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OBJETO

Este procedimiento tiene por objeto la descripcion de las operaciones
necesarias para la utilizacion del lector de placas multimodo FLUOSstar
Omega.

ALCANCE

El procedimiento descrito se aplica para la realizacién de experimentos con
los siguientes modos de lectura: intensidad de fluorescencia y medicion de
absorbancia mediante filtros.

REFERENCIAS

- Omega series operating manual. BMG Labtech.
- MARS Data Analysis Software manual.

GENERAL

®,

% Descripcion del equipo:

FLUOstar Omega es un lector de microplacas que puede equiparse con
varios modos de deteccion:

e Absorbancia UV/vis: con deteccién basada en espectrémetro o
en filtro.

¢ Intensidad de fluorescencia (incluyendo FRET y TRF).

e Luminiscencia (incluyendo BRET).




Nota: Actualmente, el equipo solo puede utilizarse para medir
fluorescenciay absorbancia basada en filtro.

Filtros

Dispone de 4 filtros de excitacion y 4 de emision instalados de fabrica.
(La seleccion de filtros varia con configuracion del instrumento). La
posicion de los filtros instalados, esta recogida en la tabla de filtros.

Excitation Emission

280-10 320-10
290-10 380-10
450-10 510-10
480-10 520-P

600-10 480-10
_ 355-10 EMPTY



Optica Combinada

La Optica combinada se compone de dos guias de luz para intensidad
de fluorescencia o Iluminiscencia y una fibra de cuarzo para
absorbancia.

e Para mediciones de fluorescencia: la excitacion
entra a través de la guia de luz marcada en L
amarillo y la emision se mide a traves de la guia
de luz marcada en azul.

e Para mediciones de absorbancia: La guia de luz
gris marcada en rojo, excita desde arriba y la
absorbancia se mide a través de la éptica inferior.

MANEJO DEL EQUIPO

- Encendido:

Nota: Se recomienda encender el equipo 10-15 minutos antes de
comenzar el experimento para lograr una sefial estable. Del
mismo modo, apagarlo tras su uso, para evitar que se funda la
lampara.

= Encender el equipo y el ordenador.
= Abrir el software Omega control.

BMG+LFIB|'!CH

= Iniciar sesién con contrasefia o hacer click en Run para iniciar
sesion como usuario.

NOTA IMPORTANTE: NO ACCEDER COMO USUARIO ROOT NI MANIPULAR LOS FILTROS
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Nota:

Unaluz verde constante significa que el
instrumento estad encendido. Una luz

verde intermitente significa que el @)
instrumento  esta ocupado  (por > ”
ejemplo, realizando una medicién, ° -
entrada/salida de placas, cebado, etc.).
Una Iluz verde (5 parpadeos por
segundo) significa que se ha producido ‘
un error. ;

=
- Mediciones:

Para medir una placa, pueden usarse dos modos de medicién:

= Protocolo “Quick start’’: B

La funcién "inicio rapido" puede utilizarse para medir una placa sin
definir un protocolo de ensayo. Utilizando esta funcién, siempre se
mide la placa completa, como un ensayo de punto final.

Después de hacer click en el icono "inicio rapido" aparecera el
siguiente cuadro de dialogo:
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Seleccionar el método de medicion haciendo click en el icono
correspondiente. (So6lo pueden seleccionarse los que estan
implementados en el equipo)

La seleccion de los filtros de excitacion y emisién, asi como el tipo de
microplaca que se va a utilizar, se almacenan de manera
independiente para cada método.

También existe la opcidn de afiadir un identificador de placa.

Después, hacer click en "start measurement”. Se realizara un ajuste
automético de la ganancia en los modos de intensidad de
fluorescencia y absorbancia.

Una vez iniciada la medicién, puede abrir la pantalla “current state”
para ver los valores de medicion.

Nota: Para las mediciones de absorbancia se utilizard un tiempo
de estabilizacion de 0,5 s, para los otros métodos 0,2 s. Las
mediciones de fluorescencia se realizaran utilizando 10 destellos
por pocillo, las mediciones de absorbancia 20 destellos por
pocillo.

= Medicion utilizando protocolos pre-definidos: »

Utilice el método de medicidbn estandar basado en protocolos
predefinidos, si desea medir s6lo una parte de la microplaca, si desea
realizar una medicién cinética, utilizar emision dual / multicromatica, si
necesita inyecciones o agitacion.
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Definicion de protocolos:

Para crear un nuevo protocolo, o para editar uno ya existente:

Hacer click en el icono “Manage protocols”

Hacer doble click en el nombre del protocolo para editarlo, o en

new para crear uno nuevo. Elegir el método de medicion y el
modo de lectura:

o

End point medidas

individuales.

para

Plate mode para cinéticas lentas.
Well mode para cinéticas rapidas.

Well scan para escanear (util si se
utilizan pocillos largos y si las
muestras no estan distribuidas
igual)
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¢ Dentro de la ventana de definicién de protocolo:

(@]

Poner un nombre al protocolo.

Elegir la microplaca que va a ser utilizada.
Elegir entre medida precisa o rapida, dependiendo del

ensayo.

Plate Mode kinetics: escribir el nimero de ciclos (cuantas

veces pasara el lector por la placa)

Well mode kinetics: escribir el nimero de intervalos
(cuéntas veces el lector leera el pocillo),

o Elegir los filtros de excitacién y emision que se desea utilizar.

o Seleccionar la hoja de distribucion e introducir la posicion de las
muestras, blancos y estandares si los hubiese.
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o Si se utilizan estandares y/o dispensadores de reactivo rellenar los
valores en la ventana “concentrations/ volume/ shaking”.

o Hacer click en “check timing”. Proporciona informacion sobre el
menor tiempo de ciclo (“Plate mode”) o de intervalo (“Well mode”)
posible. Estos valores pueden modificarse, introduciendo un valor
mas alto en la hoja “Basic parameters”
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Medicion utilizando protocolos pre-definidos:

= Click en el icono “start measurement”. Semil

= Es posible definir hasta 3 identificadores de placa en la hoja “gain
adjustment /plate IDs”
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e EIl valor requerido deberia ser el 90% para las lecturas
“endpoint”. (dando los valores mas altos alrededor de 260.000
—10% = 234.000).

e Para mediciones de cinética, el valor requerido se encuentra
entre 10-50% (esto es dependiente del aumento de sefial
esperado)

El objetivo de un ajuste de ganancia es optimizar la amplificaciéon de la
sefal para que los resultados tengan la maxima sensibilidad y rango
dinamico. La ganancia suele realizarse en el pocillo que contiene el
estandar con la mayor concentracion de fluoréforo (mayor intensidad).
Esto ajusta la ganancia para que no haya desbordamiento en los
pocillos de mayor intensidad (un desbordamiento significa que las
unidades fluorescentes relativas de un pocillo superan el rango
maximo, por ejemplo 260.000 unidades fluorescentes).

Nota: El ajuste de ganancia para los protocolos del método de
absorbancia se realiza automaticamente como parte de la
medicion, por lo que la opcidén de ajuste de ganancia no existe
cuando se utiliza el método de absorbancia.

= “Start measurement”.



Analisis de resultados

Para ver los resultados durante la lectura, hacer click en el icono “Current
State” (tiene diferentes opciones de visualizacion de datos disponibles).

Para realizar calculos utilizar el software MARS Data Analysis:

Cerrar la ventana “Current State”.

Hacer click en el icono “MARS”.

+

Mars

En la ventana “Manage Test Runs”:

Hacer doble click sobre el nombre del experimento que se desea
analizar.

Analisis de los datos:

Seleccionar los datos para que aparezcan en el area de trabajo
con el arbol de navegacion en el lado izquierdo de la ventana
principal.
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Utilizar el asistente de calculo estandar para realizar un célculo
rapido del ajuste de las curvas, o utilizar los menus de célculo
para definir lo que se desea calcular y visualizar.

Para ver una curva estandar, abrir la ventana “Standard Curve”.
Los calculos se muestran en las siguientes ventanas:
“Microplate view”y “Table View”.

Para eliminar valores extremos, simplemente se ocultan en la
ventana “Microplate view” utilizando la combinacién
“CONTROL+T”.



Para experimentos de cinética (mas de un ciclo o intervalo
medido), escoger los rangos de interés (Calc. Start y Stop), y los
valores de los datos de esos rangos pueden analizarse utilizando
calculos cinéticos.
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ANEXO I: Exportar Resultados

Los datos pueden exportarse a Excel desde las paginas de “Microplate view”
y “Table view” haciendo clic en el boton Excel que aparece en la parte superior
izquierda de la pagina.

Cada hoja de Excel creada, muestra en la parte superior de la pagina la
informacion detallada del experimento.

Si se selecciona mas de un experimento, cada uno de ellos aparecera en una
tabla separada dentro de la hoja Excel.

Si el experimento exportado tiene mas de un ciclo/intervalo, se preguntara si
desea exportar solo el ciclo/intervalo actual o todos. Si decide exportar todos, los
datos de cada ciclo/intervalo apareceran en una nueva hoja.

Si los datos exportados contienen el resultado de un calculo de ajuste estandar,
se creara una segunda hoja en Excel con el parametro de resultado del célculo
de ajuste estandar.

E F H J ¥ L 1
1
3 User; USER Path: C:\Program Files\BMG\Omega\User\Data File Name: 4201 dbs
4 Test Name: FI RHODAMIN KINETIC Date: 2007-02-26 Time: 2:23:49 PM
1D1: Fluorescence Intensity
1D2: Kinetic with Bichrematic
1D3: 4130445
3 Fluorescence (F1), multichromatic
q
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1 1. Layout
12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
13 Al 13 A K14 A K15 A X16 A Xi7 A K18 A X19 A X20 A x21 A X22 A X23 A K23 A
i3 B SLA S1A 514 N A ClA 518 S1B S1C s1C
L C S2 A S2A S2 A N A QA 528 28 S2C S2C
16| D 3 3A S3A N A G A 38 3B §3C $3C
17 E S4 A S48 44 P A 1A S48 S4B 54 C S4C
18 F B A B A B A PA QA BB BB BC BC
19 G B A B A B A PA GA BB BB BC BC
20| H X18 X2 8 X3 8 X4 B X5 B X6 B X7 8 X8 8 X9 8 X10 B 11 B X12 B
)
3 2. Raw Data (485-P, 520-P)
24 1 2 3 B 5 o 7 8 9 10 11 12
Al 7 76 73 79 79 77 71 75 5 79 78 3
B 79 4 76 74 75 73 78 79 74
C 82 2 7 71 n 69 7 77
D n 75 75 78 73 3 75 7 79|
E 5 75 69 77 75 8 7 1
F a0 4 7 75 79 a 80 77
G 7 82 6 "7 " 1 80 77 1
H 75 77 83 77 78 75 79 73 76 71 83
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