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Instructivo de manejo — QuantStudio 3 Real-Time PCR System
(ThermoFisher Scientific)

Elaborado por: VRG, Revisado y aprobado: ISRB. Versién 1 (8-Jun-2024).

El QuantStudio 3 (ThermoFisher Scientific, USA) es un termociclador avanzado utilizado
para la amplificacién y analisis de ADN mediante PCR en tiempo real. Este instructivo
estd disenado para guiar a los investigadores del Laboratorio de Inmunologia y Biologia
Molecular (LIBM) de la Universidad del Tolima en el uso adecuado de este equipo,
asegurando la precision y eficiencia en sus experimentos. Lo descrito en el presente

instructivo aplica para las condiciones del LIBM.

Para los procedimientos de PCR en tiempo real (qPCR), se requerirdn los equipos y

programas que se muestran en la Figura 1.
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Figura 1. Equipos bésicos para el montaje de qPCR. 1. Termociclador QuantStudio 3 (Applied biosystems,
USA). 2. Ordenador (DELL, USA). 3. Uninterruptible Power Supply — UPS (Powest, USA), fuente de
alimentacién ininterrumpida. 4. Software QuantStudio Design and Analysis, instalado en equipo de

computo.

El QuantStudio 3 esta compuesto de varios componentes internos los cuales son claves
para su funcionamiento. Estos componentes incluyen un bloque térmico que proporciona
temperaturas precisas y uniformes para la amplificacion del ADN, un sistema 6ptico de
deteccion de fluorescencia que permite la monitorizacién en tiempo real de la
amplificacion de los fragmentos de ADN, y un software de control que facilita el analisis y
configuracion de los experimentos. Finalmente, otros componentes externos del
termociclador son:



- Qoo o Oo, R .
AN ||!E'§|T T|zogi(; IP T Universidad
=g o° ©000° .
NS Inmunobiologia y Patogénesis U del TO|ImG
. Pantalla tdctil: Para configurar y monitorear los experimentos.
. Puerta del termociclador: Protege el bloque de reaccion.

1
2
3. Bloque de reaccién o bloque térmico: Donde se colocan las muestras.
4. Puertos USB: Para transferir datos y actualizar el software.
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Figura 2. Componentes externos del termociclador. 1. Pantalla tactil. 2. Puerta del termociclador. 3. Bloque

. Conexidn de red: Integracién al ordenador.

de reaccién. 4. Puertos USB. 5. Conexién de red. 6. Botén prendido/apagado.

Encendido del equipo:

Inicialmente nos aseguramos de que el termociclador esté conectado a la UPS, posterior a
esto verificar el cable de conexién de red y de energia en la parte posterior del
termociclador, y el cable de red esté conectado al computador (Figura 3). Debido a la que
disipacion del calor del dispositivo se hace por la parte inferior y posterior del mismo se
sugiere que la base este despejada al menos en una distancia de 10 cm, lo cual permita la
liberacion del calor de manera eficiente. Presionar el botén de encendido que esta ubicado

en la parte de atrds del equipo y posterior a esto encender el computador.

Importante: Encender siempre el termociclador antes que el computador, con el fin de

que este sea reconocido por el software.
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Figura 3. Conexiones. 1. Cable de red. 2. Cable de energia. 3. Posicién de la conexién de los cables en el

termociclador.

Configuracién del experimento:

Para configurar la maquina y establecer el experimento, inicialmente se debe ingresar al
computador. En la pantalla aparecerd un bloqueo el cual se desactiva presionando al mismo

tiempo Ctrl+Alt+Delete, como lo muestra en la pantalla del computador:

Press and hold the power button, and then press
the volume down button to unlock. (Or you can
unlock by pressing Ctrl+Alt+Delete.)

349
Friday, May 17

Figura 4. Entrada de inicio del computador para desbloquear la pantalla.
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Posterior a esto, aparecera el perfil del usuario del computador y pedira la introduccién de

una contrasena, la cual es la misma al nombre del perfil, como se muestra a continuacidn:

INSTR-ADMIN
INSTR-ADMIN|

Caps Lock Is on

Figura 5. Contrasefa para ingresar al dispositivo. Nétese que corresponde al mismo nombre de usuario.

Después de esto, aparecera la pantalla de inicio del computador, en este paso, debemos
dirigirnos al acceso directo al programa el cual aparece como ‘QuantStudio Design &
Analysis Software’, este estd ubicado en el escritorio (Figura 4.), o si no, podemos
dirigirnos al icono de Windows o botén de inicio (esquina inferior izquierda), y dirigirnos
a la carpeta de Applied Biosystems (Imagen 5.)

applied
biosystems \*;

by Thermo Fisher Scientific

N

Figura 6. Icono del software y ubicacién en el escritorio del ordenador.
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INSTR-AD... Amplification LBL2022:10... Roxlo Crestor
lot 185 ..

AmOw

DENVKIV Amplificstion LIBM_ 0072 Intel®
Plot ACTSj... 26.08-2020.., Mumm

Uninstall QuantStudio™

Auslogics

Q) Google Chrome

Figura 7. Ubicacidn del software dentro del entorno de aplicaciones del computador.

Posterior a esto esperamos a que cargue el programa para iniciar la programacion del
experimento:

QuantStudio’ Design & Analysis §

Desktop Software

appliedbiosystems : ’

by Thermo Fisher Scientific

s A SRS L

DIOSYSIEMS . ™

by Thermo Fisher Scientific

Figura 8. Aviso del software posterior a darle clic al icono del programa.
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Cuando estemos en el programa, seleccionamos ‘Create New Experiment’:

S
Fle Edt  Analysis Tools Help

Select an Option

New Experiment Open Existing Experiment

(@ vome

Figura 9. Pantalla inicial del software donde se selecciona la casilla para iniciar la configuracién.

Nota: Si ya se tiene un experimento previamente establecido se da clic en la opcion de
Open con el fin de abrir un experimento que puede servir como plantilla para la

configuracion. El presente instructivo describe los pasos de un experimento inicial.

En la pestana inicial ‘Properties’ seleccionamos las caracteristicas generales del
experimento, como lo es el instrumento, tipo de bloque, quimica a utilizar, tipo de
experimento y finalmente la velocidad del corrido. Inicialmente, no modificamos la casilla
de ‘Name’, la cual debe anotarse el nimero correspondiente al experimento (ej: 094112),
posterior a esto, la casilla de username colocamos las iniciales de nuestro nombre. Se deja

el nombre del instrumento ‘QuantStudio 3 System’, en el tipo de bloque seleccionamos

‘96-Well 0.2 mL Block’:
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9 QuentStudio™ Design & Analysis Software v1.5.1
File  Edit Analysis Tools Help

Properties Method Plate Run Results Export

Experiment Properties

Name 2024-05-16.094112.
Barcode
User name I ]
Instrument type I QuantStudio™ 3 System ] N/
Block type [ 96-Well 0.2-mL Block ] \/
Experiment type Standard Curve v
Chemistry TagMan® Reagents ¥
Run mode Standard n
Standard
Fast

Figura 10. Pestana ‘Properties’ acd se modificara se acuerdo a las necesidades del investigador.

Posteriormente seleccione la fluorescencia que va a utilizar ‘TagMan o SYBRGreen’ y

finalmente en el modo de corrido seleccione ‘Fast’:

£ QuantStudio™ Design & Analysis Software v1.5.1
File  Edit Analysis Tools Help

Properties Method Plate Run Results Export

Experiment Properties

Name 2024-05-16_094112

Barcode

User name

Instrument type QuantStudio™ 3 System v

Block type 96-Well 0.2-mL Block N

Experiment type Standard Curve v

Chemistry lTaqMan@ Reagents ] v

Run mode Standard ﬁ
Standard

Irast ]
Figura 11. Seleccién de quimica a utilizar (SYBRgreen/TagMan) y modo de corrido.
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Modo Standard: Este modo tiene un ciclo de PCR mas largo, generalmente alrededor de
2 horas para un programa tipico. Estd disefiado para obtener resultados con alta precisién
y es ideal para muestras que requieren una amplificacion mds lenta y controlada.

Modo Fast: Este modo reduce significativamente el tiempo de ciclo, generalmente a
menos de 40 minutos para un programa tipico. Esta optimizado para ensayos rdpidos,

permitiendo una mayor eficiencia y rendimiento cuando se necesita un resultado rapido.

En el siguiente paso ‘Method’, realizamos la configuracion de los ciclos, tiempo y
temperatura del experimento, en el cual se ajustard segin las recomendaciones del
fabricante comercial del kit empleado o de las necesidades del investigador. La
programacién se realiza dando doble clic en la casilla a modificar (Temperatura, tiempo,
volumen o ciclos) (Figura 6).

File Edt  Analysis Tools Help

Properties Method Plate Run Results Export

Experiment Method

Volume Cover
l L
Hold Stage PCR Stage Melt Curve Stage
950°C 95.0°C 95.0°C 95.0°C
01:00 2.74°C/s o016 00.01 00.01
1% &
2.12°C/s 274°C/s 212°C/s 0.156°C/s
oo (0]
4°C, 3 00:20
Stepl Stepl Step2 Stepl Step2 Step3 (Dissociation)
2 [ = ]
Legends: m Data Collection On Data Collection Off m Pause On Pause Off ¥ Advanced Sett ngs V VeriFlex

Figura 12. Configuracién del pérfil térmico. 1. Volumen total por cada tubo de 0.2 mL. 2. Numero de
ciclos. 3. Temperatura y tiempo de cada fase.

En la siguiente casilla ‘Plate’, se realiza la configuraciéon de las muestras que se leeran en
el bloque de reaccion. En esta ventana podrd configurar cuantas muestras se leerdn por
corrido, asi mismo si hay diferentes objetivos/targets, y si hay uso o no del colorante

referente pasivo (Figuras 13 y 14). Adicionalmente, se encuentra la opciones de
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configuraciones avanzadas, en el cual podrd modificar el cambio de color para cada
muestra u objetivo (Figura 15).

I

Method Plate

Assign Targets and Samples [# Action v [0 Save v

Quick Setup Advanced Setup <

Well Attributes

weis @6 o

90 Epty

Figura 13. En esta ventana podrd realizar la configuracién de sus muestras en el termociclador. 1. Seleccién
de el numero de muestras a utilizar en el diagrama de 96 pozos. 2. En la casilla Sample y Target seleccione

Target 1 y Sample 1, los cuales deben verse seleccionados con color en el diagrama de 96 pozos para el
ndmero de muestras correspondientes.

Fle  Edt  Amalysis Tods Help
Properties  Method Plate Run Results Expor

Assign Targets and Samples @ Ation v [0 Sew v

Quick Setup Advanced Setup : e
Well Attributes [ q » PR s .
imple Vgl el el Gwgel el | Gemwel ese
= - O O O O O O
0 x I T W W W .
wont v
R x
welC :
Plate Attributes
—
FAM
N
NED
wet M6 o

90 Empty

Figura 14. Seleccién del colorante de referencia pasivo, el cual se selecciona de acuerdo a las necesidades
del investigador.
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Los colorantes de referencia pasivos se utilizan comunmente en reacciones de qPCR para
normalizar la variacién de la sefial de fluorescencia no relacionada con la PCR. La
normalizacién de los datos de qPCR utilizando ROX reduce la influencia de la variabilidad

entre pozos, como la iluminacién desigual, la ligera variacion en la 6ptica y las diferencias
en la cantidad de condensacién.

fle  Edit Analysis Tools Help

Properties  Method Plate Run Results Export

Assign Targets and Samples

[ Action v O S v
Quick Setup Advanced Setup C | ® view | v alQ an =
N
== 1 2 3 4 s 6 7 s B 10 I 12
= Targets Add @ Adtion v | = - T
. I plel  Samplel  Sa i Sampl
v conmens o .
. . A AN A AN i
SYBR None v X
3
<
—  Samples Add [# Action v

Sample Name Comments

W sample1

= Biological Replicate Groups Add

Biological Group Comment ts

welis: M6 Jo

90 Empty

Figura 15. Configuracién avanzada. En esta casilla podemos cambiar el color de las muestras u objetivos si
se desea.

Carga de las muestras:

En el montaje experimental las muestras se pueden insertar en el soporte de 96 tubos
proporcionado por la casa comercial, de igual manera, tener en cuenta la utilizacién de la

bandeja de muestras en el momento del montaje en el bloque de reaccién (Figura 16).
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Figura 16. Materiales para el montaje de las muestras. 1. Soporte de muestras. 2. Bandeja de muestras.
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Posterior a la configuracién del equipo y de realizar el montaje experimental, se procede a
ingresar las muestras al termociclador. Para realizar esto debemos dirigirnos a la pantalla

del termociclador y darle clic al icono de eyeccién del bloque de reaccién (Figura 17).

Set up run

Guest

QuantStudio™ 3 - 96-Well 0.2-mL Block

oad Experiment  Open Template Run Last

Figura 17. Icono de la pantalla inicial para abrir el bloque de reaccién.

Seguido a esto, colocamos la bandeja de muestras en el bloque de reaccion, hay que tener
en cuenta de siempre colocar la placa para evitar evaporacién de las muestras, y asegurar
una distribucién uniforme del calor entre la placa y el bloque térmico, asimismo, nos

permite asegurar un mejor orden de las muestras al momento del montaje (Figura 18).
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Figura 18. Secuencia para el montaje de las muestras dentro del termociclador. 1. Bloque del termociclador.

2. Introduccién de la bandeja de muestras al bloque del termociclador. 3. Insercién de las muestras a la
bandeja de muestras.
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Inicio del corrido:

Después de introducir las muestras en el termociclador, nos dirigimos en al programa en
el computador para dar inicio al corrido. En la pestania ‘Run’, nos apareceran las muestras
seleccionadas con anterioridad y la opcién ‘START RUN’, le damos clic a la flecha hacia
abajo, en el cual aparecerd en c6digo del termociclador. Posterior a esto seleccione START
RUN para iniciar el corrido (Figura 19).

Seguido a esto, el termociclador comenzara a ejecutar el protocolo. Durante este tiempo,
la pantalla mostrard el progreso del ciclo (aprox. 55 min).

Aun Contro [ )

None

Amplfication Plot

Amplification Plot LT N N R )

&

Cycle

Figura 19. Ubicacién del icono START RUN, en el cual aparece el cédigo del termociclador.

Analisis de Resultados

Al finalizar el corrido, el equipo mostrard una notificaciéon del envio de los datos, darle a la
opcion ‘Done’, seguido, extraer la bandeja con las muestras del bloque de reaccién con
cuidado y descartar las muestras en una caneca roja, y guardar la bandeja de muestras.

Por medio del software del QuantStudio 3 se enviaran los resultados, accediendo a graficos
de amplificacidén, curvas de disociacion y datos cuantitativos. Esto se realiza, dando clic en
el icono ‘Analyze’ para el analisis de los resultados obtenidos:
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Figura 20. Resultados obtenidos por el termociclador, en la parte superior se encuentra la casilla ‘Analyze’
para realizar el andlisis de los mismos.

Seguido a esto, en el icono de Plot desplegamos las graficas obtenidas en el experimento:

Properies  Method Plate Run Results Export
Results @ Mtion v | G Saw v

2aWEesRaRT @

® View v X Q =
1 2 3 . s o 7 s s 10 n 2
: 4
Melt Curve Plot i) 1 1 1 1 1 1 1
A | Sample) Semiel Sumplel  Sumpel Samplel Semiel Samsiel Sumpe
seos ‘u-ﬂ-u-_ﬂ-ﬂ-ﬂ-m-
2 2 1 1 1 1 2 2
o |Semsle) Samgiel  Sumplel Sampiel Samsiel Seniel Samsiel Sample
) -
ot
c
£ s
I
2 °
§ s
5 10 s €
oos
— e ————— — == F
0
6,
000 g
“e -0 148 na “o "o " ":
tpmdenty I A A T s T N T N T N TN AN TN T AN T AN
Sampie )
8 Sarp welis: [1] 16 ] o 80 Empty

Figura 21. Resultados obtenidos por el termociclador, en la parte superior se encuentra la casilla ‘Analyze’
para realizar el analisis de los mismos.

Para la descargar de las gréficas, damos clic derecho sobre la imagen y posterior a esto
‘Save as’:
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Properties  Method Plate Run Results Expont [ Analyze |

Results [# Action v O Save v

e poR™e Meit Curve Plot v ® View v

1 2 3 ‘. s 6 7 s 9 10 u 12
Melt Curve Plot 2 1 1 1 1 1 1 1

o | Sempiel Senpiel Sanpiel Samplel Semplel Semplel Sampiel Sanpied
M e (e (Tiees Mo (TMeee e (Tfees

2 2 1 1 1 1 2 2

P O O
s [T [T (it (Moo (Tt (Tfie (Tfie [Tfies

<

Derivative Raperter (<)
g

|
Tempesature (°C |

wets [ 16 o 80 Empty

Figura 22. Almacenamiento de graficas. Cuadro rojo: Casilla ‘Save as’ para el almacenamiento de datos.

Finalizada la descarga de las graficas, continuamos en la pestana ‘Export’, para la descarga
de los datos obtenidos en el experimento, en este caso, no aseguramos que el archivo esté
en formato .xls, revismos la localizaciéon del archivo y lo guardamos en la carpeta

correspondiente del investigador:

Export Auto Export Export Oy Save v

File Name

% v

2 0pen expor

[ proioe |
Figura 23. Casilla ‘Export’. Location: Localizacién en la cual se guardardn los archivos. Export/Save:

Botones para exportar y guardar los datos. Asegurarse que se encuentra en su carpeta de experimentos.

Recuerde que todos los experimentos deben almacenarse en la carpeta del investigador
correspondiente. Ese archivo lo encontraré entrando al icono de ‘INSTR-ADMIN’ (Figura

24), y estardn las carpetas de todos los investigadores del laboratorio (Figura 25).
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Figura 24. Carpeta donde encontrara los experimentos de todos los investigadores.
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> b Network

Flgura 25. Documentos en el cual se encuentran las carpetas de los investigadores. Si crea uno se recomienda

rotularla con sus iniciales.

Finalizado esto damos clic a la opcién guardar, cerramos el software e ingresamos al correo
para el envié de los resultados. Debe tener en cuenta que el computador requiere la
insercién de un adaptador de WiFi USB, la cual le permitira la coneccién a la red de
internet (Figura 26).
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ThermoFisher .'

SCIENTIFIC

Figura 26. Adaptador de WiFi para permitir conexién al computador.
Apagado de los equipos:

Al finalizar el almacenamiento de los experimentos, se debe realizar el apagado de los
equipos. Inicialmente, se vuelve a abrir la puerta del termociclador y se retiraran las
muestras y la bandeja de las muestras. Para el apagado del termociclador, nos dirigimos al
botén de apagado (Figura 2.). Posterior a esto, realizamos el apagado del computador,
para esto, nos dirigimos al icono de windows, y seleccionamos ‘Shut down’:

D

l Dell

G

Google Chrome q Google Chrome

. Intel

J

Closes all apps and turns off the PC.

Shut down

OneDrive Restart

Optional Features n Optional Features

o € B @ o 8 B

Figura 27. Procedimiento de apagado del computador.

Finalmente, debe asegurarse que los equipos estén efectivamente apagados, los cuales

debe colocarle, en el caso del termociclador, la funda, y en el caso del computador,
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debidamente cerrado y desconectado (Figura 28). Cualquier duda no dude en comunicarla
con el director del laboratorio o los asistentes/auxiliares del mismo.

e Al o
Figura 28. Proceso de desconex10n del cable de energia del computador Como se observa en la figura de
la derecha el plug debe quedar desconectado del equipo.



