os célculos
posteriores.

Com o separador Applications (Aplicagdes) no i-control com a placa NanoQuant
Plate, os dados brutos para Quantifying Nucleic Acids (Quantificacdo de
acidos nucleicos) e Labeling Efficiency (Eficacia de marcacao) séo todos
automaticamente calculados para a concentrag&o ou o calculo da relagéo pelo
software Excel. Os valores podem ser utilizados para outro calculo, se preferir.

Tempo de comutacédo de comprimento de onda (configuracdes M do Infinite)ffiltro
(configuragdes F do Infinite)

As configuracdes F do Infinite podem comutar entre dois filtros adjacentes no
espaco de 250 ms.

As configuracdes M do Infinite podem comutar entre dois comprimentos de onda
no espaco de 150 ms.
Para as condicdes, consulte 4.5.3 Modo de relacéo FI.
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4.8

G

Leituras multiplas por pogo

O software i-control permite a realizagdo de leituras multiplas por pogo (MRW) no
modo de absorvéancia, fluorescéncia do topo e fluorescéncia do fundo.

As funcbes de leituras multiplas por pogo podem ser ativadas numa tira de
programa de intensidade de absorvéancia ou de fluorescéncia, selecionando a
caixa de verificagdo Multiple Reads per Well (Leituras multiplas por pogo) (ver

Figura 26 abaixo).

bultiple Reads per el
Multiple reads per well

Type: | Circle [filed
[
Size: T “w )
Barder: FO0002 | um
Figura 26: Leituras mdltiplas por pogo

A funcao Multiple Reads per Well (Leituras multiplas por poc¢o) s esta

Nota

disponivel para os modos de leitura de comprimento de onda fixo
absorvancia, intensidade de fluorescéncia do topo e intensidade de

fluorescéncia do fundo. A funcéo néo esta disponivel para medicdes de
digitalizacéao.

481 Tipo MRW
Os tipos MRW definem o padrédo segundo o qual a medi¢éo seré realizada.
O software permite selecionar sete tipos MRW diferentes:
e  Quadrado
e  Quadrado (preenchido)
e Circulo
e  Circulo (preenchido)
e Linha X
e LinhayY
e Linha XY
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Exemplos de padrées:

Quadrado:

/00000
[ ® ® \
| ® o |
\ @ @/
00000/

Circulo:

//0 (¢} ...'\\
o0 0 @@
oo @@
‘000 0@

008

Linha X:

0000000
]

Quadrado (preenchido):

®
(o}
(o}

\
N

(0000000

\

Linha XY:

o
®

.

lco00000)

eeces
®

; --\__.__/' >

4.8.2 Tamanho MRW

O tamanho MRW determina o niumero de pontos a medir num poco.
Dependendo do tipo de microplaca e do instrumento, das configuracdes F do
Infinite ou configuracdes M do Infinite, o tamanho pode ser selecionado de 1 x 1
a um méaximo de 15 x 15 pontos. O didmetro dos pontos de medicdo individuais
corresponde ao didmetro calculado teoricamente do feixe de luz no ponto focal

(ver Tabela 2).

Modo de medicédo Configuragdes Configuracdes
M do Infinite F do Infinite

Intensidade de 3 mm 2 mm

fluorescéncia do topo

Intensidade de 2 mm 2 mm

fluorescéncia do fundo

Absorvancia 0,7 mm 0,5 mm

(6tica da microplaca)

Tabela 2:  Didmetro do feixe calculado teoricamente no ponto focal.

Por conseguinte, o tipo MRW apresentado no software é apenas uma viséo geral
esquematica do padrédo de medicdo. Durante a medicdo de amostras reais, 0
padréo pode variar e a sobreposi¢do dos pontos de medi¢ao individuais pode ser
ligeiramente diferente do padréo apresentado. Por isso, é aconselhavel otimizar
os parametros de leituras multiplas por poco para cada aplicacdo nova.
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4.8.3 Borda MRW

Além do Size (Tamanho) e do Type (Tipo), uma fungdo Border (Borda) permite
ao utilizador selecionar uma determinada distancia entre o feixe de luz e a
parede do poco da microplaca (distancia em pum). Como ja referido no

capitulo 4.8.2 Tamanho MRW, o software apenas apresenta uma visado geral
esquematica do padrdo de medi¢cdo. A borda é calculada a partir do didmetro
tedrico do feixe do instrumento. No entanto, ao medir amostras liquidas, o
didmetro do feixe de luz € influenciado pelo tipo e pela quantidade de liquido
num poco.

Adicionalmente, o tipo de placa (p. ex., material do fundo da microplaca) também
influencia as caracteristicas do feixe de luz. Por isso, a borda tedrica
apresentada no software pode néo corresponder a atual borda ao medir uma
amostra real. Por conseguinte, é altamente aconselhvel otimizar os pardmetros
Multiple Reads per Well (Leituras multiplas por po¢o) para cada aplicacéo nova.
Certifique-se de que a borda selecionada garante uma distancia suficiente entre
o feixe de luz e a parede do poc¢o da microplaca.

PRECAUCAO

TODAS AS ESPECIFICACOES DA INTENSIDADE DE ABSORVANCIA
E DE FLUORESCENCIA CONSTANTES DESTE DOCUMENTO
APENAS SAO VALIDAS PARA MEDICOES DE PONTOS INDIVIDUAIS
(UM PONTO DE MEDICAO POR POCO). DURANTE A UTILIZACAO
DA OPCAO DE LEITURAS MULTIPLAS POR POCO, AS
ESPECIFICACOES NAO SAO VALIDAS.

PRECAUCAO

O SOFTWARE APENAS APRESENTA UMA VISTA ESQUEMATICA
DO PADRAO DE MEDIGCAO. POR CONSEGUINTE, OTIMIZE OS
PARAMETROS DE LEITURAS MULTIPLAS POR POCO PARA CADA
APLICACAO NOVA. CERTIFIQUE-SE DE QUE A BORDA
SELECIONADA E SUFICIENTE PARA EVITAR UMA SOBREPOSICAO
ENTRE O FEIXE DE LUZ E A PAREDE DO POCO DA MICROPLACA.

PRECAUCAO

UM VALOR DE BORDA DEMASIADO BAIXO PODE ORIGINAR
RESULTADOS DE MEDICAO INCORRETOS DEVIDO A
SOBREPOSICAO ENTRE O FEIXE DE LUZ E A PAREDE DO POCO
DA MICROPLACA.
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4.8.4  Visualizacao de resultados no MS Excel

A folha de resultados MS Excel gerada pelo software i-control apresenta uma
visdo geral gréfica esquematica (Multiple Reads per Well — Alignment (Leituras
multiplas por pogo — Alinhamento); ver Figura 28) dos pontos de medig&o. E
atribuido um niimero a cada ponto de medicdo. Os resultados sdo apresentados
sob a forma de uma lista: nimero do ponto de medic¢éo versus o valor do
resultado (OD ou RFU; ver Figura 27:  Gréfico de alinhamento (linha XY, 3 x 3)
para o resultado de uma medic&o de fluorescéncia). Adicionalmente, também
sdo apresentados o desvio padrédo (Stdev) e o valor médio (Mean) dos pontos
de medicdo/poco:

Multiple Reads Per Well - Alignment

Figura 27: Gréfico de alinhamento (linha XY, 3 x 3)

EET Sthey 1,2 21 11 0:1 1.0
a0 4 25 ] 2 e 31
28 3 24 H 23 28 0
28 B 31 £l e 13 32
33 5 e 35 an 4 a0
35 4 40 35 30 < 35
32 g a0 41 22 2 39
30 B ] 35 ! k]l 35
35 ] 30 5] g} 7 41
33 7 40 41 25 40 4

Figura 28: Exemplo de lista de resultados MS Excel gerada pelo i-control.

4.8.5 Diversas funcbes do software de MRW

MRW apenas esté disponivel para os modos de medigdo Absorvancia,
Intensidade de fluorescéncia do topo e Intensidade de fluorescéncia do
fundo.

A funcdo MRW nao esté ativa durante a realizagao de medi¢des por poco.

A funcé@o Reference Wavelength (Comprimento de onda de referéncia)
(localizada na tira de absorvancia) ndo esté disponivel em combinagao com
Multiple Reads per Well (Leituras mdltiplas por poco).
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4.9 Otimizacao de medicdes de luminescéncia
PRECAUCAO
LIGUE O INSTRUMENTO PELO MENOS 15 MINUTOS ANTES DE
INICIAR UMA MEDI(}AO DE LUMINESCENCIA. ALGUNS
COMPONENTES TEM DE AQUECER PARA GARANTIR CONDIC()ES
ESTAVEIS PARA A MEDICAO.

4.9.1 Tempo de integracao

Com niveis de luminosidade muito baixos, um PMT n&o produz uma corrente de
saida continua, que é necessaria para uma conversao analogica/digital fiavel.
Em vez disso, produz uma sequéncia de impulsos cuja taxa média pode ser
medida com um contador. A vantagem da técnica de contagem de fotdo com
niveis de luminosidade to baixos é que os critérios de selecdo da altura de
impulso permitem a diferenciagdo do ruido eletronico.

Com niveis de luminosidade muito baixos, as contagens medidas por segundo
séo proporcionais a intensidade da luz. O aumento do tempo de medic¢édo por
poco gera valores mais exatos devido ao impacto irregular dos fotbes (estatistica
de fotdes). O ruido fotdnico (ruido de disparo) ndo pode ser reduzido
tecnicamente.

Nota
A relagdo sinal/ruido (S/N) pode ser otimizada aumentando o tempo de
integracdo. Aumentar o tempo de integracdo por um fator de 10 resulta
numa melhoria da relacdo S/N de um fator de aprox. 3.

4.9.2  Atenuacdo do nivel de luminosidade

Quando a detecdo de contagem de fotdo € utilizada, € necesséria uma
atenuacdo otica dos niveis de luminosidade de luminescéncia mais elevados
(>10,000,000 contagens por segundo). Nesse caso, demasiados fotdes entram
ao mesmo tempo no detetor de luminescéncia, ndo podendo ser distinguidos
como impulsos de saida distintos. As taxas de contagem até descem abaixo de
niveis de luminosidade mais baixos.

Por conseguinte, os valores >10,000,000 contagens por segundo (sem
atenuac&o) séo apresentados como INVALID (INVALIDO) na folha de
resultados.

O sistema o6tico de luminescéncia do leitor Infinite pode atenuar os niveis de
luminosidade por um fator fixo de 1 (nenhum) ou 100 (2 OD). Paralelamente, a
gama de medic¢éao utilizdvel sera mudada para niveis de luminosidade mais
elevados (< 1 000 000 000 contagens por segundo).
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4.10 Medicdes com injetores

4.10.1 Expurgacao e lavagem do leitor Infinite

PRECAUCAO
O TRANSPORTADOR DE INJETOR TEM DE ESTAR NA~POSI(;AO DE
@ SERVICO PARA A LAVAGEM E EXPURGACAO.
A EXPURGACAO E A LAVAGEM NAO PODEM SER EXECUTADAS
COM O INJETOR DENTRO DO INSTRUMENTO!

A fase de enchimento inicial do sistema de injetor (expurgacé&o), bem como a
fase de limpeza do sistema de injetor (lavagem) tém de ocorrer fora do
instrumento.

Para estes processos, o transportador de injetor esta retirado do instrumento e
colocado na posicéo de servigo da caixa de injetor.

Botbes de expurgacao/lavagem
para os injetores A e B

Figura 29: Caixa de injetor com injetor na posicao de servico; os injetores estdo
retirados da ranhura do transportador e inseridos no suporte do sistema do
transportador de injetor.

Para as fases de expurgacéo e de lavagem do sistema de injetor, é fornecida
uma predefinicdo da velocidade de injecdo e do volume distribuido. Se
necessario, os parametros de expurgacdo podem ser ajustados na janela de
controlo do injetor do software i-control.

O volume de expurgacdo depende do comprimento da tubagem. Estao
disponiveis dois tipos de tubagens de injecéo: longa: 105 cm, e curta: 80 cm.

O volume minimo de expurgacao é de 700 ul para um injetor com tubagem curta
e 850 pl para um injetor com tubagem longa.

PRECAUCAO

NAO TOQUE NAS AGULHAS DE INJETOR. PODEM FICAR
FACILMENTE DOBRADAS OU DESALINHADAS, O QUE PODE
CAUSAR PROBLEMAS DE INJECAO OU DANOS NO INSTRUMENTO.

SE O TRANSPORTADOR DE INJETOR NAO ESTIVER INSERIDO
CORRETAMENTE NA PORTA DO INJETOR, O SENSOR DE INJETOR
NAO DETETARA O INJETOR INSERIDO E, POR CONSEGUINTE, A
LAVAGEM E A EXPURGACAO SERAO ATIVADAS, PODENDO

DANIFICAR O INSTRUMENTO. ALEM DISSO, AS ACOES DE
DISTRIBUICAO E INJECAO NAO SERAO POSSIVEIS.
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Expurgacéo

Antes de o sistema de injecdo poder ser utilizado, € necesséaria uma fase de
enchimento inicial (expurgacao) para remover todo o ar e para encher totalmente
o0 sistema de liquido.

E aconselhavel realizar uma fase de lavagem antes da expurgacao.

A expurgacédo pode ser realizada utilizando o software i-control ou através dos
botdes de hardware na caixa de injetor:

1. Encha os frascos de armazenamento com 0s reagentes necessarios e insira
o(s) tubo(s) de alimentacao. Certifique-se de que o(s) tubo(s) chega(m) ao
fundo do frasco.

2. Retire o injetor da ranhura do transportador e insira-o na posicao de servico
da caixa de injetor.

3. Cologque um contentor vazio por baixo do injetor.

Processo de expurgacéao (i-control):

1. Ajuste os parametros no separador Prime (Expurgar) da caixa de dialogo
Injector Maintenance (Manutencao do injetor) no menu Settings
(Definicdes).

2. Inicie o processo de expurgacéo, clicando em Start prime (Iniciar
expurgacao) na caixa de dialogo Injector Maintenance (Manutencao do
injetor).

3. Verifique visualmente as seringas quanto a bolhas de ar. Todas as bolhas de
ar devem ser removidas apds a expurgacao, para garantir um bom
desempenho de inje¢éo.

Injector Maintenance @

Prime | Backflush | Wash | Waste Tub|

Select Injector

(& Injector &

) Injector B

O Injector & and B Start prime
Injector & Injector B

Prime Yolume i ?DQ 3 ul Prime Yolume Lol
Prime Speed 17 2007; plisec. Prime Speed I | wl/sec.
Refill Speed ‘7 1 ulsec. Refill Speed L | ulésec.
Refill Speed equal to Prime Speed Refill Speed equal to Prime Speed

Save as default Save as default

Close

4. Selecione um dos injetores Injector A (Injetor A) ou Injector B (Injetor B)
ou Injector A and B (Injetor A e B).

5. Selecione o Prime Volume (Volume de expurgacao)
(700 -60000 pul — tubo curto)
(850 -60000 pul — tubo longo)

6. Selecione a Prime Speed (Velocidade de expurgacéo)
(100 - 300 pl/s).
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7. Selecione a Refill Speed (Velocidade de reabastecimento)
(100 — 300 pl/s) ou selecione
Refill Speed equal to Prime Speed
(Velocidade de reabastecimento igual a velocidade de expurgacéo).

8. Inicie a expurgacéo clicando no botdo Start prime (Iniciar expurgac¢ao).

9. Clique no botdo Save as default (Guardar como predefinicdo) para guardar
as definigdes selecionadas no botéo de hardware correspondente (A ou B) na
caixa de injetor. Ao utilizar os botBes de hardware para a expurgacédo, serdo
aplicadas estas defini¢cdes.

10.Selecione Close (Fechar) para sair da caixa de didlogo.

Processo de expurgacéao (botédo de hardware):

A expurgacao também pode ser realizada sem utilizar o software. Os parametros
de expurgacéo podem ser guardados no injetor, clicando Save as Default
(Guardar como predefinicao) no separador Prime (Expurgar) da caixa de dialogo
Injector Maintenance (Manuteng&o do injetor) do software i-control (no menu
Settings (Definigbes), clique em Injectors... (Injetores...) e aparece a caixa de
dialogo Injector Maintenance (Manutengéo do injetor)). Prima o botéo
Prime/Wash (Expurgar/Lavar) na caixa de injetor para iniciar a sequéncia de
expurgacao utilizando os parametros predefinidos, (ver Figura 29: Caixa
de injetor com injetor na posicédo de servico, pagina 78). O injetor tem de estar
conectado ao instrumento e o instrumento tem de estar ligado. Inicie o processo
de expurgagéo premindo o botéo Prime/Wash (Expurgar/Lavar) durante menos
de 3 segundos.

Verifique visualmente as seringas quanto a bolhas de ar. Todas as bolhas de ar
devem ser removidas apds a expurgacao, para garantir um bom desempenho de
injecéo.

ApO6s um processo de expurgacao bem-sucedido, reintroduza o injetor no
instrumento. Feche totalmente a tampa do médulo da bomba antes de iniciar
uma medicdo. Os injetores estdo agora prontos a utilizar.

Ao iniciar uma medicdo com as ag¢des de injecdo ou distribuicéo, sdo
distribuidos 5 pl de liquido para um contentor descartavel no transportador de
placas, antes do inicio da injecao ou distribuicdo. A fase de distribuigdo inicial
garante que as condi¢des de injecdo/distribuicdo séo iguais para cada poco.

PRECAUCAO

FECHE TOTALMENTE A TAMPA DO MODULO DA BOMBA (CAIXA
DE INJETOR) ANTES DE INICIAR UMA MEDICAO.

Refluxo de reagente

O volume morto do sistema de injecdo (agulhas de injetor, seringas, vélvulas e
tubagem) é de aproximadamente 100 pl para cada seringa depois de realizado o
processo de refluxo. A funcdo do refluxo € devolver o reagente néo utilizado para
os frascos de armazenamento.

A velocidade de injecdo pode ser ajustada através do software para permitir uma
boa mistura dos reagentes. A velocidade de injecéo ideal depende dos
parametros do ensaio, nomeadamente da viscosidade dos fluidos, do formato da
placa e do comportamento de medi¢éo dos liquidos.

O refluxo de reagente permite bombear os reagentes no sistema de tubagem de
volta para os frascos de armazenamento. Esta a¢@o pode ser realizada
opcionalmente antes da lavagem do sistema de injetor para minimizar o volume
morto.
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Antes de realizar o processo de refluxo:

Retire o transportador de injetor do instrumento e insira-o na posi¢éo de servico
da caixa de injetor.

Insira a tubagem de alimentag&o no frasco de armazenamento apropriado.

Processo de refluxo (i-control):

Ajuste os parametros no separador Backflush (Refluxo) da caixa de dialogo
Injector Maintenance (Manutencéo do injetor) no menu Settings (Definicbes).

Inicie o processo de refluxo de reagente, clicando em Start backflush (Iniciar
refluxo).

Injector Maintenance ﬁl

Primne h i wash | Waste Tube

Select |njector
(%) Injectar &

Start backfluzh

Injechor & Injector B

Fiston Strokes 3

4

Piztan Strokez
Backflush Speed 300 > | plisec. Backfluzh Speed plfzec.

Refill Speed plfzec, Refill Speed plizec.
Refil Speed equal to Backflush Speed

Cloze

1. Selecione um dos injetores Injector A (Injetor A) ou Injector B (Injetor B) ou
Injector A and B (Injetor A e B)
(apenas estao disponiveis injetores expurgados para o refluxo).

2. Selecione os Piston Strokes (Cursos de pistao)
(1-60; 1 curso éigual a1 ml)

3 Selecione a Backflush Speed (velocidade de refluxo)
(100 - 300 pli/s).

5. Selecione a Refill Speed (Velocidade de reabastecimento)
(100 — 300 pl/s) ou selecione
Refill Speed equal to Backflush Speed
(Velocidade de reabastecimento igual a velocidade de refluxo).

5. Clique em Start backflush (Iniciar refluxo) para iniciar o processo de refluxo
de reagente.

6. Clique em Close (Fechar) para sair da caixa de dialogo.

PRECAUCAO
O TRANSPORTADOR DE INJETOR T~EM DE ESTAR NA POSI(;AO DE
@ SERVICO PARA A ACAO DE REFLUXO.
NAO REALIZE O REFLUXO QUANDO O INJETOR ESTIVER DENTRO
DO INSTRUMENTO!
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4.10.2 Lavagem

Antes de o instrumento ser desligado, é aconselhavel realizar um processo de
lavagem para limpar o sistema de injetor.

A lavagem pode ser realizada utilizando o software i-control ou através dos
botBes de hardware na caixa de injetor.

Antes de realizar o processo de lavagem:

1. Encha os frascos de armazenamento com o0s reagentes de lavagem
apropriados (Agua destilada, 70% de etanol, etc.) e insira os tubos de
alimentacdo. Certifique-se de que os tubos chegam ao fundo do frasco.

2. Retire o injetor da ranhura do transportador e insira-o na posicéo de servico
da caixa de injetor.

3. Cologue um contentor vazio por baixo do injetor.

Processo de lavagem (i-control):

Ajuste os paradmetros no separador Wash (Lavagem) da caixa de dialogo
Injector Maintenance (Manutenc¢éo do injetor) no menu Settings (Defini¢cées).

1. Inicie o processo de lavagem clicando no botédo Start wash (Iniciar lavagem).

Injector Maintenance

Prime | Backfush | “ash | waste Tub

Select [njector

() Injector &

) Injectar B

) Injectar & and B Start wash
Injectar & Injectar B

Fiston Shokes

4

Piston Strokes 3

Wash Speed 150 - plisec. Ww'azh Speed plfzec,
Fefill Speed plézec, Fiefill Speed plisec.
Refill Speed equal to 'wazh Speed Refil Speed equal to wash Speed

Save as default Save az default

Cloge

2. Selecione um dos injetores Injector A (Injetor A) ou Injector B (Injetor B) ou
Injector A and B (Injetor A e B).

3. Selecione os Piston Strokes (Cursos de pistdo)
(1 —60; 1 curso é igual a 1 ml)

4. Selecione a Wash Speed (Velocidade de lavagem)
(100 - 300 plfs).

5. Selecione a Refill Speed (Velocidade de reabastecimento)
(100 — 300 pl/s) ou selecione
Refill Speed equal to Wash Speed
(Velocidade de reabastecimento igual a velocidade de lavagem).

6. Clique em Start wash (Iniciar lavagem) para iniciar o processo de lavagem.

7. Cliqgue em Close (Fechar) para sair da caixa de dialogo.
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Processo de lavagem (botdes de hardware):

A lavagem também pode ser realizada sem utilizar o software. Os parametros de
lavagem podem ser guardados no injetor, clicando Save as Default (Guardar
como predefinicdo) no separador Wash (Lavagem) da caixa de dialogo Injector
Maintenance (Manutencéo do injetor) (no menu Settings (Definicbes), clique em
Injectors... (Injetores...) e aparece a caixa de diadlogo Injector Maintenance
(Manutencéo do injetor) do software i-control). Prima o botdo Prime/Wash
(Expurgar/Lavar) na caixa de injetor para iniciar a sequéncia de lavagem
utilizando os parametros predefinidos. (Consulte Figura 29: Caixa de injetor
com injetor na posicao de servigo, pagina 78). O injetor tem de estar conectado
ao instrumento e o instrumento tem de estar ligado. Inicie o processo de lavagem
premindo o botao Prime/Wash (Expurgar/Lavar) durante mais de 3 segundos.

PRECAUCAO

O TRANSPORTADOR DE INJETOR TEM DE ESTAR NA POSICAO DE
SERVICO PARA A ACAO DE LAVAGEM.

NAO REALIZE A LAVAGEM QUANDO O INJETOR ESTIVER DENTRO
DO INSTRUMENTO!

PRECAUCAO

CERTIFIQUE-SE DE QUE EXECUTA UM PROCESSO DE LAVAGEM
FINAL COM AGUA DESTILADA E ESVAZIA O SISTEMA DE INJETOR.
PARA UM BOM MANUSEAMENTO E PROLONGAR A SUA VIDA
UTIL, ENCHA O SISTEMA DE INJETOR COM LIQUIDO (AGUA)
ANTES DE DESLIGAR O INSTRUMENTO.

PRECAUCAO

CONSULTE O KIT DE REAGENTE CORRESPONDENTE PARA
OBTER CONSELHOS SOBRE COMO REMOVER TOTALMENTE O
SUBSTRATO DO SISTEMA DE TUBAGEM.

PRECAUCAO

CUIDE BEM DOS INJETORES, UMA VEZ QUE SE FOREM
DANIFICADOS, A EXATIDAO DA DISTRIBUICAO PODERA FICAR
AFETADA. ISSO PODE CAUSAR DANOS NO INSTRUMENTO.

Nota
As agulhas de injetor podem ser substituidas substituindo
o transportador de injetor com a tubagem correspondente.

PRECAUCAO

O(S) BOTAO/BOTOES NA CAIXA DE INJETOR INCLUI/INCLUEM
DUAS FUNCOES:

e PRIMA O BOTAO DURANTE MENOS DE 3 SEGUNDOS PARA
INICIAR A EXPURGACAO.

e PRIMA O BOTAO DURANTE MENOS DE 3 SEGUNDOS PARA
INICIAR A LAVAGEM.

OS PARAMETROS TEM DE SER DEFINIDOS NO SOFTWARE
[-CONTROL.
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Recipiente de residuos

Ao iniciar uma medicdo com as ac¢fes de injecdo ou distribuicéo, sédo
distribuidos 5 ul de liquido para um contentor descartavel no transportador de
placas antes do inicio da injec&o ou distribuicéo.

A fase de distribuicdo inicial garante que as condic6es de injecao/distribuicdo sao
iguais para cada poco. Esta fase de distribuicao especial depende do modo de
reabastecimento selecionado no injetor ou na tira de distribuicao (consulte o
capitulo 4.10.4 Modos com injetor para detalhes).

Se for utilizado 0 modo de reabastecimento padréo, a fase de distribuicdo sera
realizada apos cada reabastecimento. Se for utilizada a funcao Refill for every
injection (Reabastecimento para cada injecdo), a fase de distribuicdo s6 sera
realizada uma vez ao iniciar a medicao.

Por conseguinte, o contentor de residuos descartavel (recipiente de residuos)
tem de ser esvaziado de vez em quando. O volume de enchimento maximo é de
1,5 ml. Um contador interno verifica os volumes de liquido distribuidos; o
software avisa o utilizador quando estiver na altura de esvaziar o recipiente de
residuos.

Figura 30: Recipiente de residuos no transportador de placas

Processo de esvaziamento do recipiente de residuos
(i-control):

Injector Maintenance |Z||E”g|

Frime | Backflush | WwWash

Empty waste tub and place it on the plate carier Empty '/ aste Tub

Cloze
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Cligue no botdo Empty Waste tub (Esvaziar o recipiente de residuos) e o
transportador de placas sai automaticamente. Remova o recipiente de residuos e
esvazie o conteudo. Depois de esvaziado, volte a colocar o recipiente de
residuos no transportador de placas. O software i-control avisa-lo-a quando o
recipiente de residuos tiver de ser novamente esvaziado.

PRECAUCAO

COLOQUE O RECIPIENTE DE RESiDUOS~NO TRANSPORTE DE
PLACAS ANTES DE INICIAR UMA MEDICAO COM AS ACOES DE

INJECAO E/OU DISTRIBUICAO.

PRECAUCAO

E ACONSELHAVEL ESVAZIAR O RECIPIENTE DE RESIDUOS
ANTES DE INICIAR UMA MEDICAO E ESVAZIA-LO PELO MENOS

UMA VEZ POR DIA.

AVISO

PODEM SER ASSOCIADOS RISCOS BIOLOGICOS AOS RESIDUOS
(MICROPLACA) DE PROCESSOS EXECUTADOS NO LEITOR
INFINITE.

TRATE A MICROPLACA USADA, OUTROS DESCARTAVEIS E
TODAS AS SUBSTANCIAS UTILIZADAS DE ACORDO COM 0S
PRINCIPIOS DE BOAS PRATICAS DE LABORATORIO.

INFORME-SE SOBRE OS PONTOS DE RECOLHA APROPRIADOS E
OS METODOS DE ELIMINACAO APROVADOS NO SEU PAIS,
ESTADO OU REGIAO.

4.10.3 Antes deiniciar uma medi¢cao com injetores
Antes de iniciar uma medicao, certifique-se de que:

e  Os tubos estdo limpos. Caso contrério, consulte o capitulo
4.10.1 Expurgacéo e lavagem do leitor Infinite para obter detalhes sobre a
limpeza do sistema de injetor.

e  Os tubos de injetor estdo inseridos corretamente nos frascos de
armazenamento e estao fixados.

e O sistema de injetor estd expurgado. N&o € possivel iniciar uma medicao
sem expurgar o sistema.

Durante a expurgacgéo do sistema:

e Verifigue os tubos quanto a fugas, visualmente ou utilizando um fluido ndo
perigoso, antes da expurgacdo com reagentes dispendiosos.

e Verifigue se os tubos estdo torcidos, visualmente ou utilizando um fluido néo
perigoso, antes da expurgacdo com reagentes dispendiosos.

e Certifique-se de que as agulhas de injetor ndo estéo torcidas.

e  Se, por qualquer razédo, os tubos necessitarem de ser substituidos, depois

da substituicdo, ndo se esqueca de realizar a lavagem e a expurgacgéo
antes de iniciar uma medicéo.
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4.10.4 Modos com injetor (i-control)

Durante a utilizacdo do injetor, estdo disponiveis dois modos:
Dispense (Distribuicdo): O modo de distribuicdo permite distribuir um liquido por
placa para os pocos selecionados

Injection (Injecéo): Este modo tem de ser utilizado em combinag&o com uma tira
de medig&o. A injecéo é realizada num modo por pogo.

Modo de distribuicao

& ¥ Dispense

Select Injector

Injector & Volume:

As defini¢cBes de distribuicdo podem ser ajustadas através do software:

[] Refill Speed equal to Dispense Speed

Injector B:  Volume: 1002

[] Refill Speed equal to Dispense Speed

100 37 ul Speed: 200 5 | plfsec.
Refill Speed: 100 3: wisec.

Speed: 200 3 | pisec.

Refil Speed: 100 2 | plisec.

Refill mode
) Standard

Injector & Refill Volume:
Injector B Refill Volume:

O Refill for every dispense

Dispense
(Distribuicéo)

500 % |
500 4|

Select Injector (Selecionar injetor): Pode selecionar-se Injector A (Injetor A)
e/ou Injector B (Injetor B).

Speed (Velocidade): A velocidade de injecdo pode ser selecionada de 100 a
300 pl/s para cada injetor.

Selecione a Refill Speed (Velocidade de reabastecimento) de 100 a 300 pl/s
para cada injetor ou selecione Refill Speed equal to Dispense Speed
(Velocidade de reabastecimento igual a velocidade de lavagem).

Selecione o0 modo de reabastecimento Standard (Padréo) se o
reabastecimento deve ser realizado com a seringa vazia (sdo realizadas varias
fases de distribuicdo antes do reabastecimento, o reabastecimento ocorre apds
a distribuicdo de aprox. 800 pl).

Selecione Refill for every dispense (Reabastecimento para cada distribuicdo)
se o reabastecimento deve ser realizado para cada fase de distribuico.
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Utilizacao da tira de distribuicdo

@» w Plate

Plate definition: | [GRE36b_chimney] - Greiner 96 Flat Black

[] Plate with caver

“» w PartofPlate

1
v] [ Detis.. ]
Use a part of the plate

2

P
Om
DO =
®

m Mmoo O O I
000000-
000000

00000
c00000000000
HO000 00000000

-
o
=
=
[¥]

Details...

o -
4y ¥ Dispense

Select Injector
Injector A:

[] Refill Speed equal ta Dispense Speed

Volume:

Injector B:

[] Refill Speed equal ta Dispense Speed

Refill mode
(® Standard

Injector & Refill Yolume: i

Injector B Refill Volume:

O Refill for every dispense

Plate (Placa)

Volume:

1003 w

1'00'37;71 ul Speed: \' 2003\ plisec.

Speed: [72707075 plfsec.

Refil Speed: l 100 C‘ wlisec.

500 2| ul

[ s00g|w

Selecione um tipo de placa apropriado

Part of the plate
(Parte da placa)

Dispense
(Distribuicéao)

Opcional,
Selecione os pocos a distribuir

Configure os parametros de distribuicao.

Se estiverem selecionados ambos os injetores, todos os pogos séo primeiro
distribuidos com o injetor A e depois com o injetor B.

A tira de distribuicdo n&do requer uma tira de medicao adicional.

Dispense volume
(Volume de
distribuicao)

O volume de inje¢éo depende do tipo de microplaca. Os ficheiros de
definicdo da placa incluem um volume de trabalho. Este volume de trabalho
define o volume maximo a ser distribuido na microplaca selecionada. Por
isso, certifique-se sempre de que o ficheiro definicdo da placa selecionado
contém a definicdo correta para o volume de trabalho. O volume méximo de
distribuicéo é de 800 pl/tira de distribuicdo. Se for necessério distribuir
volumes superiores a 800 pl (p. ex., para placas de 6 pogos), tem de ser
utilizada mais de uma tira de distribuicéo.
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Modo de injecéao

Fi w Injection

Select Injector

@ Injector & Volume: |

[] Refill Speed equal to Injection Speed

Yolume:

O Injector B:

Refill Speed equal to Injection Speed

Refill mode
(® Standard
Injector & Refill Volume: i

Injector B Refill Volume:

O Refill for every injection

Injection
(Injecéo)

Injection volume
(Volume de injecéo)

As definicBes de injecdo podem ser ajustadas através do software:

100 2 Speed: 200 3 | plisec.
Refil Speed: | 100 % | wi/sec.
pl Speed: |

Refil Speed:

plisec.

5004

pl

Wait after injection

Select Injector (Selecionar injetor):

Pode selecionar-se Injector A (Injetor A) ou Injector B (Injetor B). N&o é possivel
selecionar ambos os injetores numa tira. Se for necessario realizar uma medi¢éo
com dois injetores, sdo necessérias duas tiras de injetor.

Speed (Velocidade): A velocidade de injecédo pode ser selecionada de 100 a 300
ul/s para cada injetor.

Selecione uma Refill Speed (Velocidade de reabastecimento) de 100 a 300 pl/s
para cada injetor ou marque a caixa Refill Speed equal to Injection Speed
(Velocidade de reabastecimento igual a velocidade de injeg&o).

Selecione o0 modo de reabastecimento Standard (Padrao) se o reabastecimento
deve ser realizado com a seringa vazia (séo realizadas varias fases de injecédo
antes do reabastecimento o reabastecimento ocorre apds a distribuigdo de aprox.
800 pl). Selecione Refill for every injection (Reabastecimento para cada injecéo)
se o reabastecimento deve ser realizado para cada fase de inje¢éo.

O volume de inje¢do depende do tipo de microplaca. Os ficheiros de defini¢cdo da
placa incluem um volume de trabalho. Este volume de trabalho define o volume
maximo a injetar na microplaca selecionada. Por isso, certifique-se sempre de que
o ficheiro defini¢do da placa selecionado contém uma definicdo correta para o
volume de trabalho. O volume maximo de injec&o € de 800 pl/tira de injecdo. Se for
necessario injetar volumes superiores a 800 pl (p. ex., para placas de 6 pogos), tem
de ser utilizada mais de uma tira de injecao.
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Utilizacao datira de injecao
4 v Plate 1
Plate definition: f[BRE Qéfb_cﬁimne}j - Greiner 96 Flat Black eri
[[] Plate with cover Use a part of the plate
“% w PartofPlate 2
4 5 Details...
A olele)
B ©19)
c ®®
o (L4
E [ X
F ®e
s ( X
H ®e
¥ we 3
ﬁ w Injection 4
Select Injector
@ Iniector & Volume: | 100 3yl Speed:| 200 £ pi/sec.
[] Refill Speed equal to Injection Speed Refil Speed: mgc Wlfsec,
O InjectorB:  Volume: ‘ 7} ] SDeed'i piisec
Refil Speed equal to Injection Speed Refill Speed: i | miisec
Refill mode
(@ Standard
Injector A Refil Volume: | 500 % |
Injector B Refill Volume: :7 2] w
O Refill for every injection )
Wait after injection
L+ Absorbance (Well-wise) 5
Wavelength Fead
Measurement: \7 400734‘ nm- (3) Number of flashes: | 25 737“
Reference Settle time: 0i$ i ms
Multiple Reads per Well Label
Multiple reads per well Name: ;Labéﬂ i V‘

Plate (Placa) Selecione um tipo de placa apropriado.

Part of the plate
(Parte da placa)

Opcional; Selecione os pocgos a distribuir

Well (Poco) | A tira de pogo é obrigatoria.
A injecao so6 é possivel com uma tira de poco. Esta tira garante que as
tiras indentadas seguintes sdo executadas por poco.
Injection | Configure os parametros de injecao.
Injecéo)

uma tira de inje¢&o adicional.

S0 pode ser selecionado um injetor por tira. Se forem necessarios ambos
0s injetores ou se um injetor realizar duas inje¢des, tem de ser inserida

Measurement strip (Tira
de medicéo)
(Exemplo: Absorvancia)

selecionada pelo utilizador.

E obrigatério usar pelo menos uma tira de medicdo em combinac&o com
a tira de injecao. A posic¢éo da(s) tira(s) de medi¢céo (antes e/ou depois da
tira de injec@o) depende da aplicacdo e, por conseguinte, pode ser
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G

Tira de espera

Nota
Certifigue-se de que o valor do volume de trabalho correspondente no
seu ficheiro definicdo da placa é superior ao volume utilizado para a
injecdo.

E possivel inserir uma tira Wait timer (Aguardar (temporizador)) (atraso ou
tempo de repouso) no processo.

Tirmer Optionz
wait ime: |00:00:02 35 | [hhemmcss) [ wait for injection

|grore wait at lazt kinetic cycle

Wait time = Selecione um tempo em hh:mm:ss, de 00:00:01 até 23:59:59

(Tempo de espera)

Opcdes = Se estiver selecionado Wait for injection (Aguardar injecéo), o tempo de

esperainclui o tempo de injecao.
Se NAO estiver selecionado Wait for injection (Aguardar injec&o), o tempo
de espera é adicionado ao tempo de injecéao.

4.11

Medi¢cOes de branco

O software permite uma medicdo de branco. Blanking (Branco) no menu
Instrument (Instrumento) s6 esta disponivel quando esta aberto um script de
medicdo com uma medicdo de tina. Quando esta selecionado Blanking (Branco)
no menu Instrument (Instrumento), uma medi¢do de absorvancia com a porta de
tina é ativada de acordo com os parametros (comprimento de onda, nimero de
flash, tempo de repouso) do script ativo. E solicitado ao utilizador que insira a
tina de branco (p. ex., com a solucdo de amortecedor) e inicie a medicdo. Os
dados de branco sdo entdo escritos na folha de célculo do Excel. Os dados
também sdo guardados no software e podem ser aplicados as medi¢des de tina
seguintes realizadas com 0s mesmos parametros. Os dados de branco sé&o
automaticamente subtraidos quando a caixa de verificagdo Apply Blanking
(Aplicar branco) é selecionada na tira Absorbance (Absorvancia) ou
Absorbance Scan (Digitalizac&do de absorvancia).

Os dados de branco s&o guardados no software enquanto néo for realizada outra
medic&o de branco ou o software for fechado. Tenha em conta que os dados de
branco guardados sao substituidos sem mensagem de aviso se for iniciada outra
medicao de branco. Os dados de branco guardados também serdo apagados
sem mensagem de aviso ao fechar o software.

PRECAUCAO

OS DADOS DE BRANCO SERAO SUBSTITUIDOS SEM MENSAGEM

DE AVISO QUANDO FOR INICIADA OUTRA MEDICAO DE BRANCO.

OS DADOS DE BRANCO SERAO APAGADOS SEM MENSAGEM DE
AVISO AO FECHAR O SOFTWARE |I-CONTROL.
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4.12 Medicoes de tina
4.12.1 Tiradetina

Para realizar medicOes de tina, € necesséaria uma tira de Tina:

\ Cuvette 1

Figura 31: Tira de tina

Para algumas aplicag8es, pode ser necessario combinar uma medigdo de
microplaca com uma medi¢&o de tina. Por isso, o software i-control permite a
utilizagéo de uma tira de tina e uma tira de placa dentro de um script de medigéo.
A medicéo de tina tem de ser posicionada antes da medicdo de microplaca. Para
realizar uma medicdo de microplaca exata, a porta da tina ndo pode estar aberta.
Por conseguinte, o software ndo permite ao utilizador usar um tira Move cuvette
OUT (Mover tina PARA FORA) antes da medicio de microplaca (consulte
também o capitulo 4.12.3 Exemplos de tina com i-control).

4.12.2 Movimentos datina

A tina pode ser movida para dentro e para fora com os botfes cuvette in (tina
para dentro) e cuvette out (tina para fora) ou selecionando Cuvette in/Cuvette
out (Tina dentro/Tina fora) na caixa de dialogo Instrument/Movements
(Instrumento/Movimentos).

¥+ L

Figura 32: Botao de tina para fora e para dentro

4.12.3 Exemplos de tina com i-control

Exemplo 1:

Exemplos de como utilizar a medi¢éo Blanking (Branco) ao medir uma amostra
de ADN:

Prepare a tina com um amortecedor de amostra

Configure a medi¢do de ADN no software i-control:

\K Cuvette 1

'”j w Absorbance [R atio) 2
wiavelength FRead
b easurement: 26002 | nm [5) Murnber of reads: 283
Feference: nm (5] Settle time: 0% ms
Blanking Label
Apply blanking MName:  [DMA w
c B Y Move Cuvelte 3
Maove cuvette
On
® Out
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Selecione Blanking (Branco) no menu Instrument (Instrumento):

= Tecan i-Control

File  Edit  Wiew | Instrument | Settings  Help
= | | Bk Disconnect i | @
>

Lab Ware

4y Flate ] Il

f§ ¥ Absorbanc

Cuvette

% Part of Plate | Blanking... |_\’\‘r p—
aveleng

¥ ol | BuiltInTest Pl : I:
easurement:

\ Cuvette

‘ Reference: |:

Moacuramanhc ) o

O instrumento ¢ inicializado e o suporte de tinas sai. E solicitado ao utilizador
gue insira a tina de branco:

Tecan i-Control b_<|

1 ) Flzase insert a blank Cuvette and press OK to start the blanking measurement,

[ ok |[ Cancel ]

Insira a tina de branco e clique em OK para iniciar a medi¢do de branco. Os
dados de branco medidos sao apresentados numa folha de célculo de Excel. O
suporte de tinas sai.

Remova a tina de branco. Prepare a tina de amostra e coloque-a no suporte de
tinas. Inicie a medicao, clicando em Start (Iniciar):

= Tecan i-Control

File  Edit Wiew Instrument  Settings  Help

Q5o [P || e e [ 6

\; Lab Ware \ Cuvette

'Qa Flate Il

_ 4w Absor
% Part of Plate
w el Wwhavelength
Measurement:
\ Curvette
Reference:

O suporte de tinas € movido para dentro e a medicao € realizada. Os dados
medidos (Value (Valor)), bem como os dados de branco (Blank (Branco)) e os
dados diferenciados (Diff) sdo apresentados numa folha de célculo de Excel:
Exemplo de apresentacdo de dados durante a medicao de duas tinas:

Info: Blank data frorm: 20032006 15:34:31

“Walue Blank Diiff

1.032 0.054 0.975
1.409 0.054 1.355
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Depois de terminar a medicao da primeira tina (Cuv: 1), € apresentada a

seguinte mensagem:

Tecan i-Control

\_:.y Do you want ko measure another Cuvette?

[ Wes ] [ Mo

Clique em No (N&o) para terminar a medicao.

Clique em Yes (Sim) para continuar:

Tecan i-Control

- | ) Please insert the next Cuvette and press OK bo continue,

[ ok |[ Cancel ]

Insira a proxima tina de amostra e clique em OK para continuar a medicao.
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Exemplo 2:

Combinacao de uma medi¢cédo de microplaca com uma medicéo de tina:

Para algumas aplicac@es, pode ser necesséario comparar dados medidos numa
microplaca com os dados de uma tina. O seguinte exemplo mostra como
configurar essa medicdo em geral:

AN

Cuvette (Tina)

Absorbance strip (cuvette)
(Tira de absorvancia (tina))

Plate (Placa)

Part of Plate
(Parte da placa)
(n&o ilustrado)

Absorbance strip
(microplate)

(Tira de absorvancia
(microplaca))

Cuvette

‘wiavelength
teasurement; 400

Reference: 500 %

EBlanking
Apply blanking

P Plate

w Absorbance

‘wiavelength
Measurement: 4005

Reference: 500 4

Multiple Reads perwel

Fultiple reads per well

4 v Absorbance

wiavelength

Measurement: 260 3

Reference:

Multiple Reads per'wel
[ Muttiple reads per wel

w Absorbance [R abo]

nirn

nirn

nirn

nirn

nirn

am

Fead
9 Mumber of reads:

9 Settle time:

Label

Narme: | Labell

[GRESER] - Greiner 96 Flat Tranzparent

Fiead

(3 Murber of reads:
9 Settle time:
Label
Warme: | Labeld
Fead
(5) MNumber of reads:
5] Settle time:

Label

Mame; |Label2

Necessaria para medi¢des de tina.

Sao permitidas até 4 tiras de absorvancia de comprimento de onda
fixo. O comprimento de onda de referéncia apenas pode ser
selecionado quando for utilizada uma tira de absorvancia de
comprimento de onda fixo. Apply blanking (Aplicar branco) esta
desativado quando esta selecionado um comprimento de onda de

referéncia.

Selecione os parametros de medi¢éo apropriados (comprimento de
onda, numero de flashes e tempo de repouso)

Necessaria para medi¢fes de placa. Selecione um tipo de placa
apropriado para a medicéo.

Opcional. Utilize a tira part of plate (Parte da placa) se pretender
medir apenas uma parte da placa.

Sé&o permitidas até 10 tiras de absorvancia de comprimento de onda
fixa. O comprimento de onda de referéncia apenas é permitido na
primeira tira de absorvéncia. O comprimento de onda de referéncia
esté desativado nas tiras de absorvancia de 2 a 10.

Selecione os parametros de medi¢éo apropriados (comprimento de
onda, numero de flashes e tempo de repouso) para a sua aplicagao.
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Exemplo 3:

Utilizacao da tira Move Cuvette OUT (Mover tina PARA FORA) durante a
medicdo de uma combinacdo de microplaca com tina:

X Cuvette 1

} Absorbance [Ratio] Measurement wavelength: 400 nm, Reference wavelength: 500 nm 2
s m ¥ MoveCuvette 3
Fal
Move cuvette
Cin
(& Out
@ w UserHequest 4
Text | Please remove cuvette.
s m ¥ MoveCuvette 5
Fal
Move cuvette
@ In
O Dut
‘\:'%bf } Plate [GRES6H] - Greiner 96 Flat Transparent (5
“| } Absorbance Measurement wavelength: 400 nm, Reference wavelength: 500 nm 7
'“g } Absorbance Meazurement wavelength: 280 nm g
’Qﬁ Mave plate out 9

"y

Cuvette (Tina)

Absorbance strip (cuvette)
(Tira de absorvéncia (tina))

Move Cuvette (Out)
(Mover tina (para fora))

User Request
(Pedido do utilizador)

Move Cuvette (In)
(Mover tina (para dentro))

Plate (Placa)

Part of Plate
(Parte da placa)
(n&o ilustrado)

~ # MovePlate

Necesséria para a medicdo de tina

Sao permitidas até 4 tiras de absorvancia de comprimento de onda
fixo. O comprimento de onda de referéncia apenas pode ser
selecionado quando for utilizada uma tira de absorvancia de
comprimento de onda fixo. Apply blanking (Aplicar branco) esta
desativado quando esta selecionado um comprimento de onda de
referéncia.

Selecione os parametros de medi¢éo apropriados (comprimento de
onda, numero de flashes e tempo de repouso)

O suporte de tinas é movido para fora.

O pedido do utilizador interrompe a medicéo e, desse modo, permite a
remocao da tina da respetiva porta. Quando o pedido for confirmado, a
medi¢&o continua.

A porta de tina é movida para dentro.

Necessaria para medigbes de placa. Selecione um tipo de placa
apropriado para a medicéo.

Opcional. Utilize a tira part of plate (Parte da placa) se for medida
apenas uma parte da placa.
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®TECAN.

Absorbance strip
(microplate)

(Tira de absorvancia
(microplaca))

Move Plate
(Mover placa)

Sao permitidas até 10 tiras de absorvancia de comprimento de onda
fixo. O comprimento de onda de referéncia apenas € permitido na
primeira tira de absorvancia. O comprimento de onda de referéncia
esta desativado nas tiras de absorvancia de 2 a 10.

Selecione os parametros de medicdo apropriados (comprimento de
onda, numero de flashes e tempo de repouso) para a sua aplicacao.

Opcional. Para retirar automaticamente a microplaca do instrumento
depois de terminada a medic¢éo, selecione Move plate OUT (Mover
placa PARA FORA).
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4. Operar o instrumento

4.13

Exemplos i-control

Exemplo 1: Ensaio Dual-Luciferase® (Promega Corp.)

Para os detalhes do ensaio, visite www.promega.com.

R
74
o

Plate (Placa)

Part of the plate
(Parte da placa)

Well (Poco)

Injection (Injecéo) (1)

Wait (Timer)
(Aguardar (temporizador))

Luminescence
(Luminescéncia) (1)

Injection

Injecdo) (2)

Wait (Timer)

(Aguardar (temporizador))

Luminescence
(Luminescéncia) (2)

Move Plate
(Mover placa)

‘Qﬁa » MovePlate

} Plate
5
@ well
ﬁ » Injection Injector &, Yolume: 100, Speed: 200
i~ » Wait [Timer] Wait: 00:00:02 [hh:mm:sz)
L1 # Luminescence [R atio] Attenuation: HOME

# Injection Imjectar B, Yaolume: 100, Speed: 200

@a |-

» Wait[Timer) Wait: 00:00:02 [hh:mm:sz)

# Luminescence [R atio] Attenuation: MOME

-
-

Move plate out

Selecione um tipo de placa apropriado. Para medicfes de
luminescéncia, sdo recomendadas microplacas brancas. Para este
exemplo, foi selecionada uma placa branca de 96 pocos.

(N&o ilustrado); pode ser opcionalmente selecionado se se pretender
processar apenas uma parte da placa.

Obrigatdrio para medi¢gdes com injecao

O injetor A injeta 100 pl a uma velocidade de 200 pl/s, modo de
reabastecimento: standard (padréo)

Tempo de esperade 2 s

Medicéo de luminescéncia com tempo de integracéo de 10 s,
nenhuma atenuacéo

O injetor B injeta 100 pl a uma velocidade de 200 pl/s, modo de
reabastecimento standard (padréo)

Tempo de esperade 2 s

Medicéo de luminescéncia com tempo de integracéo de 10 s,
nenhuma atenuacéo

A placa é movida para fora depois de terminar todos os pocos

LIGUE O INSTRUMENTO PELO MENOS 15 MINUTOS ANTES DE

COMPONENTES TEM DE AQUECER PARA GARANTIR CONDIGCOES

PRECAUCAO

INICIAR UMA MEDICAO DE LUMINESCENCIA. ALGUNS

ESTAVEIS PARA A MEDICAO.
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Exemplo 2: Kit de detecdo da bioluminescéncia do sistema de ensaio ATP
Enliten® para ATP (Promega Corp.)

Para os detalhes do ensaio, visite www.promega.com.

Plate (Placa)

Part of the plate
(Parte da placa)

Well (Pogo)

Injection
(Injecéo)

Wait (Timer)
(Aguardar
(temporizador))

Luminescence
(Luminescéncia)

Move Plate
(Mover placa)

> Plate
v’

7

well
|njector &, Yolume: 100, Speed: 100
it O000:02 [hh:ramm: 2z

!: # Luminescence [Ratio) Aftenuation; NOHE

‘@ﬁl } MovePlate Move plate out

Selecione um tipo de placa apropriado. Para medi¢des de luminescéncia,
séo recomendadas microplacas brancas. Para este exemplo, foi selecionada
uma placa branca de 96 pocos.

(N&o ilustrado); pode ser opcionalmente selecionado se se pretender
processar apenas uma parte da placa

Obrigat6rio para medi¢des com injecao

O injetor A injeta 100 pl a uma velocidade de 100 pl/s, modo de
reabastecimento: standard (padréo)

Tempo de esperade 2 s

Medicdo de luminescéncia com tempo de integracéo de 10 s, nenhuma
atenuacao

A placa é movida para fora depois de terminar todos 0s pocos.

PRECAUCAO

LIGUE O INSTRUMENTO PELO MENOS 15 MINUTOS ANTES DE
INICIAR UMA MEDICAO DE LUMINESCENCIA. ALGUNS
COMPONENTES TEM DE AQUECER PARA GARANTIR CONDICOES
ESTAVEIS PARA A MEDICAO.
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4. Operar o instrumento

Exemplo 3: Medicdo de sondas sensiveis Ca?* — Fura-2

""‘a_p/ w Plate
:

Plate definition: | [GRESEfL] - Greiner 98 Flat Black

[ Plate with caver
)
@ Well
‘ & 4 P Kinetic Cycle

1

o) (o]

Usze a part of the plate
2

20 cyclez 3

ﬁ } Kinetic Condition Handling for cycle 5 4

s } Injection Injectar &, Volume: 20, Speed: 200 5

”' } Fluorescence Intensity (Ratio]  Excitation wavelength: 380 nm, Emizsion wavelength; 510 nm E

”' } Fluorescence Intensily (Rabio)  Excitation wavelength: 340 nm, Emission wavelength: 510 am 7

‘W’: » MovePlate Move plate out 8

Plate (Placa)

Part of the plate
(Parte da placa)

Well (Poc¢o)

Kinetic Cycle
(Ciclo cinético)

Kinetic condition
(Condicéo cinética)

Injection
(Injecéo)

Fluorescence Intensity
(Intensidade de
fluorescéncia) (1)

Fluorescence intensity
(Intensidade de
fluorescéncia) (2)

Move Plate
(Mover placa)

Selecione um tipo de placa apropriado. Para medicfes de
fluorescéncia, sdo recomendadas microplacas pretas.
Para este exemplo, foi selecionada uma placa preta de 96 pocos.

(N&o ilustrado), pode ser opcionalmente selecionado se se pretender
processar apenas uma parte da placa

Obrigatorio para medicfes com injecéo

Selecione o numero de ciclos necessarios

Esta tira permite realizar uma vez a¢fes durante uma execucao
cinética num determinado ciclo. A tira de injecao prevista abaixo so6 é
processada uma vez no ciclo selecionado.

O injetor A injeta 20 ul a uma velocidade de 200 pl/s, modo de
reabastecimento: ndo selecionavel, a injecdo é realizada no ciclo 5
(definido pela tira de condigéo cinética)

Selecione os paradmetros apropriados para a primeira marca:
Comprimento de onda de excitacdo: 380 nm, comprimento de onda de
emissdo: 510 nm; numero de flashes: 25; tempo de integragédo: 40;
ganho: manual

Selecione os paradmetros apropriados para a segunda marca:
Comprimento de onda de excitacdo: 340 nm, comprimento de onda de
emissdo: 510 nm; numero de flashes: 25; tempo de integragédo: 40;
ganho: manual

A placa é movida para fora depois de terminar todos 0s pocos
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Exemplo 4: Medicdo de sondas sensiveis Ca?* —Indo-1

""P.a_f/ # Plate
i
@ well
‘-: s P Kinetic Cycle

20 cycles 3

@ } Kinetic Condition Handling for cycle B 4

s } Injection Iniectar &, Walume: 20, Speed: 200 5

”' } Fluorescence Intensity [Ratio)  Excitation wavelengthe 340 rm, Emission wavelengthe 410 rm B

”' } Fluorescence Intensity [Ratio]  Excitation wavelength: 340 nm, Emission wavelength: 480 nm 7

W& } Move Plate tove plate out a

Plate (Placa)

Part of the plate
(Parte da placa)

Well (Pogo)

Kinetic Cycle
(Ciclo cinético)

Kinetic condition
(Condigéo cinética)

Injection
(Injec@o)

Fluorescence Intensity
(Intensidade de
fluorescéncia) (1)

Fluorescence intensity
(Intensidade de
fluorescéncia) (2)

Move Plate
(Mover placa)

Selecione um tipo de placa apropriado. Para medi¢cfes de
fluorescéncia, sdo recomendadas microplacas pretas.
Para este exemplo, foi selecionada uma placa preta de 96 pocgos.

(N&o ilustrado); pode ser opcionalmente selecionado se se pretender
processar apenas uma parte da placa

Obrigatdrio para medi¢cdes com injecao

Selecione o nimero de ciclos necessarios

Esta tira permite realizar uma vez a¢cfes durante uma execucao
cinética num determinado ciclo. A tira de injecao prevista abaixo s6 é
processada uma vez no ciclo selecionado.

O injetor A injeta 20 pl a uma velocidade de 200 pl/s, modo de
reabastecimento: ndo selecionavel, a injecdo é realizada no ciclo 5
(definido pela tira de condicdo cinética)

Selecione os parametros apropriados para a primeira marca:
Comprimento de onda de excitacdo: 340 nm, comprimento de onda de
emissao: 410 nm; numero de flashes: 25; tempo de integracdo: 40;
ganho: manual

Selecione os parametros apropriados para a segunda marca:
Comprimento de onda de excitacdo: 340 nm, comprimento de onda de
emissao: 480 nm; numero de flashes: 25; tempo de integracédo: 40;
ganho: manual

A placa € movida para fora depois de terminar todos os pocos.
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4. Operar o instrumento

4.14  Terminar uma sessao de medicao

414.1 Desconexao do instrumento

ApOs a desconexdo, a comunicagdo entre o instrumento e o computador é
cortada.

Nota
@ Remova a microplaca e/ou a tina antes de desconectar
0 instrumento do computador.

4.14.2 Paragem do instrumento

Apéds a paragem do instrumento, a sua atividade € interrompida imediatamente.
Normalmente, o instrumento deve ser desconectado antes da paragem. No caso
raro de um erro de hardware inesperado, a paragem imediata do instrumento
reduzird o risco de possiveis danos.
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5. Fun¢des do instrumento

5.

Funcdes do instrumento

5.1

G

Introdu

cao

Nota

Todas as especificacdes estdo sujeitas a alteragcdes sem aviso prévio.

Estdo disponiveis os seguintes tipos de medicdo com o leitor Infinite
completamente equipado:

Tipo de medicé&o

Intensidade de fluorescéncia
do topo/fundo

Fluorescéncia resolvida no
tempo

Polarizagéo de fluorescéncia

Absorvancia
Luminescéncia do tipo Glow
Luminescéncia bicolor

Luminescéncia do tipo Flash

Descricdo

Ver 5.3 Intensidade de fluorescéncia e
fluorescéncia resolvida no tempo (TRF)

Ver 5.3 Intensidade de fluorescéncia e
fluorescéncia resolvida no tempo (TRF)

Ver 5.4 Polarizag&o de fluorescéncia (FP) —
apenas Infinite F Plex

Ver 5.5 Absorvancia

Ver 5.6 Luminescéncia do tipo Glow

Ver 5.8 Luminescéncia bicolor (p. ex., BRET)

Ver 5.7 Luminescéncia do tipo Flash

Todas as microplacas padréo de 6 a 384 pogos em conformidade com as

seguintes normas podem ser medidas com qualquer um dos tipos de medigéo

supra indicados:

ANSI/SBS 1-2004;
ANSI/SBS 2-2004;
ANSI/SBS 3-2004 e
ANSI/SBS 4-2004.

O instrumento é capaz de realizar medigdes cinéticas.

A leitura pode estar restrita a uma parte da microplaca.
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5. Fun¢des do instrumento

5.2 Especificagcbes do instrumento

A tabela em baixo apresenta as especificages técnicas do instrumento:

Parédmetros Caracteristicas

Geral

Medicdo Controlada pelo software
Interface USB

Manuseamento do filtro:

Configurag6es F do Infinite

Configuragbes M do Infinite

Microplacas a medir
Definicéo da placa

Controlo de temperatura

Agitacao da placa

Troca de filtro externo

Selecéo de comprimento de onda com
monocromador
— nao sdo necessarios filtros

Placas de 6 a 384 pocos
(Formatos de normas SBS)

Através de software de digitalizacdo

A partir de 5 °C acima da temperatura
ambiente até 42 °C

Agitacao linear e orbital, amplitude
selecionavel de 1 a 6 mm em fracGes de 0,5
mm

Lampada de flash xénon de alta energia,

Fonte de luz vida Gtil: 108 flashes
Otica Lentes de silica fundida
Detetores:

Fluorescéncia

Luminescéncia

Absorvancia
Fonte de alimentacdo

Consumo de poténcia

PMT espectralmente melhorado: PMT
sensivel ao vermelho

Tubo fotomultiplicador de contagem pouco
escuro

eletrénica de contagem de fotdo
Fotodiodo de silicone

Sistema de detecdo automéatica: 100 — 120
V/220 - 240V, 50-60 Hz

150 VA
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5. Fung¢des do instrumento

Parametros
Fisicos

Dimensdes exteriores:

Instrumento basico

Modulo da bomba

Peso:

Configuragdes F do
Infinite

Configuragbes M do
Infinite

Mddulo da bomba
Ambientais
Temperatura ambiente:
Funcionamento

Fora de funcionamento
Humidade relativa:
Funcionamento
Categoria de sobretenséo
Utilizacao

Nivel de ruido

Grau de poluicdo

Método de eliminacao

Caracteristicas

Largura: 425 mm 16,73 polegadas
Altura: 253 mm 9,96 polegadas
Profundidade: 457 mm 17,99 polegadas
Largura: 250 mm 9,84 polegadas
Altura: 155 mm 6,10 polegadas
Profundidade: 156 mm 6,14 polegadas
14,0 kg

15,8 kg

3,4 kg

+15°C a +30°C
-20°C a 60°C

(+59°F a + 86 °F)
(-4°F a +140°F)

< 80% sem condensacao

Il

Instrumento de laboratério de uso geral
<60 dBA

2

Residuos eletronicos
(residuos infeciosos)
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5.3 Intensidade de fluorescéncia e fluorescéncia
resolvida no tempo (TRF)

Parametros

Gama de comprimento de
onda - configurac6es M do
Infinite:

Caracteristicas

Excitag&o: 230 - 850 nm
Emissédo: 280 - 850 nm

selecionavel em fragfes de 1 nm

Gama de comprimento de
onda - configurag@es F do
Infinite:

Excitag8o e emisséo: 230 - 850 nm

Filtro padréo: N&o aplicavel —
0s instrumentos séo equipados com filtros

definidos pelo utilizador

Definicdo do ganho Valores Gama de medicéo
Manual 1-255 0 - 60,000 RFU
Otimo automatico 0 - 60,000 RFU
Calculado a partir do poco automatico 0 - 60,000 RFU

Parametros TRF Caracteristicas

Tempo de integracao 10 - 2000 ps
Atraso 0 - 2000 us
5.3.1 Definicdo do limite de detecéo
O limite de detecao é a concentracéo de fluoréforo na qual o sinal deduzido do
fundo € igual a 3 vezes o desvio padréo do ruido de fundo.
Ao selecionar 1 flash por poco, o transportador de placas ndo para na posi¢ao de
medicdo. A utilizacdo de mais flashes por poco pode melhorar o limite de
detecdo, mas o tempo de medic&o total pode ser mais longo.
5.3.2 Fluoresceina (intensidade de fluorescéncia) Topo
Tipo de placa (nUmero de pocgos) 96
Volume de distribuicdo [pl] 200
Flashes (leituras) por poco 25
Limite de detecéo de fluoresceina [pM] <20 pM
Uniformidade com 25 nM de fluoresceina <3% CV

Reprodutibilidade com 25 nM de fluoresceina = < 2%
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5. Fun¢des do instrumento

5.3.3 Fluoresceina (intensidade de fluorescéncia) Fundo

Tipo de placa (nimero de pocos) 96
Volume de distribuigdo [pl] 200
Flashes (leituras) por poco 25
Limite de detec¢éo de fluoresceina [pM] 100 pM
Uniformidade com 25 nM de fluoresceina <3% CV

Reprodutibilidade com 25 nM de fluoresceina | < 2%

5.34 Europio (fluorescéncia resolvida no tempo)

Tipo de placa (nGmero de pocos) 96
Volume de distribuig&o [pl] 200
Flashes (leituras) por pogo 25
Limite de detecéo de eurdpio <150 fM

(configuracdes F do Infinite)

Limite de detecao de eurdpio < 5 pM (valor tipico)
(configuragBes M do Infinite)
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5.4

()

Polarizacao de fluorescéncia (FP) —

apenas Infinite F Plex

Nota

A opcéo Polarizacdo de fluorescéncia apenas esta disponivel para o

Infinite F Plex. Este médulo ndo pode ser instalado noutras
configuracdes do Infinite.

Parametros

Gama de comprimento de
onda

Filtro padrao

Definicdo do ganho
Manual
Otimo

Calculado a partir do poco

Parametros FP
Tempo de integracdo
Atraso

Precisao FP

Caracteristicas
Excitacdo: 300 — 850 nm

Emissado: 330 — 850 nm

Configuracéo do tabuleiro do filtro predefinido:
Exc 485 (20) nm

Posicao do tabuleiro do filtro Exc:

Excl: 485 (20) - paralela

Exc2: 485 (20) - perpendicular

Em 535 (25) nm

Posicao do tabuleiro do filtro Em:

Em1: 535 (25) - paralela

Em2: 535 (25) - paralela

Valores Gama de medicao
1-255 0 - 60,000 RFU
automatico 0 - 60,000 RFU
automatico 0 - 60,000 RFU

Caracteristicas
20 - 2000 ps
0 - 2000 us

<5 mP com 1 nM de fluoresceina

(apenas configuracdes F do Infinite)
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55 Absorvancia

Parametros Tipo de Caracteristicas
instrumento
Gama de comprimento de | Configuracées F do = 230 — 1000 nm
onda Infinite
Configuracdes M 230 — 1000 nm
do Infinite Nenhum filtro necessario,
possibilidade de selecdo
em fracbes de 1 nm
Gama de medicao Ambos 0-40D

As seguintes especificacdes séo validas para a gama de comprimento de onda
de 300 a 700 nm para configuragdes do Infinite.

Tipo de placa (humero de poc¢os) 96

Exatiddo 0 — 2 OD <+ (1% + 10 mOD)
Exatiddo 2 -3 OD <+2,5%

Planidade de base + 10 mOD (1 sigma)

Configuracdes M do Infinite

Exatiddo do comprimento de onda <+ 1.5nmA>315nm;
<+£0.8nmA<315nm

Configuragdes F do Infinite

Exatiddo do comprimento de onda Em funcéo dos filtros utilizados

As especificagdes sao validas para medi¢6es realizadas com 25 flashes (leituras)
por poco.
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5.6

5.6.1

Luminescéncia do tipo Glow

PRECAUCAO

LIGUE O INSTRUMENTO PELO MENOS 15 MINUTOS ANTES DE
INICIAR UMA MEDICAO DE LUMINESCENCIA.
ALGUNS COMPONENTES TEM DE AQUECER PARA GARANTIR
CONDICOES ESTAVEIS PARA A MEDICAO.

Parametros

Gama de comprimento de onda

Gama dinamica linear
Tempo de integracéo/poco

% diafonia (placa preta)

Gama de medicdo

Atenuacéo da luz

Luminescéncia Glow ATP

A detecao de luminescéncia usa a técnica de contagem de fotdo.

Caracteristicas

380 — 600 nm

6 ordens de grandeza
100 — 20000 ms
<0,01%

> 6 ordens de grandeza
8 ordens de grandeza
(gama dindmica alargada)

100 (filtro de atenuacédo OD2),
1 (sem atenuacao)

Tipo de placa (nUmero de poc¢os) 96

Volume de distribuic&o total [ul] 200

Tempo de integragéo/poc¢o [ms] 1000

Limite de detecdo ATP 3 fmol/poco
PRECAUCAO

AS ESPECIFICACOES SO SAO VALIDAS QUANDO O
INSTRUMENTO E COLOCADO NUM LOCAM COM UMA
ILUMINACAO < 500 LUX.
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5.7 Luminescéncia do tipo Flash
PRECAUCAO
LIGUE O INSTRUMENTO ~F’ELO MENOS 15 MINUTOS ANTES DE
INICIAR UMA MEDICAO DE LUMINESCENCIA. ALGUNS B
COMPONENTES TEM DE AQUECER PARA GARANTIR CONDICOES
ESTAVEIS PARA A MEDICAO.

A detecdo de luminescéncia usa a técnica de contagem de fotdo.

Parametros Caracteristicas
Gama de comprimento de onda 380 — 600 nm

> 6 ordens de grandeza

Gama de medicdo 8 ordens de grandeza
(gama dindmica alargada)

Tempo de integracdo/poco 100 — 20000 ms
% diafonia (placa preta) <0,01%

100 (filtro de atenuacédo OD2),

Atenuacéo da luz 1 (sem atenuaco)

Limite de detecdo ATP < 80 amol/poco
PRECAUCAO
AS ESPECIFICACOES SO SAO VALIDAS QUANDO O
INSTRUMENTO E COLOCADO NUM LOCAM COM UMA
ILUMINACAO < 500 LUX.

5.8 Luminescéncia bicolor (p. ex., BRET)

LIGUE O INSTRUMENTO PELO MENOS 15 MINUTOS ANTES DE
@ INICIAR UMA MEDIGAO DE LUMINESCENCIA. ALGUNS
COMPONENTES TEM DE AQUECER PARA GARANTIR CONDIGOES

ESTAVEIS PARA A MEDICAO.

Parametros Caracteristicas

Comprimento de onda integrado Ver 2.5.4 Sistema de absorvancia
(configuragdes F do Infinite)

Tempo de integracdo 100 - 20000 ms. Sao possiveis tempos
de integracao diferentes para cada
comprimento de onda.

Tipo de placa Microplacas de 96 e 384 pocos

Gama dindmica 6 décadas
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5.9 Medicoes “na hora”

As medi¢6es na hora séo as medi¢des mais rapidas possiveis com o leitor
Infinite. Estas medicdes realizam-se utilizando apenas um flash (nimero de
flashes).

Placas de 96 pocos (FI, TRF, absorvancia) Tempo de medicdo: <20 s
Placas de 384 pocos (FI, TRF, absorvancia) Tempo de medicdo: <30 s

(Movimento de placa para dentro/para fora néo incluido).

5.10 FuncOes de tina (apenas configuracdes M do Infinite)

Nota

Nota
@ A opcéo Cuvette (Tina) apenas esta disponivel para a configuracdo M
do Infinite. Este médulo ndo pode ser instalado numa configuracao F

do Infinite.

A opcéao de tina permite realizar medi¢gbes de absorvancia no comprimento de
onda fixo e modo de leitura.

Parametros Caracteristicas

230- 1000 nm

(nenhum filtro necessério,
possibilidade de selecdo em fractes
de 1 nm)

Gama de comprimento de onda

Gama de medicdo 0-40D

5.10.1 EspecificacOes datina

As seguintes especificacdes séo vélidas para a gama de comprimento de onda
de 300 a 700 nm, numero de flashes 25:

Tina Hellma 110-QS, 10 mm
Exatiddo 0 —2 OD <%+ (1% + 18 mOD)
Exatiddo 2 — 3 OD <+2,5%
Reprodutibilidade 0 — 2 OD <+ (1% + 10 mOD)
Reprodutibilidade 2 — 3 OD <+2,5%
Linearidade 0 — 2 OD R? > 0,998
Planidade de base + 10 mOD (1 sigma)
PRECAUCAO
A PORTA DE TINA DE UMA CONFIGURACAO M DO INFINITE Néo
PODE SER USADA PARA TINAS COM UMA JANELA DE MEDICAO
<2 MM (DIAMETRO) E UMA ALTURA DO CENTRO INFERIOR A
15 MM.
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5.11 Especificacdes do injetor

Parametros Caracteristicas

Exatiddo < 10% para volume de injecédo de 10 pl
< 2% para volume de injecédo de 100 pl
< 0,7% para volume de injecéo de 450 pl

Precisdo < 10% para volume de injecéo de 10 pl

< 2% para volume de injecdo de 100 pl

< 0,7% para volume de injecéo de 450 pl

5.11.1 Compatibilidade com reagentes do injetor

O sistema de injetor das configuracdes F do Infinite e das configuragdes M do
Infinite € composto pelos seguintes materiais:

e Teflon (PTFE): tubagem, obturador da valvula, vedante

e KelF: corpo da valvula

e  SCO5: agulhas de injetor

Consulte a seguinte lista para a compatibilidade dos reagentes. A classificacdo A
indica uma boa compatibilidade com o sistema de injetor. Os quimicos de classe

D ndo podem ser utilizados com os injetores Infinite. Podem causar danos
graves no sistema de injetor.

Quimicos de classe A Quimicos de classe D

Acido acético < 60% Butilamina

Acetonitrila Tetracloreto de carbono (seco)
Cloroformio Eter dietilico

Dimetilformamida Etanolamina

Etanol Etilenodiamina

Hexano Furfural

Metanol (alcool metilico) Acido fluoridrico

Acido sulfarico, diluido

(concentraco < 1 N) Monoetanolamina

Tetraidrofurano Hidroxido de potéssio (potassa caustica)

Agua, deionizada
Agua, destilada

Agua, doce

Hipoclorito de potassio
Hidréxido de sodio
Hipoclorito de sédio

Acido sulfdrico concentrado
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PRECAUCAO

AS INFORMACOES DESTA TABELA FORAM FORNECIDAS A
TECAN AUSTRIA POR OUTRAS FONTES FIDEDIGNAS E NAO
DEVEM SERVIR UNICAMENTE DE GUIA PARA A SELECAO DO
EQUIPAMENTO A FIM DE GARANTIR UMA COMPATIBILIDADE
QUIMICA APROPRIADA. ANTES DA INSTALACAO DEFINITIVA,
TESTE O EQUIPAMENTO COM OS QUIMICOS E SOB AS
CONDICOES ESPECIFICAS DA SUA APLICACAO.

AVISO

AS VARIACOES DE COMPORTAMENTO DOS QUIMICOS DURANTE
O MANUSEAMENTO DEVIDO A FATORES COMO A TEMPERATURA,
A PRESSAO E A CONCENTRACAO PODEM CAUSAR FALHAS DO
EQUIPAMENTO, MESMO QUE ESTE TENHA PASSADO UM TESTE
INICIAL. PODEM OCORRER FERIMENTOS GRAVES. UTILIZE
DISPOSITIVOS DE PROTECAO E/OU EQUIPAMENTO DE
PROTECAO INDIVIDUAL ADEQUADOS DURANTE O
MANUSEAMENTO DOS QUIMICOS.
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5.12 Acessorios de medicéao

5.12.1 Filtros recomendados (apenas configuracdes F do Infinite)

Dirija-se ao seu distribuidor local da Tecan para obter um kit de filtros
recomendado. Os filtros concebidos para um tipo de instrumento diferente ndo
funcionar&o necessariamente bem com as configura¢des F do Infinite.

Nota
Se a excitacdo e a emissdo maximas de uma espécie fluorescente
estiverem préximas, ndo devem ser convertidas diretamente em
comprimentos de onda centrais para filtros de fluorescéncia.

Para fornecer um fundo aceitavel, por um lado, o cutoff superior para
comprimentos de onda de excitacdo e, por outro, o cutoff inferior para
comprimentos de onda de emissao devem ser geralmente separados. Este
compromisso depende das propriedades de bloqueio dos filtros. Para muitas
moléculas fluorescentes, o sinal pode ser melhorado pela largura de banda do
filtro, afastando-se do outro comprimento de onda central.

5.12.2 Tipos recomendados de microplacas

PRECAUCAO

PARA EVITAR DANOS NO INSTRUMENTO E DERRAMES DA
@ AMOSTRA, CERTIFIQUE-SE DE QUE O TIPO DE MICROPLACA QUE
DEVE SER UTILIZADO PARA A MEDICAO CORRESPONDE AO
FICHEIRO DEFINIGAO DA PLACA (PDFX) SELECIONADO.

Geralmente, para uma alta sensibilidade de fluorescéncia, sédo recomendadas
microplacas pretas. Para concentracdes baixas de marcas TRF, as microplacas
brancas parecem ser melhores. Pode verificar se as placas brancas sao
melhores com comprimentos de onda de excitagdo UV.

N&o recomendamos a utilizacdo de volumes inferiores a um terco do volume
maximo. Quando utilizar volumes mais baixos, verifique a disponibilidade de um
tipo de placa adequado.

Para garantir um bom desempenho da leitura de fluorescéncia do fundo,
recomendamos a utilizacdo de placas pretas com fundo transparente.

E possivel medir todas as microplacas padréo de 6 a 384 pogos (altura maxima
da placa de 23 mm incluindo a tampa) em conformidade com as seguintes
normas:

e ANSI/SBS 1-2004,

e  ANSI/SBS 2-2004;

e ANSI/SBS 3-2004 e

e  ANSI/SBS 4-2004.

Ao instalar o software operacional (i-control ou Magellan), séo instalados
ficheiros de definicdo da placa predefinidos. Consulte a lista que se segue para

0s numeros de encomenda correspondentes das microplacas. Encomende as
microplacas junto do seu fornecedor local de microplacas.
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Fabricante/
Nome do Pdfx

Greiner

GREG6ft

GRE12ft

GRE241t

GREA48ft

GRE96ft
GRE96fb_chimney

GRE96fw_chimney

GRE96ut

GRE96vt

GRE384fb

GRE384ft

GRE384fw

GRE384sh
GRE384st
GRE384sw
GRE96ft_half area

GRE96fw_half area

GRE96fb_half area

Corning
COsS6ft

COS12ft
COS24ft

COS48ft

N.° de cat.

657 160
665 180
662 160
677 180
655 101

655 079
655 086

655 073
655 083

650 101
650 161
650 160

651 101
651 161

781 079
781 086
781 077

781 061
781101
781 162
781 185

781 073
781 080
781 074

784 209
784 201
784 207

675 161
675 101

675074
675 075

675 077
675076

3506
3512

3524
3526

3548

657 185
665 102
662 102
677 102
655 161

655 077
655 076

655 074
655 075

650 180
650 185

651 160
651 180

781 076
781 094
781 095

781 186
781 165
781 182

781 075
781 097
781 096

675 801

675 094
675 095

675 097
675 096

3516
3513
3527

N.° de desenho

AC-9909
AC-9910
AC-9911
AC-9912
AC-9701
AC-65507x

AC-65507x

AC-6501xx

AC-6511xx

AC-0205

AC-0205

AC-0205

AC-8808
AC-8808
AC-8808
AC-675801

AC-675801

AC-675801

DWGO00673
DWGO00674
DWG01261

DWG00676
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Fabricante/ N.° de cat. N.° de desenho

Nome do Pdfx

COS96fb 3916 3925 DWG00120
3915

COS96ft 3370 3628 DWG00120

COS96fw 3362 3922 DWG00120
3912

COS6rt 3360 3795 DWGO01123
3367 3358
3788

COS96ft_half area 3690 3697 DWGO00122
3695

CO0S384fb 3708 3710 DWG00679
3709

COS384it 3680 3701 DWGO00679
3700 3702

COS384fw 3703 3705 DWG00679
3704

CORO96fDb clear bottom 3631 DWG00678

CORO96fw clear bottom 3632 DWG00678

CORO96fb half area 3694 DWG00123

CORO96fw half area 3693 DWG00123

CORO96fb half area clear 3880 DWGO01471

bottom

CORO96fw half area clear ~ 3883 DWGO01471

bottom

CORO96fc UV transparent 3635 DWG00678

CORO96fc half area UV 3679 DWG00678

transparent

CORS384fb clear bottom 3711 DWG00682

COR384fw clear bottom 3706 DWG00682

COR384fc UV 3675 DWGO01479

transparent

Nunclon

NUNO6ft 439 454 269 620 MTP-0001
442 404 269 787
475 094

NUN384ft 242 765 464 718 MTP-0002
242 757 265 196
164 688

NUN384fb 264 556 460 518 MTP-0002
164 564
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Fabricante/ N.° de cat. N.° de desenho
Nome do Pdfx
NUN384fw 264 572 460 372 MTP-0002
164 610
NUN96ut 143 761 262 162 MTP-0003

163 320 475 434
262 170 449 824

NUN96fb_LumiNunc 137 101 237 108 MTP-0004
FluoroNunc 137103 437111
237 105 437 112
237 107
NUN96fw_LumiNunc 136 101 236 108 MTP-0004
FluoroNunc 136 102 436110
236 105 436 111
236 107
BD Falcon
BD24_FluoroBlok 351155 351157 MTP-0005
351156 351158
BD96_FluoroBlok 351161 351163 MTP-0006
351162 351164
Tecan
TEC96fb: Tecan 96 flat 30122298 L
black
TEC384fb: Tecan 384 flat 30122299 L
black
TE_C96fw: Tecan 96 flat 30122300 L
white
TEQ384fW: Tecan 384 flat 30122301 L
white
TEC24ft_cell: Tecan 24
cell culture flat 30122302 —
transparent
TECA48ft_cell: Tecan 48
cell culture flat 30122303 —
transparent
TEC96ft_cell: Tecan 96
cell culture flat 30122304 —
transparent
TEC384ft_cell: Tecan 384
cell culture flat 30122305 —
transparent
TEC96fb_cell_clear:
Tecan 96 cell culture flat 30122306 —

black, clear bottom
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5.12.3 Detecéo de luminescéncia

@)

Fabricante/
Nome do Pdfx

TEC384fb_cell_clear:
Tecan 384 cell culture flat
black, clear bottom

NanoQuantPlate
PerkinElmer
PE96fw_OptiPlate

PE96fw_ProxiPlate

PE384fg_AlphaPlate
PE384fg_ProxiPlate
PE384fw_ProxiPlate
PE384fw_OptiPlate

N.° de cat.

30122307

6005290

6006290

6008350
6008270
6008280

6008290

N.° de desenho

MTP-0007

http://www.perkinelmer.co
m/Catalog/Product/ID/600
5290

http://www.perkinelmer.co
m/Catalog/Product/ID/600
6290

TechnicalDataSheet_Dim
ensionsOfProxiplate-
384Plus

TechnicalDrawing2:
Dimensions apply to 384
well OptiPlates

Tabela 1:  Ficheiros de definicdo da placa e nimeros de catalogo correspondentes

PRECAUCAO

LIGUE O INSTRUMENTO PELO MENOS 15 MINUTOS ANTES DE
INICIAR UMA MEDICAO DE LUMINESCENCIA. ALGUNS
COMPONENTES TEM DE AQUECER PARA GARANTIR CONDICOES
ESTAVEIS PARA A MEDICAO.

O sistema de detecéo de luminescéncia do leitor Infinite utiliza a técnica de
medicéo de contagem de fotdo Unico. Esta baseia-se num PMT de
luminescéncia especial com um circuito de medicao apropriado. Esta técnica é
muito resistente a ruidos. E o método preferido para a medicéo de niveis de

luminosidade muito baixos.

Para os melhores desempenhos, é aconselhavel utilizar placas brancas para
medi¢Bes de luminescéncia. Para mais detalhes, consulte 4.9 Otimizagdo de

medi¢cbes de luminescéncia.

Nota

Os resultados das medices de luminescéncia sdo sempre
apresentados em contagens por segundo (cps).

PRECAUCAO

O INSTRUMENTO TEM DE SER COLOCADO NUM LOCAL
AFASTADO DA LUZ SOLAR DIRETA. UMA ILUMINACAO > 500 LUX
PODE INFLUENCIAR NEGATIVAMENTE AS MEDICOES DE
LUMINESCENCIA.
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6.

Controlo de qualidade

6.1

Testes periddicos de controlo de qualidade

Dependendo da utilizacdo e da aplicagdo, recomendamos uma avaliagdo
periddica do instrumento na Tecan Austria.

Os testes descritos nas secc¢des que se seguem ndo substituem uma avaliacao
completa realizada pelo fabricante ou pelos distribuidores autorizados. Porém, os
testes podem ser efetuados periodicamente pelo utilizador, a fim de verificar os
aspetos importantes para o desempenho do instrumento.

Os resultados sao fortemente influenciados por erros de pipetagem e de
definicdo dos parametros do instrumento; por conseguinte, siga atentamente as
instrucdes. O utilizador deve determinar os intervalos apropriados para estes
testes com base na frequéncia de utilizacdo do instrumento.

Recomendamos que adapte estes testes e o0s critérios de aceitacdo a aplicacédo
principal do laboratorio. Idealmente, estes testes tém de ser realizados com as
placas, o fluoréforo, os amortecedores, os volumes e todas as definigoes
apropriadas (filtros, flashes, atrasos, etc.) proprios do laboratério.

PRECAUCAO

ANTES DE INICIAR MEDIGCOES, CERTIFIQUE-SE DE QUE A
POSICAO A1 DA MICROPLACA ESTA INSERIDA CORRETAMENTE.
A POSICAO DO POCO A1l TEM DE SE SITUAR NO LADO
ESQUERDO SUPERIOR.

PRECAUCAO

ESTA SECCAO FORNECE INSTRUGCOES SOBRE COMO VERIFICAR
AS ESPECIFICACOES DO INSTRUMENTO. SE OS RESULTADOS
DESTES TESTES DE CONTROLO NAO SE SITUAREM DENTRO DAS
ESPECIFICACOES OFICIAIS DO INSTRUMENTO, CONTACTE O SEU
CENTRO DE ASSISTENCIA TECNICA LOCAL.
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6.2 Especificacdes - Critérios de aceitacao/falha

Nota
@ Todas as especificacdes estdo sujeitas a alteragcdes sem aviso prévio.

A tabela que se segue fornece uma viséo geral dos critérios de aceitacéo/falha
para o teste das especificacdes do leitor Infinite.

Especificacéo Critérios de aceitacao/falha

Sensibilidade da fluorescéncia do topo

Uniformidade da fluorescéncia do topo

< 20 pM de fluoresceina
<3% CV

Preciséo da fluorescéncia do topo <2% CV
Sensibilidade da fluorescéncia do fundo 100 pM

Uniformidade da fluorescéncia do fundo <3%CV
Preciséo da fluorescéncia do fundo <2%CV

Sensibilidade da fluorescéncia resolvida no
tempo
(apenas configuragdes F do Infinite)

< 150 fM (com dicroico 510)

< 3 pM (com espelho de
50%)

Preciséo da fluorescéncia resolvida no <2% CV
tempo

(apenas configuragdes F do Infinite)

Precisdo FP (apenas configuragdes F do <5mP

Infinite)
Sensibilidade da luminescéncia tipo Glow
Sensibilidade da luminescéncia tipo Flash

Exatidao de absorvancia

< 3 fmol/pogo
< 80 amol/poco

0-20D:<+1%+10mO0OD
2-30D:£+2,5%

Planidade de base de absorvancia <+ 10 mOD

(1 sigma)

Exatiddo do comprimento de onda de <+1.5nmA>315nm;
absorvancia <+0.8nmA<315nm

Especifica¢des da tina
(apenas configuracbes M do Infinite)

Exatidao de absorvancia

Planidade de base de absorvancia
(1 sigma)

Critérios de
aceitacao/falha

0-20D:<+1% + 10 mOD
2-30D:£+£25%

<+ 10 mOD
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6.3
6.3.1

Sensibilidade

Fluorescéncia do topo

Especificagbes - Instrucdes de teste

Para o leitor Infinite com a opg&o Fluorescence Top (Fluorescéncia do topo),
podem ser realizados os seguintes testes para comprovar as especificacdes:

. Sensibilidade
. Uniformidade
. Precisao

Estas instrucGes de teste sdo validas para o leitor Infinite:

e Configuracdes F do Infinite
e  Configuracdes M do Infinite

e Versdo espectralmente melhorada

Realize a seguinte medicao para determinar o limite de detecéo de fluoresceina:

Parametros de medicdo:

Esquema da placa:

Parametros

Definicéo

Modo de leitura

Fluorescéncia do topo

Comprimento de onda Ex

Comprimento de onda Em

Configuragdes F do Infinite:
Configura¢gdes M do Infinite:

Configuragdes F do Infinite:
Configuragbes M do Infinite:

485 (20) nm
485 nm

535 (25) nm
535 nm

Ndmero de flashes

25

Tempo de integragdo 40
Tempo de repouso 0

Ganho Otimo
Tipo de placa GRE96fb

Pipeta 200 ul de 1 nM de fluoresceina ou de solucéo de branco (0,01 M de
NaOH) nos pocos apropriados de acordo com o esquema da placa:

1 nM de fluoresceina

Branco

1 nM de fluoresceina
1 nM de fluoresceina

Branco
Branco

1 nM de fluoresceina
1 nM de fluoresceina

Branco
Branco

1 nM de fluoresceina

Branco
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Material/reagentes:

1 nM de fluoresceina (em 0,01 M de NaOH) (fluoresceina sal de sédio, Sigma

F6377)

0,01 M de NaOH (=branco) (granulados de NaOH, n.° de artigo Merck 6495 ou

Sigma S8045)

1 placa Greiner de 96 pocos preta

Pipeta de 200 pl + pontas

Célculo de limite de detecéo (sensibilidade):

Uniformidade

DetectionL imit =

Concentration

F-*3*Stdev,

mean . —mean
F B

Concentrationr
meanr
means

stdevs
branco

Concentracgéo do fluoréforo em unidades pM
Valor RFU médio de pocos cheios de fluoréforo
Valor RFU médio de pocos cheios de branco

Desvio padréo de valores RFU de pocos cheios de

O resultado da formula Limite de dete¢céo determina a sensibilidade em

unidades pM.

Realize a seguinte medic&o para determinar a uniformidade:

Parametros de medicdo:

Parametros
Modo de leitura

Comprimento de onda Ex

Comprimento de onda Em

Numero de flashes
Tempo de integracdo
Tempo de repouso
Ganho

Tipo de placa

Definicéo
Fluorescéncia do topo

Configurag@es F do Infinite:

Configura¢bes M do Infinite:

Configuragdes F do Infinite:

ConfiguragBes M do Infinite:

25

40

0
Otimo

GRE96fb

485 (20) nm
485 nm
535 (25) nm
535 nm
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Esquema da placa:

Pipeta 200 pl de 1 nM de fluoresceina ou de solu¢éo de branco (0,01 M de
NaOH) nos pogos apropriados de acordo com o esquema da placa:

1 nM de fluoresceina
1 nM de fluoresceina
1 nM de fluoresceina
1 nM de fluoresceina
1 nM de fluoresceina
1 nM de fluoresceina

Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco

Material/reagentes:

1 nM de fluoresceina (em 0,01 M de NaOH) (fluoresceina sal de sédio,
Sigma F6377)

0,01 M de NaOH (=branco) (granulados de NaOH, n.° de artigo Merck 6495 ou
Sigma S8045)

1 placa Greiner de 96 pocos preta

Pipeta de 200 ul + pontas

Célculo de uniformidade:

. . stdev. *100
Uniformity (%) = >
mean .
meanr Valor RFU médio de pogos cheios de fluoroforo
stdevr Desvio padrao de valores RFU de pogos cheios de fluoréforo

O resultado da férmula determina a uniformidade em % CV.
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Preciséao

Realize a seguinte medicao para determinar a precisdo/reprodutibilidade:

Parametros de medicdo:

Esquema da placa:

Parametros

Definicéo

Modo de leitura

Fluorescéncia do topo

Comprimento de onda Ex

Comprimento de onda Em

Ndmero de flashes
Tempo de integracdo
Tempo de repouso
Ganho

Tipo de placa

Parte da placa
Cinética

Intervalo de tempo

Configuragdes F do Infinite:
485 (20) nm

Configura¢gBes M do Infinite:
485 nm

Configuragbes F do Infinite:
535 (25) nm

Configuragbes M do Infinite:
535 nm

25

40

0

Otimo
GRE96fb
Al

20 ciclos

Minimo

Pipeta 200 pl de 1 nM de fluoresceina ou de solu¢éo de branco (0,01 M de
NaOH) nos pogos apropriados de acordo com o esquema da placa:

1 nM de fluoresceina

Branco

1 nM de fluoresceina
1 nM de fluoresceina

Branco
Branco

1 nM de fluoresceina
1 nM de fluoresceina
1 nM de fluoresceina

Branco
Branco
Branco

Material/reagentes:

1 nM de fluoresceina (em 0,01 M de NaOH) (fluoresceina sal de sédio, Sigma

F6377)

0,01 M de NaOH (=branco) (granulados de NaOH, n.° de artigo Merck 6495 ou

Sigma S8045)

1 placa Greiner de 96 pocos preta

Pipeta de 200 ul + pontas
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Célculo de preciséo:

6.3.2 Fluores

Sensibilidade

i stdev *100
Pr ecision(CV%) = wellAl
mean wellA1l
MmeanpogoAl Valor RFU médio do pogo Al ao longo da cinética de

20 ciclos

stdeVpogoat
20 ciclos

O resultado da férmula determina a precisdo em % CV.

céncia do fundo

Desvio padréo de valores RFU do poco Al ao longo dos

Para o leitor Infinite com a opcéo Fluorescence Bottom (Fluorescéncia do
fundo), podem ser realizados 0s seguintes testes para comprovar as

especificacoes:

e Sensibilidade

¢ Uniformidade

e Precisdo/repetibilidade

Estas instru¢8es de teste sdo validas para o leitor Infinite:

e  Configuracdes F do Infinite
e Configuracdes M do Infinite

e Versdo espectralmente melhorada

Realize a seguinte medicao para determinar o limite de detecéo de fluoresceina:

Parametros de medicao:

Parametros
Modo de leitura

Comprimento de onda Ex

Comprimento de onda Em

Numero de flashes
Tempo de integracao
Tempo de repouso
Ganho

Tipo de placa

Definicéo
Fluorescéncia do fundo

Configurag@es F do Infinite:

Configura¢gbes M do Infinite:

Configuragdes F do Infinite:

Configuragdes M do Infinite:

25

40

0
Otimo

GRE96fb

485 (20) nm
485 nm
535 (25) nm
535 nm
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Esquema da placa

Pipeta 200 pl de 25 nM de fluoresceina ou de solugdo de branco (0,01 M de
NaOH) nos pogos apropriados de acordo com o esquema da placa:

« © « © o ©
= E = k= k= £
(5} (] (¢} (] () ()
O (&) O (&) (&} (&)
0 (7] " [} 0 (D]
D D D D D D
o o o o o o
= = = = = =
3 3 3 3 3 S
s 3 s 3 s 3 s 3 s 3 s 3
c = c < c = c < c < c <
10 g 10 o 10 o 10 o 10 o 10 o
3V m 3\ m N m 3\ m 3\ m N m
Material/reagentes:
25 nM de fluoresceina (em 0,01 M de NaOH) (fluoresceina sal de sédio,
Sigma F6377)
0,01 M de NaOH (=branco) (granulados de NaOH, n.° de artigo Merck 6495 ou
Sigma S8045)
1 placa Greiner puClear de 96 pocos, preta com fundo transparente
Pipeta de 200 ul + pontas
Célculo de limite de detecao (sensibilidade):
Ver 6.3.1 Fluorescéncia do topo: Sensibilidade.
Uniformidade
Realize a seguinte medi¢&o para determinar a uniformidade:
Parametros de medicé&o:
Parametros Definicéo
Modo de leitura Fluorescéncia do fundo
Comprimento de onda Ex Configurag@es F do Infinite: 485 (20) nm
Configuragbes M do Infinite: 485 nm
Comprimento de onda Em Configuragdes F do Infinite: 535 (25) nm
Configuragdes M do Infinite: 535 nm
Numero de flashes 25
Tempo de integracao 40
Tempo de repouso 0
Ganho Otimo
Tipo de placa GRE96fb
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Esquema da placa:

25 nM de fluoresceina

Branco

25 nM de fluoresceina
25 nM de fluoresceina

Branco

Branco

25 nM de fluoresceina
25 nM de fluoresceina
25 nM de fluoresceina

Branco
Branco
Branco

Material/reagentes:

Volume de enchimento: 200 pl

25 nM de fluoresceina (em 0,01 M de NaOH)
(fluoresceina sal de sodio, Sigma F6377)
0,01 M de NaOH (=branco) (granulados de NaOH, n.° de artigo Merck 6495

ou Sigma S8045)

1 placa Greiner puClear de 96 pocos, preta com fundo transparente

Pipeta de 200 ul + pontas

Célculo de uniformidade:

Precisao

Ver 6.3.1 Fluorescéncia do topo: Uniformidade.

Realize a seguinte medi¢c&o para determinar a precisdo/reprodutibilidade:

Parametros de medicéao:

Parametros
Modo de leitura

Comprimento de onda Ex

Definicéo
Fluorescéncia do fundo

Configurag@es F do Infinite: 485 (20) nm
Configurages M do Infinite: 485 nm

Comprimento de onda Em

Configuragdes F do Infinite: 535 (25) nm
Configuragc@es M do Infinite: 535 nm

Numero de flashes 25
Tempo de integragéo 40
Tempo de repouso 0

Ganho Otimo
Tipo de placa GRE96fb
Parte da placa Al
Cinética 20 ciclos
Intervalo de tempo Minimo
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Esquema da placa:

25 nM de fluoresceina

Branco

25 nM de fluoresceina
25 nM de fluoresceina
25 nM de fluoresceina
25 nM de fluoresceina
25 nM de fluoresceina

Branco
Branco
Branco
Branco
Branco

Material/reagentes:

Volume de enchimento: 200 pl

25 nM de fluoresceina (em 0,01 M de NaOH)
(fluoresceina sal de so6dio, Sigma F6377)

0,01 M de NaOH (=branco) (granulados de NaOH, n.° de artigo Merck 6495
ou Sigma S8045)

1 placa Greiner puClear de 96 pocos, preta com fundo transparente

Pipeta de 200 ul + pontas

Célculo de preciséo:

Ver 6.3.1 Fluorescéncia do topo: Preciséo.

6.3.3 Fluorescéncia resolvida no tempo

Para o leitor Infinite com a opcéo Fluorescence Top (Fluorescéncia do topo),
podem ser realizados os seguintes testes para comprovar as especificacdes:

e Sensibilidade
e  Preciséo/repetibilidade

Estas instru¢fes de teste sao validas para as configuracdes F do Infinite.
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Sensibilidade

Realize a seguinte medicao para determinar a sensibilidade:

Parametros de medicdo:

Parametros Definicéo
Modo de leitura Fluorescéncia do topo
Comprimento de onda Ex Configuragdes F do Infinite: 340 (35) nm

ConfiguragBes M do Infinite: 340 nm

Comprimento de onda Em Configuragdes F do Infinite: 612 (10) nm
Configuragfes M do Infinite: 617 nm

Numero de flashes 25
Tempo de integracao 400
Atraso 100
Tempo de repouso 0

Ganho Otimo
Tipo de placa GRE96fw

Esquema da placa:

Pipeta 200 pl de 1 nM de solucao de eurdpio ou de solucdo de branco (solugéo
de melhoria) nos pocos apropriados de acordo com o esquema da placa:

1 nM de eurépio

Branco
Branco
Branco
Branco

Material/reagentes:
1 nM de eurdpio (B119-100, HVD Live Sciences)
Solucdo de melhoria (=branco) (1244-105, HVD Live Sciences)
1 placa Greiner de 96 pocos branca

Pipeta de 200 ul + pontas

Célculo de limite de detecdo (sensibilidade):

Ver 6.3.1 Fluorescéncia do topo: Sensibilidade.

Precisao

Realize a seguinte medicao para determinar a precisdo/reprodutibilidade:
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Parametros de medicao:

Esquema da placa:

Parametros
Modo de leitura

Comprimento de onda Ex

Comprimento de onda Em

Nudmero de flashes
Tempo de integracdo
Atraso

Tempo entre movimento e
flash

Ganho

Tipo de placa
Parte da placa
Cinética

Intervalo de tempo

Definicéo
Fluorescéncia do topo

Configuragfes F do Infinite: 340 (35) nm
Configurages M do Infinite: 340 nm

Configuragfes F do Infinite: 612 (10) nm
ConfiguracGes M do Infinite: 617 nm

25
400
100
0

Otimo
GRE96fw
Al

20 ciclos

Minimo

Consulte 6.3.3 Fluorescéncia resolvida no tempo Preciséo.

Céalculo de preciséo:

6.3.4

Ver 6.3.1 Fluorescéncia do topo: Preciséo.

Polarizacéo de fluorescéncia (apenas Infinite F Plex)

Para o Infinite F Plex com a op¢éo Fluorescence Polarizacéo (Polarizacdo de
fluorescéncia), podem ser realizados os seguintes testes para comprovar as
especificaces:

Preciséo/repetibilidade

Estas instru¢fes de teste sdo validas apenas para o Infinite F Plex:

Versao espectralmente melhorada
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Precisao

Realize a seguinte medicao para determinar a preciséo:

Parametros de medicdo:

Parametros

Definicéo

Modo de leitura

Polarizacéo de fluorescéncia

Comprimento de onda Ex 485 (20) nm
Comprimento de onda Em 535 (25) nm
Ndmero de flashes 25

Tempo de integracao 40

Atraso 0

Tempo entre movimento e leitura 0

Ganho Otimo

Tipo de placa GRE96fb
Referéncia de/para Al-D1
Branco de referéncia de/para A2 - D2
Valor de referéncia 20 mP

Branco de medicdo de/para

Esquema da placa:

igual a branco de referéncia

1 nM de fluoresceina

1 nM de fluoresceina
1 nM de fluoresceina

Branco
Branco
Branco

1 nM de fluoresceina

1 nM de fluoresceina
1 nM de fluoresceina

Branco
Branco
Branco

Volume de enchimento: 200 pl/pocgo

Material/reagentes:

1 nM de fluoresceina (em 0,01 M de NaOH) (fluoresceina sal de sddio, Sigma

F6377)

0,01 M de NaOH (=branco) (granulados de NaOH, n.° de artigo Merck 6495 ou

Sigma S8045)

1 placa Greiner de 96 pocos, preta, fundo plano

Pipeta de 200 ul + pontas
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Calculo de preciséo:
A precisao é calculada a partir dos pocos cheios de fluoresceina. A preciséo
corresponde a uma vez o desvio padrdo dos valores mP dos pocos de
fluoresceina.

6.3.5 Luminescéncia Glow

Para o leitor Infinite com a opgdo Luminescence (Luminescéncia), podem ser
realizados os seguintes testes para comprovar as especificacées de
sensibilidade:

Sensibilidade

Realize a seguinte medicao para determinar a sensibilidade:

Parametros de medicdo:

Parametros Definicdo
Modo de leitura Luminescéncia
Tempo de integracdo 1000 ms
Tempo de repouso 0

Tipo de placa GRE96fw
Parte da placa Al-D10

Esquema da placa:

Pipeta 200 pl de reagentes ATP nos pocos apropriados de acordo com o
esquema da placa:

Bx | ATP Bx B B B B B B B
Bx | ATP Bx B B B B B B B
Bx | ATP Bx B B B B B B B
Bx ATP Bx B B B B B B B
ATP 2*10® M ATP (concentracéo final no pogo)
B Branco (reagente ATP: Tris-EDTA=1:5)
Bx Branco (pocos utilizados para o célculo da diafonia)

Material/reagentes:
Kit ATP BioThema (ATP-Kit SL 144-041, BioThema AB)
1 placa Greiner de 96 pogos branca

Pipeta de 200 ul + pontas
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Céalculo da sensibilidade (limite de detecao):

DetectionL imit(fmol / well) = 2 203" SteVa 4054 L
mean ,;, —mean le

2*108 Concentracao de padrdo ATP [M]

Stdevs Desvio padréo de branco

meanatp Média de pocos cheios de padrdo ATP

means Média de pocos de branco

0,0002 Conversao em mol/poco

1/1e1° Conversdo em fmol/poco

O resultado da formula determina o limite de detecdo em fmol/poco.

6.3.6 Exatidao de absorvancia

Utilize a placa MultiCheck — para mais detalhes, consulte o Manual de Instru¢des
da placa MultiCheck.

6.3.7 Exatiddo do comprimento de onda de absorvancia

A exatiddo do comprimento de onda define o desvio dos comprimentos de onda
de medic¢éo configurados em relacéo ao comprimento de onda nominal. Este
teste so é valido para as configuracdes M do Infinite.

Parametros de medicéao:

Parametros Definicéo
Modo de leitura Digitalizacao de absorvancia

Comprimento de onda de medi¢do de/para 300 — 850 nm

Tamanho de fase 1nm

Numero de flashes 25

Tempo de repouso 0

Tipo de placa Placa MultiCheck

Material/reagentes:
Placa MultiCheck

Calculo de exatiddo do comprimento de onda:

Consulte a folha de dados no Manual de Instru¢des da sua placa MultiCheck.

Wavelength Accuracy = Max, —Max,

Maxt maéaximo tedrico

MaxXm méaximo medido
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6.3.8 Planidade de base de absorvancia
(configuracdes M do Infinite)

Realize a seguinte medi¢&o para determinar a planidade de base:

Parametros de medicéo:

Parametros Definicao
Modo de leitura Absorvancia

Comprimento de onda de medicdo de/para 300 - 700 nm

Numero de flashes 25
Tempo de repouso 0

Tipo de placa GRE96ft
Parte da placa Al

Esquema da placa:
Nao é necessaria qualquer placa para medi¢do — o transportador de placa tem
de ser esvaziado para esta medicao.

Material/reagentes:

N&o sdo necessarios quaisquer materiais ou reagentes para este teste.

Célculo de planidade de base:

Calcule o desvio padréo.

6.3.9 Planidade de base de absorvancia
(configuracgdes F do Infinite)

Realize as seguintes medi¢bes para determinar a planidade de base com o filtro
disponivel:

Pardmetros de medicéao:

Parametros Definicédo
Modo de leitura Absorvancia
Comprimento de onda de medig&o 340 nm

405 nm

492 nm

590 nm

620 nm

700 nm
Numero de flashes 25
Tempo de repouso 0
Tipo de placa GRE96ft
Parte da placa Al
Ciclos cinéticos 20, tempo minimo de intervalo
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Esquema da placa:

N&o é necessaria qualquer placa para medi¢édo — o transportador de placa tem
de ser esvaziado para esta medicao.

Material/reagentes:

N&o sdo necessarios quaisquer materiais ou reagentes para este teste.

Célculo de planidade de base:

Calcule o desvio padréo ao longo de 20 ciclos para cada comprimento de onda.

6.3.10 Tina de absorvancia (apenas configuracdes M do Infinite)

Para as configuragBes M do Infinite com a op¢éo Cuvette (Tina), podem ser
realizados os seguintes testes para comprovar a especificacdo de exatidao:

Exatidao

Realize a seguinte medi¢cdo para determinar a exatiddo de absorvancia:

Parametros de medicéo:

Parametros Definicao
Modo de leitura Absorvancia
Comprimento de onda de medicéo 1) 440 nm
2) 635 nm
Numero de flashes 25
Tempo entre movimento e leitura 0
Tipo de tina Tina calibrada, p. ex., Starna

RM-N1N35N + uma tina D3

Material:
Material de referéncia Starna® RM-N1N35N + tina D3

(para mais informacdes, visite www.starna.co.uk)

Célculo de exatidao:

Calcule o desvio do valor medido em relagéo ao valor de referéncia fornecido
com a tina calibrada.
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7.

Limpeza e manutencao

7.1

Introducéo

PRECAUCAO

CERTIFIQUE-SE DE QUE A MICROPLACA E RETIRADA DO
INSTRUMENTO ANTES DE A PREPARAR PARA A EXPEDIGAO. SE
FICAR UMA MICROPLACA DENTRO DO INSTRUMENTO, AS
SOLUCOES FLUORESCENTES PODEM VERTER PARA AS PECAS
OTICAS E DANIFICAR O INSTRUMENTO.

Os processos de limpeza e manutencdo sdo importantes para prolongar a vida
Gtil do instrumento e reduzir a necessidade de manutencéo.

Esta seccdo contém os seguintes procedimentos
e Derrames de liquido
e Desinfecao do instrumento

e Certificado de desinfecéo
e Eliminag&o do instrumento e do material

AVISO

TODAS AS PECAS DO INSTRUMENTO QUE ENTREM EM
CONTACTO COM MATERIAIS POTENCIALMENTE INFECIOSOS TEM
DE SER TRATADAS COMO AREAS POTENCIALMENTE
INFECIOSAS.

RECOMENDAMOS QUE CUMPRA AS PRECAUCOES DE
SEGURANCA EM VIGOR (INCLUINDO A UTILIZACAO DE LUVAS
SEM PO, OCULOS E VESTUARIO DE PROTECAO), PARA EVITAR A
CONTAMINACAO DE DOENCAS POTENCIALMENTE INFECIOSAS
QUANDO EFETUAR TRABALHOS DE LIMPEZA E QUANDO
AJUSTAR O INSTRUMENTO.
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7.2

Derrames de liquido

Desligue o instrumento.

Elimine adequadamente o material contaminado.

o M w DN PRE

No caso de derrames biologicamente perigosos, limpe com
B33 (Orochemie, Alemanha).

6. Seque as areas limpas.

Limpe imediatamente o derrame com um material absorvente.

Limpe as superficies do instrumento com um detergente suave.

AVISO

7.4.4 ELIMINACAO.

DESLIGUE SEMPRE O INSTRUMENTO ANTES DE REMOVER
QUAISQUER DERRAMES NO INSTRUMENTO. TODOS OS
DERRAMES TEM DE SER TRATADOS COMO SE FOSSEM

POTENCIALMENTE INFECIOSOS. POR ESSA RAZAO, CUMPRA

SEMPRE AS PRECAUCOES DE SEGURANCA (INCLUINDO A

UTILIZACAO DE LUVAS SEM PO, OCULOS E VESTUARIO DE

PROTECAO) PARA EVITAR QUALQUER CONTAMINACAO DE
DOENCAS POTENCIALMENTE INFECIOSAS.

ADICIONALMENTE, TODOS OS RESIDUOS PROVENIENTES DA
LIMPEZA TEM DE SER TRATADOS COMO POTENCIALMENTE
INFECIOSOS E A SUA ELIMINACAO TEM DE SER EFETUADA,

RESPEITANDO AS INFORMACOES PRESTADAS NO CAPITULO

SE O DERRAME OCORRER DENTRO DO INSTRUMENTO, E
NECESSARIO CONTACTAR UM TECNICO DE REPARACOES.

AVISO

OTICAS E DANIFICAR O INSTRUMENTO.

CERTIFIQUE-SE DE QUE A MICROPLACA ESTA RETIRADA DO
INSTRUMENTO ANTES DE SER PREPARADA PARA A EXPEDICAO.
SE FICAR UMA MICROPLACA DENTRO DO INSTRUMENTO, AS
SOLUCOES FLUORESCENTES PODEM VERTER PARA AS PECAS
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7.3 Limpeza e manutencéo do injetor

A manutencao necessdria pode variar consoante a sua aplicagédo. Os
procedimentos que se seguem séo recomendados para um desempenho perfeito
e uma méaxima vida util do sistema de injetor.

PRECAUCAO

PARA EVITAR A MISTURA DE REAGENTES E A CONTAMINACAO
CRUZADA, LAVE METICULOSAMENTE TODO O SISTEMA DE
INJETOR ENTRE AS DIFERENTES APLICACOES QUE UTILIZAM O
INJETOR.

7.3.1 Manutencéo diaria

Salvo indicacdo em contrario do fabricante do kit a utilizar, € necessario realizar
as seguintes tarefas pelo menos uma vez por dia:

e Verifique a(s) bomba(s) e a tubagem quanto a fugas.

e Enxague meticulosamente todo o sistema com &gua destilada ou
deionizada apos cada utilizacao e quando a bomba nédo esta a ser utilizada.
Se néo o fizer, podera ocorrer a cristalizacdo dos reagentes. Estes cristais
podem danificar o vedante da seringa e o obturador da valvula, resultando
em fugas.

PRECAUCAO

NAO DEIXE A(S) BOMBA(S) A FUNCIONAR A SECO DURANTE MAIS
DE ALGUNS CICLOS.

7.3.2 Manutencdo semanal/periodica

O sistema de injetor (tubagem, seringas e agulhas de injetor) tem de ser limpo
semanalmente para remover sedimentos e evitar a formacéao de bactérias:

Siga estes passos para limpar o sistema de bomba/injetor com EtOH (etanol) a
70%:

1. Dependendo da aplicacéo do utilizador, enxague meticulosamente o sistema
com amortecedor ou dgua destilada antes de lavar com EtOH a 70%.

2. Expurgue a bomba com EtOH a 70% com as seringas totalmente baixadas
durante 30 minutos.

3. Apobs o periodo de 30 minutos, bombeie todo o fluido da seringa e da
tubagem para um contentor de residuos.

4. Lave o sistema de bomba/injetor com EtOH a 70%
5. Lave o sistema de bombal/injetor com agua destilada ou deionizada

6. Expurgue o sistema de bombal/injetor com agua destilada. Deixe a passagem
do fluido cheia para o armazenamento.

7. Limpe a extremidade das agulhas de injetor com um cotonete embebido em
etanol a 70% ou isopropanol.
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AVISO
AN RISCO DE INCENDIO E EXPLOSAO!
/ \ O ETANOL E INFLAMAVEL, PODENDO CAUSAR EXPLOSOES SE

NAO FOR MANUSEADO CORRETAMENTE. CUMPRA AS DEVIDAS
PRECAUCOES DE SEGURANCA NO LABORATORIO.

7.4 Desinfecao do instrumento

Todas as partes do instrumento que entrem em contacto com amostras de
doentes, amostras de controlo positivo ou material perigoso tém de ser tratadas
como areas potencialmente infeciosas.

AVISO

O PROCEDIMENTO DE DESINFEGCAO DEVE SER REALIZADO DE
ACORDO COM OS REGULAMENTOS NACIONAIS, REGIONAIS E
LOCAIS.

AVISO

TODAS AS PECAS DO INSTRUMENTO QUE ENTREM EM
CONTACTO COM MATERIAIS POTENCIALMENTE INFECIOSOS TEM
DE SER TRATADAS COMO AREAS POTENCIALMENTE
INFECIOSAS.

RECOMENDAMOS QUE CUMPRA AS PRECAUCOES DE
SEGURANCA EM VIGOR (INCLUINDO A UTILIZACAO DE LUVAS
SEM PO, OCULOS E VESTUARIO DE PROTECAO), PARA EVITAR A
CONTAMINACAO DE DOENCAS POTENCIALMENTE INFECIOSAS
QUANDO EFETUAR O PROCESSO DE DESINFECAO.

Antes de o instrumento ser devolvido ao distribuidor para a assisténcia técnica,
tem de ser desinfetado e tem de se preencher um certificado de desinfe¢édo. Se o
certificado de desinfecéo nao for fornecido, o instrumento pode nédo ser aceite
pelo centro de assisténcia técnica ou pode ser apreendido pelas autoridades
aduaneiras.

7.4.1 Solucdes de desinfecéo
O instrumento deve ser desinfetado com a seguinte solucao:

e B33 (Orochemie, Alemanha)
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7.4.2 Procedimento de desinfecéao

AVISO

O PROCEDIMENTO DE DESINFECAO DEVE SER EFETUADO NUM
LOCAL COM BOA VENTILACAO POR PESSOAL QUALIFICADO
AUTORIZADO COM LUVAS DESCARTAVEIS SEM PO, OCULOS E
VESTUARIO DE PROTECAO.

Se o laboratério ndo possuir um procedimento de desinfecdo especifico, deve
ser utilizado o procedimento que se segue para desinfetar as superficies
exteriores do instrumento:

1. Desligue o instrumento da fonte de alimentacéo principal
2. Separe o instrumento de todos os acessorios usados.

3. Limpe cuidadosamente todas as superficies exteriores do instrumento com
uma compressa de algoddo embebida na solugéo desinfetante.

4. Certifigue-se de que é efetuado o mesmo procedimento de desinfe¢do com o
transportador de placas.

5. Repita o procedimento de desinfecdo em todos os acessorios removidos ou
devolvidos.

6. Depois de realizado o procedimento de desinfecdo, certifique-se de que o
certificado de desinfecéo € preenchido.

7. Preencha um certificado de seguranca e cole-o0 no exterior da caixa para que
fique bem visivel.

Consulte 7.4.3 Certificado de seguranca para obter um exemplo do certificado de
seguranca, que tem de ser preenchido antes de o instrumento ser devolvido ao
centro de assisténcia técnica para manuteng&o ou reparacao.

7.4.3 Certificado de seguranca

Para assegurar a seguranca e garantir a satde dos operadores, pedimos aos
nossos clientes que preencham duas copias do Certificado de seguranca
(fornecido juntamente com o instrumento) e que afixem uma copia na parte
superior da embalagem na qual o instrumento € devolvido (visivel a partir do
exterior da embalagem de expedi¢ao!) e juntem a outra copia aos documentos
de expedicéo, antes de enviar o instrumento para o centro de assisténcia para
manuten¢ao ou reparacao.

O instrumento tem de ser descontaminado e desinfetado por parte da autoridade
de funcionamento antes da expedicdo (ver 7.4.2 Procedimento de desinfecao).

O processo de descontaminacéo e de desinfecéo tem de ser efetuado num local
com boa ventilagdo por pessoal autorizado e qualificado com luvas descartaveis
sem po, oculos e vestuario de protecao.

O procedimento de descontaminacao e de desinfecdo deve ser realizado de
acordo com os regulamentos nacionais, regionais e locais.

Se nao for fornecido um Certificado de seguranca, o instrumento pode néo ser
aceite pelo centro de assisténcia técnica.

Se necessério, 0 seu centro local de assisténcia da Tecan pode enviar-lhe uma
nova cépia do Certificado de seguranca.
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7.4.4 Eliminacéo

Siga os procedimentos laboratoriais para a eliminagdo de residuos
biologicamente perigosos, de acordo com os regulamentos nacionais e locais.

Assim, obterd instru¢des sobre como eliminar legalmente os residuos que se
acumulam no instrumento.

PRECAUCAO
RESPEITE TODOS OS REGULAMENTOS AMBIENTAIS ESTATAIS E
LOCAIS.

ATENCAO
DIRETIVA 2002/96/CE RELATIVA A RESIDUOS DE EQUIPAMENTOS
ELETRICOS E ELETRONICOS (REEE)

IMPACTOS AMBIENTAIS NEGATIVOS ASSOCIADOS AO
4 TRATAMENTO DE RESIDUOS DE EQUIPAMENTOS ELETRICOS E
ELETRONICOS.

e NAO TRATE O EQUIPAMENTO ELETRICO E ELETRONICO COMO
RESIDUOS URBANOS INDIFERENCIADOS.

e SEPARE OS RESIDUOS DE EQUIPAMENTOS ELETRICOS E
ELETRONICOS.

7.4.5 Eliminac&o do material de embalagem

Segundo a Diretiva 94/62/CE relativa a embalagens e residuos de embalagens,
o fabricante é responsavel pela eliminacao do material de embalagem.

Devolugdo do material de embalagem

Se néo pretender ficar com o material de embalagem para utiliza¢des futuras, p.
ex., para fins de transporte e armazenamento, devolva a embalagem do produto,
as pecas sobressalentes e as opgdes ao fabricante através do técnico de
reparacoes local.

7.4.6 Eliminagcdo do material de servigo

AVISO

PODEM SER ASSOCIADOS RISCOS BIOLOGICOS AOS RESIDUOS
(MICROPLACA) DE PROCESSOS EXECUTADOS NO INSTRUMENTO.

TRATE A MICROPLACA USADA, OUTROS DESCARTAVEIS E
TODAS AS SUBSTANCIAS UTILIZADAS DE ACORDO COM OS
PRINCIPIOS DE BOAS PRATICAS DE LABORATORIO.

INFORME-SE SOBRE OS PONTOS DE RECOLHA APROPRIADOS E
OS METODOS DE ELIMINACAO APROVADOS NO SEU PAIS,
ESTADO OU REGIAO.
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71.4.7 Eliminacdo do instrumento

Contacte o seu representante local de assisténcia da Tecan, antes de eliminar o

instrumento.
PRECAUCAO
DESINFETE SEMPRE O INSTRUMENTO ANTES DA SUA
ELIMINACAO.
Grau de poluicdo 2 (IEC/EN 61010-1)
Método de eliminacéo Residuos contaminados
AVISO

DEPENDENDO DAS A:PLICA(;()ES, ALGUMAS PARTES DO
INSTRUMENTO PODERAO TER ENTRADO EM CONTACTO COM
MATERIAIS BIOLOGICAMENTE PERIGOSOS.

e CERTIFIQUE-SE DE QUE TRATA ESTE MATERIAL DE ACORDO
COM OS REGULAMENTOS E AS NORMAS DE SEGURANCA
APLICAVEIS.

o DESCONTAMINE SEMPRE TODAS AS PECAS ANTES DA
ELIMINACAO (OU SEJA, LIMPE E DESINFETE).
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8. Resolucéo de problemas

8.

Resolucéo de problemas

Erro # | Texto do erro Descricédo

1 Command is not valid Erro ndo especifico no instrumento - protocolo de
(Comando invalido) comunicacao do computador. Reporte este erro ao

seu centro local de assisténcia da Tecan.

2 Parameter out of range Erro ndo especifico no instrumento - protocolo de
(Parémetro fora dos limites) comunicacdo do computador. Reporte este erro ao

seu centro local de assisténcia da Tecan.

3 Wrong number of parameters Erro ndo especifico no instrumento - protocolo de
(NUumero errado de parametros) comunicacdo do computador. Reporte este erro ao

seu centro local de assisténcia da Tecan.

4 Invalid parameter Erro ndo especifico no instrumento - protocolo de
(Parametro invalido) comunicacao do computador. Reporte este erro ao

seu centro local de assisténcia da Tecan.

5 Invalid Parameter at pos Erro ndo especifico no instrumento - protocolo de
(Parametro invalido na pos.) comunicacdo do computador. Reporte este erro ao

seu centro local de assisténcia da Tecan.

6 [prefix] is missing Erro ndo especifico no instrumento - protocolo de
([prefixo] em falta) comunicac¢do do computador. Reporte este erro ao

seu centro local de assisténcia da Tecan.

7 RS485 Timeout at module [module Erro interno de comunicacao nao especifico.
descr] Reporte este erro ao seu centro local de assisténcia
(RS485 Tempo limite no médulo [descr. | da Tecan.
do médulo])

8 Invalid module number [Nr] Erro ndo especifico no instrumento - protocolo de
(Numero de médulo invalido [N.9]) comunicacdo do computador. Reporte este erro ao

seu centro local de assisténcia da Tecan.

9 Binary Transfer command: [cmd] at Erro interno de comunicacéo ndo especifico.
module [n] Reporte este erro ao seu centro local de assisténcia
(Comando de transferéncia binario: da Tecan.

[cmd] no mddulo [n])

10 Error at command [cmd] at module [n] | Erro interno de comunicagéo néo especifico.

(Erro no comando [cmd] no médulo [n]) | Reporte este erro ao seu centro local de assisténcia
da Tecan.

11 LID open As tampas do transportador de placas ou do
(TAMPA aberta) tabuleiro do filtro estavam abertas durante uma

medi¢&o ou o instrumento foi utilizado num ambiente
muito claro (>> 500 LUX). Verifique se a tampa se
fecha completamente ou se o ambiente estava
demasiado claro.

12 LUMI FIBER broken Falha de hardware do mddulo de luminescéncia.
(FIBRA LUMI partida) Reporte este erro ao seu centro local de assisténcia

da Tecan.

13 Z Motor out of Safety-Range Erro ndo especifico no instrumento - protocolo de
(Motor Z fora da faixa de seguranca) comunicacao do computador. Reporte este erro ao

seu centro local de assisténcia da Tecan.

14 Filter is not defined Erro ndo especifico no instrumento - protocolo de
(Filtro ndo definido) comunicacdo do computador. Reporte este erro ao

seu centro local de assisténcia da Tecan.
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Erro# | Texto do erro Descricédo

15 X drive init error Falha de hardware do médulo de transporte de
(Erro de inic. da unidade X) placas. Reporte este erro ao seu centro local de

assisténcia da Tecan.

16 Y drive init error Falha de hardware do moédulo de transporte de
(Erro de inic. da unidade Y) placas. Reporte este erro ao seu centro local de

assisténcia da Tecan.

17 Z drive init error Falha de hardware do médulo da unidade Z. Reporte
(Erro de inic. da unidade 2) este erro ao seu centro local de assisténcia da

Tecan.

18 Injector A not available Falha de hardware do injetor A. Reporte este erro ao
(Injetor A indisponivel) seu centro local de assisténcia da Tecan.

19 Injector B not available Falha de hardware do injetor B. Reporte este erro ao
(Injetor B indisponivel) seu centro local de assisténcia da Tecan.

20 Injector Init Error: Falha de hardware do médulo de injetores. Reporte
(Erro Inic Filtro:) este erro ao seu centro local de assisténcia da

Tecan.

21 Invalid Command: [cmd] Erro interno de comunicagdo ndo especifico.
(Comando invalido: [cmd]) Reporte este erro ao seu centro local de assisténcia

da Tecan.

22 Invalid Operand: [cmd] Erro interno de comunicacao nao especifico.
(Operando invalido: [cmd]) Reporte este erro ao seu centro local de

assisténcia da Tecan.

23 Invalid Command Sequence: [cmd] Erro interno de comunicacgéo nao especifico.
(Sequéncia de comando invalida: Reporte este erro ao seu centro local de
[emd]) assisténcia da Tecan.

24 N/A N/A

25 Injector not init.: [cmd] Erro interno de comunicagédo néo especifico.

(Injetor ndo inic.: [cmd]) Reporte este erro ao seu centro local de assisténcia
da Tecan.

26 Plunger Overload: Erro interno de comunicacgéo nao especifico.
(Sobrecarga do émbolo:) Reporte este erro ao seu centro local de

assisténcia da Tecan.

27 Valve Overload: Erro interno de comunicacao nao especifico.
(Sobrecarga da vélvula:) Reporte este erro ao seu centro local de

assisténcia da Tecan.

28 Plunger Move not allowed: Erro interno de comunicagéo néo especifico.
(Movimento do émbolo ndo autorizado:) | Reporte este erro ao seu centro local de

assisténcia da Tecan.

29 Command Overflow Erro interno de comunicacgéo nao especifico.
(Comando Excesso de fluxo) Reporte este erro ao seu centro local de

assisténcia da Tecan.

30 Prepare: [s]: Gain:[g], Counts: [cts] Falha de hardware ndo especifica. Reporte este erro
(Preparacdo: [s]: Ganho: [g], ao seu centro local de assisténcia da Tecan.
Contagens:[cts])

31 [ERR] at module [mod] (cmd:[cmd]) Falha de hardware nao especifica. Reporte este
([ERR] no médulo [mod] (cmd:[cmd])) erro ao seu centro local de assisténcia da Tecan.
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Erro# | Texto do erro Descricédo

32 MTP is in Out-Position Erro ndo especifico no instrumento - protocolo de
(MTP na posicéo para fora) comunicacdo do computador. Reporte este erro ao

seu centro local de assisténcia da Tecan.

33 [val] ... not set at (Ratiolabel [n]) Erro ndo especifico no instrumento - protocolo de
([val] ... ndo definido em (marca de comunicacao do computador. Reporte este erro ao
relacao [n])) seu centro local de assisténcia da Tecan.

34 Injectors are not enabled Erro ndo especifico no instrumento - protocolo de
(Injetores néo ativados) comunicac¢do do computador. Reporte este erro ao

seu centro local de assisténcia da Tecan.

35 Invalid Parameter Length (max: [n] char = Erro ndo especifico no instrumento - protocolo de
allowed) comunicacao do computador. Reporte este erro ao
(Comprimento de parédmetro invalido seu centro local de assisténcia da Tecan.

(max.: [n] car. autorizados))

36 Checksum Error Erro de comunicacédo na interface USB. Reporte
(Erro da soma de verificacao) este erro ao seu centro local de assisténcia.

37 Init Error at module [mod#] Falha de hardware ndo especifica. Reporte este erro
(Erro de inic. no mddulo [mod#]) ao seu centro local de assisténcia da Tecan.

38 Instrument Initialization Error Falha de hardware néo especifica. Reporte este
(Erro de inic. do instrumento) erro ao seu centro local de assisténcia da Tecan.

39 Injector A Communication Timeout Erro de comunicagéo na interface do injetor. Reporte
(Tempo limite de comunicacgéo do este erro ao seu centro local de assisténcia.
injetor A)

40 Injector B Communication Timeout Erro de comunicagdo na interface do injetor.
(Tempo limite de comunicacao do Reporte este erro ao seu centro local de
injetor B) assisténcia.

41 Prime Wash Error Os injetores ainda estao a expurgar ou a lavar.

(Erro de expurgagéo ou de lavagem) Aguarde até o processo de expurgacgédo ou de
lavagem estar concluido.

42 Instrument is locked O instrumento é bloqueado apds um problema grave
(Instrumento bloqueado) de hardware. Para o desbloquear, é necessario

reinicia-lo. Reporte este erro ao seu centro local de
assisténcia.

43 Prepare: [channel]: Wavelength: Falha de hardware nédo especifica. Reporte este erro
[lambda] Gain: [g], Counts: [cts] ao seu centro local de assisténcia da Tecan.
(Preparacdo: [canal]: Comprimento de
onda: [lambda] Ganho: [g],

Contagens:[cts])

44 Steploss Error Falha do atuador. Reporte este erro ao seu centro
(Erro de perda de fase) local de assisténcia da Tecan.

45 Sync Scan: Number of EX-Steps does  Erro ndo especifico no instrumento - protocolo de
not match EM-Steps comunicacao do computador. Reporte este erro ao
(Digit. sinc.: o nimero de fases de EX | seu centro local de assisténcia da Tecan.
nao corresponde as fases de EM)

46 Handshake timeout at module Falha de hardware ndo especifica. Reporte este erro
(Tempo limite de agitagdo manual no ao seu centro local de assisténcia da Tecan.
maodulo)

47 Motor Timeout Falha de hardware n&o especifica. Reporte este
(Tempo limite do motor) erro ao seu centro local de assisténcia da Tecan.
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Erro# Texto do erro

Descricédo

48

49

[Value] is not in defined a Range
([valor] fora do intervalo definido)

Sensor is broken
Sensor danificado

Falha de hardware n&o especifica. Reporte este
erro ao seu centro local de assisténcia da Tecan.

Falha do sensor. Reporte este erro ao seu centro
local de assisténcia da Tecan.
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Centros de assisténcia da Tecan

Se tiver alguma dlvida ou necessitar de apoio técnico para o seu produto Tecan,
contacte o centro local de assisténcia da Tecan. Visite http://www.tecan.com/
para as informagfes de contacto.

Antes de contactar a Tecan, prepare as seguintes informacgdes para Ihe
podermos dar o melhor apoio técnico possivel (consultar a placa de
caracteristicas):

e Nome do modelo do seu produto

e  Numero de série (SN) do seu produto

e  Software e versao do software (se aplicavel)

e Descricdo do problema e pessoa de contacto

e Data e hora da ocorréncia do problema

e Medidas ja tomadas para resolver o problema

e As suas informacdes de contacto
(numero de telefone e de fax, endereco de correio eletrénico, etc.)
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TECAN AUSTRIA GMBH, Untersbergstr. 1A, A-5082 Grédig, Austria
T +43 62 46 89 330, F +43 62 46 72 770, office.austria@tecan.com, www.tecan.com ®

Declaration of Conformity

We, TECAN Austria GmbH herewith declare under our sole responsibility that the product identified as:

Product Type: Microplate Absorbance Reader
Model Designation: INFINITE 200 PRO
Article Number(s): 30050303

Address:  Tecan Austria GmbH
Untersbergstr. 1A
A-5082 Grodig, Austria

is in conformity with the provisions of the following European Directive(s) when installed in accordance
with the installation instructions contained in the product documentation:

e EMC Directive
e Machinery Directive
¢ ROHS Directive

is in conformity with the relevant U.K. legislation for UKCA-marking when installed in accordance with the
installation instructions contained in the product documentation:

¢ Electromagnetic Compatibility (EMC) Regulations

¢ Supply of Machinery (Safety) Regulations

¢ The Restriction of the Use of Certain Hazardous Substances in
Electrical and Electronic Equipment Regulations

The current applicable versions of the directives and regulations as well as the list of applied standards
which were taken in consideration can be found in separate CE & UK declarations of conformity.

These Instructions for Use and the included Declaration of Conformity are valid for all
INFINITE 200 PRO instruments with the article numbers listed above. The model designation
varies depending on the specific model with different article number.
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