ORIENTACOES RAPIDAS P/ PARA MANUSEIO APARELHO STEP ONE

INSERGAO DA PLACA

1- Ainda usando luvas, abrir o compartimento frontal do aparelho e inserir a placa
2- Fechar o compartimento e desprezar as luvas

LIGANDO O APARELHO

1- Ligar o nobreak na tomada (110V) e acionar o bot3o liga/desliga frontal com um
duplo clique;

2- Ligar o aparelho na chave liga/desliga localizada na parte traseira e aguardar o
bootingsetup (iniciacdo).

3- Ligar o computador. A senha para acesso é a mesma do usuario (INSTR-ADM).

CONFIGURANDO A REAGAO

1- Abrir o software StepOne e na tela de login clicar na opg¢ao “LOGIN AS GUEST”
2- Na tela inicial do programa, clicar em setup template (template é uma
configuracdo pré-definida do experimento).
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3- Na janela que serd aberta, localizar o arquivo covid 19 sc. (D:\Applied
Biosystems\StepOne Software v2.3\config\templates). Clicar em open.

4- Clicar em Experiments Properties (lado superior esquerdo da tela).

5- Nomear o experimento seguindo o seguinte padrao: Data no formato americano
e o numero da placa identificado no mapa (aaaaddmmplaca01) — tudo junto.
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Experiment Properties

a Enter an experimejgt name, select the instrument type, select the type of experiment to set up, then select materials and methods for the PCR reactions and instrument run.

How do you want to identify this experiment?

* Experiment Name: | 20200804 Placa0001
Barcode (Optional):

User Name (Optional):

Comments (Optional): ‘ 7

Which instrument are you using to run the experiment?

[ StepOnePlus™ Instrument (96 Wells) J \

+ StepOne™ Instrument (48 Wells)

Set up, run, and analyze an experiment using a 3-color, 48-well system.

What type of experiment do you want to set up?

[  Quantitation - Standard Curve {

Quantitation - Comparative C1 (AACT) ]

Quantitation - Relative Standard Curve ] [
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Exemplo de identificagao do arquivo do procedimento realizado no dia 08/04/2020

Placa 1l

6- CONFERIR as configuragdes do equipamento utilizado:
9.1 Placa com 48 ou 96 pocos (dependendo do equipamento a ser utilizado)
9.2 Tipo de experimento (QUANTITATION - STANDARD CURVE)
9.3 Tipo de reagentes usados para deteccdo ( TagMan® Reagents)
9.4 Tempo de corrida (Standard ~2 horas)
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Reagents: TagMan® Reagenis
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Experiment Properties

Set up, run, and analyze an experiment using a 3-color, 48-well system.

J |
J

[ StepOnePlus™ Instrument (96 Wells)  StepOne™ Instrument (48 Wells)

[  Quantitation - Standard Curve [ Quantitation - Relative Standard Curve

) {

Use standards to determine the absolute quantity of target nucleic acid sequence in samples.

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

The PCR reactions contain primers designed to amplify the target sequence and a TagMan® probe designed to detect amplification of the target sequence.

Quantitation - Comparative C1 (AACT) ]

[ Melt Curve Genotyping Presence/Absence J

!  TagMan® Reagents [ SYBR® Green Reagents Other ]

[  Standard (~ 2 hours to complete a run)

Fast (~ 40 minutes to complete a run)

For optimal results with the standard ramp speed, Applied Biosystems recommends using standard reagents for your PCR reactions.
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Exemplo das configura¢des do procedimento



7- Clicar em plate setup no canto esquerdo da tela

8- Na aba “DEFINE TARGETS AND SAMPLES”:

9- Conferir os alvos estabelecidos (N1, N2 e RP)

10- Substituir as nomeacbes de amostra (Sample 1, Sample 2...) pelos cédigos das
amostras do dia.
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G Instructions: Define the targets to quantify and the samples to test in the reaction plate.
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11- Ainda em Plate Setup, clicar na aba “ASSIGN TARGETS AND SAMPLES”

12- Definir, de acordo com o desenho da placa, os alvos (N1, N2 e RP) e os pacientes
(U), bem como controles negativos (N) e positivos (S) correspondentes a cada
poco. Isso deve ser feito clicando no poco e nas caixas de selecdo
correspondentes conforme exemplificado na imagem abaixo:
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13- Conferir se a sonda utilizada como referéncia passiva estd selecionada como
“NONE”
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To set up standards: Click “Define and Set Up Standards.”
o Instructions:  To set up unknowns: Select wells, assign target(s), select "U” (Unknown) as the task for each target assignment, then assign a sample.
To set up negative controls: Select wells, assign target(s), then select "N" (Negative Control) as the task for each target assignment.
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14- Clicar em RUN METHOD e conferir as condi¢des da reacdao conforme protocolo
e imagem abaixo:
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15- Feita a conferéncia, clicar no botdo verde “START RUN”, no canto superior direito
da tela.



