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1

Introduccion

Uso previsto

El sistema de citometro de flujo Cytek Northern Lights (NL)-CLC esta disefiado para usarse como
dispositivo de diagndstico Unicamente en paises en los que se haya obtenido la aprobacién
reglamentaria de las autoridades reguladoras locales. Esta disefiado para su uso en aplicaciones de
citometria de flujo.

Acerca de este manual

Este manual ofrece informacion sobre el citdbmetro de flujo NL-CLC, la secuencia de trabajo diaria,
las funciones del software SpectroFlo®, el mantenimiento del instrumento y las especificaciones
del citbmetro. También incluye consejos de resolucién de problemas e informacién de mantenimiento.

Seguridad

Simbolos de seguridad

En la tabla siguiente se enumeran los simbolos utilizados en este manual.

Simbolo Significado

Precaucion: peligro o practica insegura que podria ocasionar dafios
materiales, pérdida de datos, lesiones leves o graves o la muerte.

Riesgo de descarga eléctrica

Riesgo bioldgico

Radiacién laser

> B B> >
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Seguridad general

8

Lea integramente todas las instrucciones de seguridad antes de utilizar el equipo. Guarde las
instrucciones en lugar seguro.

Siga todas las instrucciones al utilizar el instrumento.

Si el equipo se utiliza de un modo no especificado por el fabricante, la proteccién que ofrece
el equipo puede verse afectada.

No ponga ningun objeto encima del instrumento.
No bloquee ninguna abertura de ventilacion.

No coloque la unidad cerca de fuentes de calor como radiadores, rejillas de calefaccién, estufas
u otros dispositivos (incluidos los amplificadores) que produzcan calor.

Utilice inicamente los aditamentos/accesorios especificados por el fabricante.

Utilicelo solo con el carro, soporte, tripode, base o mesa especificados por el fabricante
o vendidos con el equipo. Cuando utilice un carro, tenga cuidado al mover el conjunto
de carro y equipo para evitar lesiones por vuelco.

Desenchufe el instrumento cuando no se vaya a utilizar durante periodos prolongados.

Solicite la asistencia del personal de servicio técnico cualificado para cualquier reparacion

0 mantenimiento. Es necesario realizar mantenimiento cuando la unidad haya sufrido alguna
averia, como: si se estropea el cable de alimentacion o el enchufe, sila unidad se cae, si se
derrama liquido sobre la unidad o caen objetos dentro de ella, si la unidad se expone a la lluvia
o la humedad, o si la unidad no funciona correctamente.

No exponga el instrumento a temperaturas fuera del intervalo de 15 a 28 °C.

Las concentraciones de hipoclorito sédico (lejia) superiores al 10 %, asi como otros agentes

limpiadores, pueden dafar el instrumento. Use una solucion de lejia doméstica al 10 % para
limpiar, donde se indique. La solucion de lejia al 10 % se prepara afiadiendo 1 parte de lejia

doméstica a 9 partes de agua desionizada.

B NOTA: La lejia doméstica contiene un 5-7 % de hipoclorito sédico.

Antes de encender el citbmetro, inspeccione ocularmente todos los contenedores. Use el
equipo EPI convencional de laboratorio, como guantes protectores, gafas y bata de laboratorio.

Purgue el filtro del envolvente si hay burbujas de aire visibles en el mismo, o si el reservorio
interno o el contenedor del envolvente estan vacios.

Llene el contenedor del envolvente en la medida necesaria. Nunca utilice agua del grifo como
solucién envolvente. Nunca utilice soluciones envolventes que contengan tensioactivos.

No haga pasar lejia ni detergente a través del filtro del liquido envolvente. Es dificil eliminar las
soluciones de limpieza del filtro del liquido envolvente.

Revise peridodicamente el citdmetro para detectar fugas de liquido o conductos aplastados.
Si se detectan indicios de una fuga, pdngase en contacto con el servicio de asistencia técnica
de Cytek de inmediato. No intente reparar el instrumento.

Al realizar el control de calidad diario, seleccione siempre el niumero del lote actual
de microesferas.
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Seguridad eléctrica

« No ponga liquidos encima del instrumento. Cualquier vertido en las aberturas de ventilacion
podria provocar una descarga eléctrica o una averia del instrumento.

« No utilice este equipo cerca del agua.

ADVERTENCIA: Para reducir el riesgo de incendio o descarga eléctrica, no exponga este
A aparato a la lluvia ni a la humedad.

+ Utilice unicamente el cable de alimentacion especificado por el fabricante. El cable de alimentacidn
de la unidad esta dotado de un enchufe de tres clavijas de 10 A. No quite la clavija de tierra del
enchufe bajo ninguna circunstancia. Asegurese de que el enchufe esta bien enchufado a la toma
de corriente para evitar incendios. Si es necesario cambiar el cable de alimentacion, la seccion
del conductor debe ser al menos de 1,31 mm? (calibre 16 AWG). Esto es para prevenir un
incendio o descarga eléctrica.

« Utilice tnicamente el fusible especificado por el fabricante. El fusible es de 250 V CA, 5 A,
tamano 5 x 20 mm.

« Evite pisar o pinzar el cable de alimentacion, especialmente en el enchufe y en el punto de
salida del equipo. Asegurese de que la toma de corriente esté situada cerca del equipo para
que sea facilmente accesible.

Seguridad biolégica

« Vacie el contenedor de residuos cuando llene el contenedor del envolvente o en la medida
necesaria para evitar fugas. Tenga cuidado de no dafiar el sensor de nivel de liquido del
depdsito de residuos.

« Las muestras biolégicas pueden ser peligrosas o potencialmente mortales. Aténgase a los
procedimientos de manipulacién adecuados para las muestras y los reactivos. Use el equipo
EPI convencional de laboratorio, como guantes protectores, gafas y bata de laboratorio.

« Cualquier superficie del instrumento en contacto con muestras biologicas puede transmitir
enfermedades potencialmente mortales. Adopte las precauciones universales al limpiar
el instrumento o al cambiar piezas.

Seguridad del laser

El citémetro NL-CLC es un producto de laser de clase 1y cumple las normas 21 CFR 1040.10 y 1040.11
del Centro de Dispositivos y Salud Radiolédgica de la FDA de EE. UU., con excepcién de las desviaciones
de conformidad con el aviso de laser n.° 50 de 24 de junio de 2007. El usuario no puede acceder
a ninguna radiacién laser durante el funcionamiento normal del instrumento.

Los laseres se encuentran alojados por completo dentro del instrumento y no necesitan ninguna
seguridad especial para el area de trabajo, excepto cuando se llevan a cabo procedimientos de
mantenimiento. Solamente el personal de servicio técnico de Cytek lleva a cabo dichos procedimientos.

o del blindaje del laser podrian ocasionar la exposicién a radiacion laser peligrosa.
Para evitar lesiones en la piel y los 0jos, no retire las cubiertas de los componentes
opticos ni el blindaje del Iaser ni intente el mantenimiento del instrumento en zonas
donde estén fijadas etiquetas de advertencia de laser.

% PRECAUCION: La modificacién o retirada de las cubiertas de los componentes 6pticos

El uso de controles o ajustes o la realizacion de procedimientos diferentes de los especificados
en este manual del usuario puede ocasionar una exposicion a radiacion peligrosa.
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Para evitar la exposicién a radiacién laser:
« No desconecte ningun mecanismo de seguridad del instrumento.

« No utilice controles, realice ajustes ni lleve a cabo procedimientos diferentes de los
especificados en este manual del usuario.

« No intente realizar procedimientos de mantenimiento de los laseres.

Asistencia técnica

Para obtener asistencia para el instrumento en EE. UU., llame al +1-877-922-9835 (opcién 1).
Fuera de EE. UU., llame al +1-510-657-0102. En Europa, llame al +31207653440.

Envie un correo electronico a Cytek a technicalsupport@cytekbio.com.

Visite nuestro sitio web www.cytekbio.com, para obtener informacion de contacto actualizada.
Cuando contacte con Cytek, tenga disponible la siguiente informacion:

* Numero de serie.

« Cualquier mensaje de error.

+ Datos o capturas de pantalla del funcionamiento reciente del sistema.

« Versién del software SpectroFlo y version del firmware del sistema, que se encuentran
en el modulo de ayuda.

10 | NL-CLC Manual del usuario
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Perspectiva general

Sistema Northern Lights

El sistema Northern Lights consta del citdmetro de flujo NL-CLC y una estacién de trabajo informatica
que ejecuta el software SpectroFlo® CLC para adquisicién y andlisis. También se incluyen microesferas de
control de calidad SpectroFlo®.

El citdmetro es un instrumento compacto de sobremesa refrigerado por aire. Esta equipado con hasta
tres laseres, 38 canales de deteccidn de fluorescenciay tres canales de dispersién (laser azul FSC,
laser azul SSCy laser violeta SSC). Los liquidos envolvente y residual se encuentran en depdsitos
de 4 1, incluidos con el sistema, o en contenedores de 20 I. Los indicadores de software le avisan
cuando el envolvente se esta agotando o los residuos se estan llenando. El sistema fluidico incluye
un reservorio interno para almacenar liquido envolvente, lo que permite llenar el depésito del
envolvente durante el funcionamiento.

Hay disponibles cargadores de muestras opcionales de alta capacidad para automatizar el suministro
y adquisicion de muestras. Los cargadores son compatibles con placas de 96 pocillos. El nuevo
cargador automatico de muestras (ASL) ofrece compatibilidad adicional para placas de 96 pocillos
profundos y gradillas de 40 tubos. Véase “Cargador” en la pagina 127 para obtener mas
informacion.

La estacion de trabajo es un ordenador especifico compatible con USB con pantalla, teclado y ratén.
Ejecuta Microsoft® Windows® 10 Pro con un sistema operativo de 64 bits, que es necesario para
el software SpectroFlo.

Depositos de liquidos Instrumento NL-CLC Estacion de trabajo
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Perspectiva general del citometro

Los laseres de estado sélido transmiten luz a través de una cadmara de flujo donde las particulas en
suspension se enfocan en fila india para su interrogacion por el laser. Los conjuntos de detectores
semiconductores APD exclusivos de alta sensibilidad estan dotadas de hasta 16 canales por laser
para capturar los espectros de emision de colorantes que emiten en el intervalo de longitudes

de onda de 365 a 829 nm. Las sefales de fluorescencia y dispersion resultantes se recogeny se
convierten en sefiales electrénicas. Los circuitos electrénicos integrados convierten estas sefales
en datos digitales que se pueden adquirir y grabar en la estacion de trabajo.

El botén de encendido del citbmetro se encuentra en la parte superior derecha del panel lateral
izquierdo. Cuando el citobmetro esta encendido, el botén de encendido se ilumina.

El panel delantero se abre con bisagras hacia la izquierda para mostrar el sistema fluidico.
La puerta del SIT a la derecha del panel delantero se abre para mostrar el conjunto del tubo
de inyeccién de muestras (SIT). La cubierta superior se abre para mostrar la bancada optica.

Parte delantera del citometro

Cubierta
L] EK
Botodn de encendido & ':?'CYT Puerta del SIT
~—
Panel delantero —
===
==
\ \
Sy e
\ \
===
e e
§ B b‘
PR
Conexion rapida del ~ o
conducto del envolvente - =

Sensor del nivel de residuos
Conexidn rapida del conducto de residuos

—

2 No ponga ningun objeto encima del instrumento.

No ponga liquidos encima del instrumento. El vertido de liquido en el citémetro podria
provocar una descarga eléctrica o averias del instrumento.
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Parte trasera del citometro

Deje 20,0 cm (8 in) entre la parte trasera del citbmetro y la pared para permitir una ventilacion
adecuada sin conducto de aire. Deje 10,0 cm (4 in) con un conducto de aire.

Conexién USB a la estacion de trabajo
Interruptor de alimentacion principal

Cable de alimentacion

Sistema fluidico

Puerto de inyeccion de muestras y tubo de inyeccion de muestras

La muestra, contenida en un tubo convencional de 12 x 75 mm, entra en el citbmetro a través del
tubo de inyeccion de muestras (SIT) que se encuentra dentro del puerto de inyeccién de muestras
(SIP). El tubo de muestra de 12 x 75 mm encaja en su lugar bajo el SIP sin necesidad de un soporte
de retencién adicional. El SIT se extiende desde el SIP durante la adquisicion y se retrae cuando

el citbmetro no esta adquiriendo.

Al utilizar el cargador opcional, se puede utilizar una placa de 96 pocillos, una placa de 96 pocillos
profundos o una gradilla de 40 tubos para el suministro de muestras en lugar de tubos de muestra
individuales de 12 x 75 mm. Véase “Cargador” en la pagina 127 para obtener mas informacion.

SIP

SIT
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Contenedores de liquidos

El citdmetro extrae la solucién envolvente directamente de un contenedor de envolvente de 20 |
o del depdésito del envolvente de 4 | facilitado por Cytek. Expulsa los residuos en un contenedor
vacio de 20 | o en el depdésito de residuos de 4 | facilitado por Cytek.

Los depdsitos de liquidos incluidos se alojan en un receptaculo de sujecion situado en el lado
izquierdo del citbmetro. El depdsito de 4 | con el conducto transparente es para la solucion
envolvente. El depdsito de 4 | con el conducto anaranjado es para los residuos.

Residuos

CYTEK

Envolvente . e

Flujo de liquidos

Los liquidos se impulsan mediante vacio. Un vaso acumulador es la fuente de vacio del sistema.
La solucién envolvente se extrae y se almacena en el reservorio interno del envolvente antes de
pasar a través de un filtro del envolvente, donde se eliminan desechos y contaminantes. Antes de
llegar a la cdmara de flujo, la corriente de envolvente pasa a través de un desgasificador, que elimina
las burbujas de aire. Después de pasar el punto de interrogacién del laser, la combinacion de
soluciéon envolvente y muestra circula al contenedor de residuos.

Los niveles de liquido envolvente y residuos se controlan mediante sensores. El sensor del nivel de
residuos se encuentra debajo de la tapa del depdésito de residuos. El sensor del nivel de envolvente
se encuentra debajo de la tapa del reservorio interno del envolvente. Ambos sensores estan
controlados por el software.
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Acumulador

Conducto
de purga
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TN Desgasi-
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Tubo de muestra

Componentes fluidicos

En la figura siguiente se muestran los componentes fluidicos.
T Vi \
’,' : 1 I i - b1, ‘ R ]
v Saria i " =
| g 1§ \ 2] B 7

U N

En la tabla siguiente se describen los componentes fluidicos.

N.© | Componente Descripcién

1 Bomba del Extrae el envolvente del depdsito del envolvente para llenar
reservorio interno el reservorio interno.

2 Bomba de vacio Mantiene el vacio en el acumulador.
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N.° | Componente Descripcién

3 Reservorio interno | Vaso de almacenamiento del liquido envolvente antes de que
circule al filtro del envolvente.

4 Desgasificador Elimina las burbujas de aire del liquido envolvente.

5 Conexiones rapidas | Conexiones rapidas de entrada de liquido, salida de liquido
del filtro del y venteo del filtro del envolvente.
envolvente (x3)

6 Filtro del envolvente | Filtra los restos y particulas del liquido envolvente.

7 | Acumulador Fuente de vacio para el sistema fluidico.

Optica

A diferencia de los citdmetros de flujo convencionales que dirigen anchos de banda concretos de luz
fluorescente a detectores o tubos fotomultiplicadores (TFM) discretos, Northern Lights utiliza un
conjunto de detectores multicanal de estado sélido y haz estrecho para cada laser. Cada conjunto
se puede configurar con hasta 16 detectores que se utilizan para capturar una parte del espectro de
emisién de cada particula que pasa a través del haz del laser. Se utilizan los canales detectores de
hasta tres ldseres para capturar los espectros de emision completos de cada particula marcada con
fluorescencia. Los algoritmos de deconvolucidn (separacidn) espectral calculan la aportacién de los
espectros de los fluorocromos de referencia individuales a la sefial total recogida.

Para la excitacion, un disefio exclusivo de laser de haz plano permite una distribuciéon constante
de la energia en toda la anchura de la corriente central de muestra.

Médulo detector

APD rojo
— — —
o o o
B B B
Q o3 o8 Médulo detector
o e o APD azul
iy 0 o ©
(=) (65] wn 2
= S = 3
3 3 = s
@
~
1 g
= .
Bloque de prismas 5 Modulo detector
de conformacion APD violeta
del haz
Conjunto de lentes
de enfoque [
N AN Camara Detector
Espejo ‘\ ‘\ tlde ﬂUJO FSC
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Las configuraciones Opticas son las siguientes:

Laser Excitacion Canales de deteccion glgtr:cbtﬁzge los
Violeta 405 nm 16 V1-V16

Azul 488 nm 14 B1-B14

Rojo 640 nm 8 R1-R8

Las longitudes de onda detectadas por cada detector (canal) aumentan a lo largo del conjunto.
Véase la tabla de la pagina 112 para obtener mas datos.

Generalidades del software
El software SpectroFlo® CLC permite adquirir y analizar muestras y ajustar la configuracién del

instrumento. Una vez que inicie sesion en el software, aparecera el menu Get Started (Empezar).

Menu Get Started (Empezar)

El menu Get Started ofrece siete modulos que le permiten realizar diversas funciones. También
se puede acceder a estos siete mdédulos en la esquina superior derecha de la pantalla de cada
modulo.

Get started

Capitulo 2: Perspectiva general |
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En la tabla siguiente se describen las opciones del menu Get Started.

Moédulo

Descripcién

QC & Setup
(CCy configuracién)

El CC diario garantiza que el instrumento se encuentre en condiciones
Optimas para su uso. Ejecute diariamente SpectroFlo QC Beads (Microesferas
de CC SpectroFlo) para evaluar el rendimiento del sistemay ajustar la
configuracion para tener en cuenta la variacion diaria. Los informes de
Levey-Jennings realizan un seguimiento de las tendencias del rendimiento
del sistema. La configuracion le permite crear controles de referencia. Véase
“QC & Setup (CCy configuracion)” en la pagina 29 para obtener informacion.

Acquisition
(Adquisicion)

El médulo Acquisition le permite crear experimentos para adquirir y analizar
datos. Los experimentos se pueden crear a travées de un asistente guiado

o a partir de plantillas previamente guardadas. Véase “Adquisicion” en la
pagina 45 para obtener informacion.

Mdédulo Worklist
(Lista de trabajo)

La lista de trabajo se utiliza para la recogida de datos de muestras por lotes
y la generacién de informes de ensayos. Véase “Lista de trabajo” en la
pagina 115 para obtener informacion.

Extra Tools
(Instrumentos
adicionales)

Aqui, los archivos FCS se pueden deconvolucionar o compensar empleando
filtros virtuales. Véase “Deconvolucion y compensacion” en la pagina 95 para
obtener informacién.

Library (Biblioteca)

La biblioteca le permite almacenar plantillas de experimentos, plantillas

de hojas de trabajo, configuraciones de usuario, marcadores fluorescentes,
informacion de microesferas de CC SpectroFlo, informacion de etiquetas

y palabras clave. Véase “Biblioteca” en la pagina 67 para obtener
informacion.

Preferences
(Preferencias)

Las preferencias de software se pueden cambiar para personalizar el software.
La predeterminacién de tamafios de graficos, fuentes, colores de las ventanas
de adquisicioén, disefios de impresion, la opcién de tabla del cuadro de
estadisticas y muchos mas ajustes se pueden cambiar en Preferences.

Véase “Preferences (Preferencias)” en la pagina 75 para obtener informacion.

Users (Usuarios)

El médulo Users contiene opciones de administracion de usuarios y controles
administrativos. Véase “Usuarios” en la pagina 87 para obtener informacion.

Acerca de los experimentos

El modulo Acquisition (Adquisicion) ofrece las herramientas necesarias para adquirir datos, como los
controles de adquisicion utilizados para iniciar, detener y grabar datos, y los controles del instrumento
utilizados para establecer el umbral y ajustar la ganancia de los detectores. Véase “Presentacion de
experimentos” en la pagina 46 para obtener mas informacion sobre estos controles. Los

experimentos contienen los marcadores fluorescentes y las etiquetas utilizados en el experimento, los

criterios

de paraday los grupos de tubos analizados, que pueden incluir el grupo de control de referencia.
Puede crear grupos para sus muestras, si lo desea, para organizar cdmodamente las muestras
por tipos o por perfiles de tincién, por ejemplo.
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Abrir un experimento

Al hacer clic en Acquisition en el menu Get Started (Empezar), se muestra el menu Acquisition
Experiment (Experimento de adquisicion), a continuacion, lo que le permite abrir un experimento
predeterminado o una plantilla, crear un experimento nuevo o importar un experimento.

Un asistente le guiara a través de los pasos para crear un experimento nuevo.

B NOTA: De forma predeterminada, el menu Acquisition del recuadro izquierdo esta contraido,
y muestra solo los iconos para Experiment, Worksheet, Cytometer (Experimento, Hoja de trabajo,
Citdbmetro). Para expandir el menu y mostrar las etiquetas, haga clic en las flechas (>>) de la parte

inferior del recuadro.

ACQUISItION  eperiment

e
@
O

¥

§ Select an experiment

.
. Mv Experimi

Se pueden crear experimentos con varios métodos diferentes. La tabla siguiente describe las
opciones del menu Acquisition Experiment:

Método

Descripcién

Default
(Predeterminado)

Abre un experimento nuevo con un grupo que contiene un tubo y un
conjunto de etiquetas y marcadores fluorescentes en una plantilla
predeterminada de hoja de trabajo de experimento. El usuario puede
configurar el experimento predeterminado. Es la forma mas rapida de
iniciar la adquisicion de muestras.

New (Nuevo)

Abre el New Experiment Wizard (Asistente para nuevos experimentos) para
guiarle a través de la creacién de un experimento.

Template (Plantilla)

Le permite seleccionar de una lista de plantillas de experimentos
y ensayos guardadas (véase la pagina 20).

Import (Importar)

Importa un archivo ZIP de experimento que se exporto.

My Experiments
(Mis experimentos)

Le permite seleccionar de una lista de experimentos guardados.
NOTA: Los experimentos originales se pueden duplicar sin datos, lo que
equivale a abrir una plantilla de experimento. Haga clic con el botén
derecho del raton en un experimento en My Experiments y seleccione
Duplicate (Duplicar) (con o sin datos).
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Se puede acceder a los experimentos completados a través de la opcién My Experiments en el menu
Acquisition Experiment. Utilice los encabezados de columna para ordenar la lista de experimentos.
Por cada tubo grabado, se guardan dos archivos FCS, uno sin procesar y otro deconvolucionado.
Utilice My Experiments para abrir experimentos que ya haya ejecutado, ya que puede que desee
revisar los datos o adquirir mas muestras. También puede exportar experimentos desde My Experiments
(a continuacion). Se exporta un archivo ZIP, que contiene todos los archivos de datos sin procesar,
en su caso (y archivos deconvolucionados para experimentos deconvolucionados), asi como las
plantillas de hoja de trabajo y la plantilla del experimento.

B My Experiments

¥ Import
Experiment Created By Date Created 1 Date Modified
> [ Experiment 005 Admin August 08, 2018 - 17:00 PM August 08, 2018 - 17
> [ Experiment_ 004 Admin August 08, 2018 - 14:47 PM August 08, 2018 - 14
> [ Experiment_003 Admin August 08, 2018 - 13:31 PM August 08, 2018 - 12
Archivos FCS

Los archivos FCS generados a partir de un experimento se almacenan de forma predeterminada
en la carpeta Export (Exportar) o en la carpeta que usted establezca como predeterminada. Véase
“Preferencias de almacenamiento” en la pagina 84 para obtener informacion. Los experimentos
pueden contener los siguientes tipos de archivos de datos FCS para cada tubo procesado:

+ Solo archivos de datos sin procesar (para muestras adquiridas en un experimento).

* Archivos de datos sin procesar + archivos de datos deconvolucionados (para muestras
adquiridas y deconvolucionadas en tiempo real durante la adquisicion).

+ Solo archivos de datos deconvolucionados (para muestras que se deconvolucionaron después
de la adquisicion).

Plantillas de experimentos

Utilice la opcion Save As (Guardar como) situada encima de la lista (jerarquia) de tubos/grupos del
experimento para guardar el experimento actual como una plantilla, que se puede utilizar después
para realizar experimentos similares. Las plantillas de experimentos incluyen marcadores
fluorescentes utilizados en el experimento, controles de referencia, grupos/tubos, etiquetas,
hojas de trabajo y criterios de parada. Las plantillas se guardan en la biblioteca. Para abrir y utilizar
una plantilla, seleccione Template (Plantilla) en el menu Acquisition Experiment (Experimento de
adquisicion). Véase “Experiment Templates (Plantillas de experimentos)” en la pagina 73 para
obtener mas informacion sobre las plantillas de experimentos.

Experiment_003 =
d B ra P
Save Save As Edit Unmix
F" Tube B Group v Collapse All

v Group_001
3 0  Tube 001
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Acerca de las hojas de trabajo

Las hojas de trabajo se utilizan para visualizar los datos del experimento. Cada experimento
requiere al menos una hoja de trabajo. Una hoja de trabajo le permite ver los datos en graficos
durante la adquisicién, asi como realizar funciones de analisis. Las hojas de trabajo contienen las
herramientas necesarias para crear graficos, ventanas de adquisicion, anotaciones, estadisticas y la
jerarquia de la poblacién. Las hojas de trabajo se guardan con el experimento y se pueden guardar
por separado y volver a utilizar en otros experimentos.

Hay dos tipos de hojas de trabajo disponibles: hojas de trabajo para datos sin procesar y hojas de
trabajo para datos deconvolucionados. Debe seleccionar la hoja de trabajo adecuada para ver el
tipo de datos correspondiente. Al visualizar datos sin procesar, los parametros de los graficos de
una hoja de trabajo para datos sin procesar reflejan los nombres de los canales, por ejemplo, B1-A,
R1-A, V1-A. Al visualizar datos deconvolucionados, los parametros de los graficos de una hoja

de trabajo para datos deconvolucionados reflejan los marcadores fluorescentes, por ejemplo,
PerCP-A.

Abrir una hoja de trabajo

Para seleccionar una hoja de trabajo, haga clic en Worksheet (Hoja de trabajo) en el menu Acquisition
(Adquisicion). Aparece el menu Select a worksheet (Seleccionar una hoja de trabajo), a continuacion.
Puede abrir una nueva hoja de trabajo para datos sin procesar o deconvolucionados. Estas hojas
de trabajo se abren con un solo grafico FSC frente a SSC. Utilice la barra de herramientas de la hoja
de trabajo para agregar graficos y otros elementos. Todas las hojas de trabajo se guardan como
archivos de plantilla (WTML) y se pueden abrir mediante la opcién Open Worksheet Template
(Abrir plantilla de hoja de trabajo). También puede importar hojas de trabajo que se exportaron,
asi como guardar, imprimir y guardar una hoja de trabajo en formato PDF.

ACQUiSitiOn Worksheet

Select a worksheet

| 4=

D D O

P
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En la tabla siguiente se describen las opciones del menu Acquisition Worksheet (Adquisicion - Hoja
de trabajo):

Método Descripcién

Default Raw Abre una hoja de trabajo para datos predeterminados sin procesar
(Predeterminada que se puede utilizar para experimentos en los que se adquiriran
sin procesar) controles de referencia. No sobrescriba esta hoja de trabajo. Utilice

siempre Save As (Guardar como) para guardar esta hoja de trabajo
con un nombre nuevo.

New Raw (Nueva sin Abre una nueva hoja de trabajo para datos sin procesar.

procesar)

New Unmixed (Nueva Abre una nueva hoja de trabajo para datos deconvolucionados.
deconvolucionada)

NXN plots unmixed Utiliza los marcadores fluorescentes seleccionados al configurar
(Graficos NXN el experimento para crear una hoja de trabajo con varios graficos,
deconvolucionados) mostrando cada parametro fluorescente uno frente a otro. Esta hoja

de trabajo le permite buscar posibles errores de deconvolucién
y corregirlos en caso necesario.

Open Worksheet Permite seleccionar de una lista de plantillas de hoja de trabajo
Template (Abrir plantilla | guardadas. Se ofrece una hoja de trabajo predeterminada para datos
de hoja de trabajo) sin procesar y deconvolucionados.

Import (Importar) Importa una plantilla de hoja de trabajo que se exporto.

Save, Save As, Print, Save | Guarda la hoja de trabajo, guarda la hoja con un nombre nuevo,
PDF (Guardar, Guardar | imprime la hoja de trabajo, guarda un PDF de la hoja de trabajo.
como, Imprimir,
Guardar PDF)

Puede tener varias hojas de trabajo abiertas a la vez. La hoja de trabajo activa que se muestra
aparece con una linea azul bajo el nombre de la hoja de trabajo. Dado que puede seleccionar
diferentes hojas de trabajo para diferentes grupos o tubos en un experimento, cada tubo tendra
una hoja de trabajo asociada.

— @ (] 13 ~ v o = e &
ACQUISItEDH Workshwst QC &Setup  Acquisition  Workdist  ExtraTools  Library  Preferences Users  Help  Sign Out
Select a worksheet WORKSHEETS Default Raw Worksheet (0 ) REPORTS | Reparts = | ()
- B3 Defoukt Raw . Blaa@epubeeepg dcWBBBDI B A B A& B

= @ MNewRa All Events ! Al Everts ) ¥
4.0M -1 4.0m-

OJ
=5
B E
H
i 1
S5C-B-A
H

.,
2
: i
F
8

- V- o
]
3§
§
£
H
£
H

...................
P A I T S . LR R R
FSCeA FSC-A (=1

VIOLET LASER |

Bt

22 | NL-CLC Manual del usuario



Cada usuario puede definir una hoja de trabajo predeterminada para datos sin procesar y una hoja
de trabajo predeterminada para datos deconvolucionados. Abra la hoja de trabajo predeterminada
y configurela para su experimento, después seleccione Save As para guardar esta hoja de trabajo
con un nombre nuevo. La hoja de trabajo estara disponible para seleccionar cuando cree un
experimento. Puede utilizar esta hoja de trabajo, abrir una plantilla de hoja de trabajo o crear una
nueva hoja de trabajo.

Todas las hojas de trabajo se guardan en la biblioteca. Véase “Worksheet Templates (Plantillas de
hoja de trabajo)” en la pagina 73 para obtener mas informacién sobre las plantillas de hoja de
trabajo.

Acerca de los informes

El informe es una hoja de presentacion de datos estaticos que puede mostrar los datos de uno
0 mas tubos. Los experimentos se pueden guardar como Assays (Ensayos). Un ensayo debe
contener al menos un informe. Para obtener mas informacién, véase “Crear informes” en la
pagina 63.

7 Color TBNK Assay

Institution: Cytekbio | Assay-TC B | Sample 1D:
Cytoemeter SN; 16858 Cperator. Admn Approve date
Software: SpectroFlo® CLC & 1.0.1 (07142021) Fage: Page 1 OF 1 Status:

NOT{Debris)

Lymphcytes

€04 cFuuar BYS781 A

i GFEEF S020¢ LD
P 1 4582 % Parent 4561
ot 10
bl B <
é 10 Sl g REE
i g
e W4 10 =f
£ g
- o4l
9 “aer +3 i
ChifBes6) R4
Y % Parent. 5251 o
2R3 i % Parent. 5258 e 2 1% Pasent. 5274
w0 0 10 w0 ' W iy
CD6.+56 chluer BYGSTS- A D856 cFuer BYGSTS-A.
Gate % Parent % Grand Parent Count/ul Absolute Count
7C 8_Lymphaytes 1571 1366 56.44 61322
1CB_G03s 6250 083 ] 396,95
7CB_CD3+CD4+ 8441 5284 341 32665
10 B_C03+C08e warr a62 512 5329
TCB_COMEe 4582 1714 1018 10597
7C B_CO{18+561+ 52.58 1967 "es 12160
16 8_C020s 4561 17.06 1014 10548
7C B_CD19+ AND CDIZ0+ 4561 17.06 1014 10548
7C8_CD19+ OR CD20+ 4582 1714 10,15 10597
Signature:
\IREPORT NOT SIGNED
Comments:
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3

Encendido y apagado

Llenado del envolvente y vaciado de los residuos

Las conexiones rapidas codificadas por colores del envolvente y de los residuos y el conector del
sensor del nivel de residuos se encuentran en la esquina inferior izquierda del panel delantero.

Conexioén rapida del conducto del envolvente
Sensor del nivel de residuos

Conexidn rapida del conducto de residuos

NOTA: Recomendamos utilizar los contenedores de 20 | en lugar de los depdsitos de 4 | para
sistemas con cargador.

Llenado del envolvente

Llene el contenedor del envolvente con una solucion envolvente suministrada por el fabricante,
agua MilliQ™, solucién salina tamponada con fosfato (PBS) o agua desionizada (D).

El envolvente se puede extraer del depdsito del envolvente de 4 | suministrado o directamente
de un contenedor de 20 |.

Se puede agregar solucion envolvente al contenedor del envolvente mientras el instrumento esta
funcionando.

para detectar fugas o grietas. Use el equipo protector de laboratorio recomendado,

2 Antes de encender el citobmetro, inspeccione ocularmente todos los contenedores
como guantes protectores, gafas y bata de laboratorio.

solucion envolvente adecuada. Nunca utilice agua del grifo ni solucion envolvente

C Llene el contenedor del envolvente en la medida necesaria. Utilice Unicamente la
a base de tensioactivos.
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Llenado del envolvente en un depésito de envolvente Cytek de 4 1 o en un contenedor de 20 I.

1 Retire la tapa con el conducto fluidico de envolvente del contenedor o la tapa del depésito del
envolvente.

2 Ariada la solucion envolvente adecuada.

3 Vuelva a colocar la tapa con el conducto fluidico o la tapa del depoésito del envolvente. No la
apriete demasiado.

4 Siel citobmetro esta encendido y el software esta conectado, compruebe que el indicador
de envolvente del software esta en verde.

Warm Up Time Left: 00:29:31 0 Sheath 0 Waste 0 Cytometer o Loader

Vaciado de los residuos

Los residuos se pueden expulsar en el depdsito de residuos de 4 | suministrado o directamente
en un contenedor vacio de 20 I.

medida necesaria para evitar fugas. El indicador de software para los residuos estara
en amarillo o rojo cuando haya que vaciar el contenedor. Tenga cuidado de no dafiar
el sensor de nivel de liquido del depdsito de residuos.

2 Vacie el contenedor de residuos cuando llene el contenedor del envolvente o en la

a los procedimientos de manipulacién adecuados para las muestras y los reactivos.
Use el equipo EPI convencional de laboratorio, como guantes protectores, gafas y bata
de laboratorio durante este procedimiento.

'! Las muestras bioldgicas pueden ser peligrosas o potencialmente mortales. Aténgase

Trate siempre el contenido del contenedor de residuos con lejia doméstica (10 % del
volumen total). El contenedor de residuos puede contener material con riesgo bioldgico.

Eliminacién de residuos de un depdsito de residuos Cytek de 4 | o de un contenedor de 20 |.

1 Desconecte la conexién rapida anaranjada del conducto de residuos de la tapa del contenedor
o del depdsito de residuos de 4 |. Desconecte el sensor del nivel de residuos.

El conector del sensor del nivel de residuos para el contenedor esta en la tapa del contenedor.
El conector del sensor del nivel de residuos para el dep6sito de 4 | esta en la parte delantera del
citbmetro.

2 Retire el tapon de residuos del contenedor de residuos o la tapa del depésito de residuos de 4 |,
teniendo cuidado de no dafar el sensor del nivel de liquido.

3 Deseche los residuos de acuerdo con la normativa local.
4 Afada 2 | de lejia sin diluir al contenedor de residuos o 400 ml de lejia al depésito de residuos.

5 Vuelva a colocar el tapdén/la tapa de residuos en el contenedor. Apriete a mano el tapén/la tapa
hasta que esté completamente cerrado/a.
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6 Vuelva a colocar el conducto de residuos y el conducto del sensor del nivel en el tapén/la tapa
y en la parte delantera del citbmetro.

7 Siel citbmetro esta encendido y el software esta conectado, compruebe que el indicador de
residuos del software esta en verde.

Puesta en marcha del sistema

1 Encienda la estacién de trabajo y después encienda el citbmetro.

B NOTA: Aseglrese de que haya un tubo con 1 ml de agua desionizada (DI) cargado en el SIP
antes de iniciar el software SpectroFlo. El tubo es necesario para la calibracién de la profundidad
del SITy para purgar liquido a través de la camara de flujo a fin de eliminar las burbujas que
puedan haberse formado.

2 Inicie el software SpectroFlo e inicie sesion introduciendo su nombre de usuario y contrasefia
y haciendo clic en SIGN IN (Iniciar sesién).

Puede empezar a escribir su nombre de usuario para mostrar una lista de nombres que
empiecen por la letra o letras que escriba.

Comienza el procedimiento de inicializacion del citdmetro. Los conductos fluidicos se purgan
con liquido envolvente para evitar cualquier acumulacion de solucion salina y el sistema calibra
la profundidad del SIT.

3 Seleccione QC & Setup (CCy configuracién) del menu Get started (Empezar).

Get started

& J/AN

Acouisition 5t Extra Tools

4 Compruebe los indicadores de estado en la esquina inferior derecha de la pantalla.

+ Asegurese de que el indicador de Connected (Conectado) muestre una marca de verificacion
verde. Los indicadores pueden tardar unos minutos en actualizarse.

Warm Up Time Left: 00:29:31 Q Sheath Q Waste 0 Cytometer 0 Loader

Si el indicador muestra que el instrumento no esta conectado, compruebe que la conexién
USB entre el citbmetro y la estacidon de trabajo esté enchufada en los puertos adecuados.
Véase “Parte trasera del citobmetro” en la pagina 13.
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+ Asegurese de que los indicadores de estado del envolvente (Sheath) y los residuos (Waste)
estén en verde antes de continuar.

Indicador de - .
liquido Significado Qué hacer
Sheath El depdsito del envolvente esta bajo. | Llene el depdésito del envolvente
(Envolvente) La adquisicion continuara durante (véase “Llenado del envolvente” en
amarillo 5 minutos antes de que se vacie la pagina 25).

el envolvente. Puede rellenar el

envolvente durante este tiempo.
Sheath rojo El deposito del envolvente esta vacio.
Waste El deposito de residuos esta Vacie el dep6sito de residuos
(Residuos) casi lleno. (véase “Vaciado de los residuos” en
amarillo la pagina 26).
Waste rojo El deposito de residuos esta lleno.

5 Espere 30 minutos antes de procesar muestras. Véase “Realizacion de Daily QC” en la pagina 29.
Recomendamos procesar un tubo de agua desionizada durante el periodo de calentamiento.
No puede grabar un archivo hasta que se complete el periodo de calentamiento de 30 minutos.

Acquisition Control

Tube_001: Not Ready - Warming up

> .

B NOTA: Los administradores pueden seleccionar activar la recogida de datos durante el
calentamiento del sistema en Preferences > Cytometer (Preferencias > Citobmetro). Esto sortea las
restricciones impuestas de forma predeterminada durante el calentamiento del instrumento,
como la adquisiciéon de datos y el CC diario.

Apagado del sistema
Ejecute el procedimiento de apagado al final de cada dia que utilice el instrumento.

El procedimiento de apagado enjuaga la camara de flujo y los conductos de muestra con
una solucion de lejia al 10 %, agua desionizada, Contrad 70 al 25-50 % y agua desionizada.
Este procedimiento dura unos 5 minutos. El SIT permanecera extendido desde el SIP al final
del apagado para evitar que el SIT se seque y se obstruya.

Para apagar el sistema:

1 Siga el procedimiento de apagado del sistema fluidico. Véase “Fluidics Shutdown (Apagado del
sistema fluidico)” en la pagina 143.

2 Una vez finalizado el procedimiento de apagado, salga del software SpectroFlo haciendo clic
en la X que hay en la esquina superior derecha de la ventana de la aplicacion.

3 Apague el citbmetro y la estacién de trabajo.
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4

QC & Setup (CC y configuracion)

Daily QC (CC diario)

Ejecute Daily QC utilizando microesferas de CC SpectroFlo antes de adquirir muestras para
asegurarse de que el citbmetro funciona de forma éptima. Daily QC evalla el alineamiento 6ptico
del instrumento y la desviacion del rendimiento del sistema midiendo los rCV y las ganancias
necesarias para colocar las microesferas en los valores diana de cada detector. Durante el CC,

se optimizan los retardos entre laseres y los factores de escala de area, y se ajusta la configuracion
de ganancia para tener en cuenta la variabilidad diaria del instrumento. Una vez finalizado el
Daily QC, se genera un informe de CC. Los informes de CC se pueden revisar en la pestafia

Reports (Informes).

El rendimiento se puede seguir y cartografiar a lo largo del tiempo en la pestafa Levey-Jennings.
El software se puede configurar para que muestre una advertencia si el resultado del CC en

el informe de CC supera los criterios definidos por el usuario. Véase “Intervalos de alarma” en la
pagina 43.

Realizacion de Daily QC

1 Deje pasar 30 minutos después de encender el sistema para permitir que se caliente el
compartimento de Optica.

2 Prepare microesferas de CC SpectroFlo (1 gota de microesferas en 0,3 ml de solucién
envolvente o PBS).

B NOTA: Prepare siempre las microesferas en la misma solucién utilizada para la solucién
envolvente del instrumento. El diluyente de las microesferas y la solucion envolvente del
instrumento deben coincidir. Si utiliza agua desionizada para preparar las microesferas,
estas empezaran a degradarse en pocas horas. No reutilice las microesferas preparadas
en agua desionizada.

Las microesferas de CC SpectroFlo son microesferas de poliestireno de 3 ym tefiidas a fondo
que tienen una sola intensidad de fluorescencia. Se pueden excitar con cada laser y emitir
fluorescencia en todos los canales detectores.
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3 Seleccione QC & Setup (CCy configuracién) del menu Get started (Empezar).

QC & Setup &

R cytometerQc B DailyoC Suert Hate 255 clal Evenis Collectac: 1136 Hapsed Timeitec): 52
Paily O PASSED A
2 § ' k]
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4 Seleccione el lote de microesferas actual en el ment Bead Lot (Lote de microesferas).

Cada vez que abra un nuevo nimero de lote de microesferas de CC SpectroFlo, debe importar
la ID del lote de microesferas a la biblioteca para que sea accesible cuando ejecute el CC.

Los archivos de lotes de microesferas se pueden descargar de la seccién Resources (Recursos)
en http://www.cytekbio.com.

Diferentes lotes de microesferas tienen diferentes intensidades de fluorescencia.
Seleccione siempre el lote de microesferas correcto al realizar el CC diario.

5 Inicie la adquisicion:

* Tubo: cargue un tubo de 12 x 75 mm de microesferas en el SIP. Seleccione Start (Iniciar) para
iniciar la adquisicion.

Daily QC
Daily QC: PASSED

Performed On: June 27, 2017 - 10:15 AM

Bead Lot: 1001 -

>

Start
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« Cargador: asegurese de seleccionar el tipo de placa correcto (de 96 pocillos con fondo en U,
enV, plano, profundos o gradilla de 40 tubos). Haga clic en la placa o el tubo de la gradilla
de tubos para seleccionar el pocillo o el tubo donde se encuentran las microesferas de CC.
El pocillo A1 esta seleccionado por defecto, pero se puede elegir cualquier pocillo. Seleccione
Eject (Expulsar), cargue la placa en la plataforma y después haga clic en Load (Cargar)
seguido de Start (Iniciar) para iniciar la adquisicion.

Daily Qc

Daily QC:  Missing

Performed on

Bead Lot: 2003 ~ Carrier Type: gy 96 U-Bottom -
Select QC well

2 3 4 £ 6 10

A 3

A medida que el instrumento empieza a adquirir las microesferas de CC, aparecen en el grafico
de dispersion. Los retardos entre laseres se configuran inicialmente en 0 y después se van
optimizando. Se realizan mediciones del rendimiento y se comparan con los criterios de apto/
no apto (véase “Criterios de apto/no apto” en la pagina 32).

El procedimiento se completa en unos 3 a 5 minutos. Una vez finalizada la adquisicién, se realizan
automaticamente dos enjuagues del SIT para eliminar las microesferas del conducto de muestra.

El siguiente mensaje aparece cuando el CC diario finaliza de forma satisfactoria. Para ver
el informe de CC, haga clic en View Report (Ver informe; véase “Informe de CC" en la pagina 32).

v Setup Completed

Daily QC has completed and PASSED!
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Sino se supera el CC, retire el tubo o placa oy siga las instrucciones que aparecen. La solucién
recomendada variara en funcion del motivo de la prueba fallida.

/A Daily QC Failed

Daily QC failed to place the QC beads on scale.

Please try the following:

1. Make sure the concentration of your beads sample is appropriate
(between 100 - 1000 events per second).

2. Go to Acquisition to run your beads sample in an experiment and make
sure your sample is appropriate.

3. Remix your beads sample run QC again.

If the problem persists, please contact Cytek Service.

Ya esta listo para ejecutar controles de referencia, en su caso, o para adquirir muestras.

Informe de CC

Al finalizar el CC diario, se genera un informe de CC. El informe comprende las siguientes secciones:

La seccién de cabecera contiene el estado apto/no apto de la secuencia, el nombre del
instrumento, su configuracién, la fecha en que se realiz6 el CC diario, el usuario que lo realizg, el
numero de serie del instrumento, el lote de microesferas de CC SpectroFlo y su fecha de
caducidad.

La seccidén de resultados contiene la ganancia, el cambio de ganancia, la mediana de la
intensidad de fluorescencia de las microesferas de CC, el %rCV y un indicador de apto/no apto
para cada canal detector. La longitud de onda central del detector se muestra entre paréntesis
junto al nombre del detector.

La seccion Laser Settings (Configuracién del laser) contiene los retardos entre laseres para todos
los Idseres no primarios y los factores de escala de area para todos los laseres y para el detector
FSC.

Criterios de apto/no apto

Los criterios de apto/no apto son los siguientes:

El %rCV no debe superar el 6 % para el canal FSC.
El %rCV no debe superar el 8 % para los canales SSCy SSC-B.
El %rCV no debe superar el 6 % para el tercer canal de cada laser (V3, B3y R3).

El porcentaje de cambio de ganancia para todos los canales no debe superar el 100 %
de la ultima secuencia de CC diario realizada por el personal de servicio técnico de Cytek.

Los informes de CC se exportan automaticamente como archivos CSV a la carpeta Setup
(Configuracion; C:\CytekbioExport\Setup). El niUmero de informes que aparecen en la pantalla
Reports (Informes) se puede configurar en Preferences (Preferencias). Véase “Preferencias de
configuracion del CC”" en la pagina 85 para obtener mas informacion.

Se muestra un ejemplo de informe de CC.
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Daily QC Report

Setup Status: PASSED Date: October 28,2017 - 17:03PM
Cytometer Name: MyCyto User: Admin
Configuration: 3-Lasers-V16-B14-R8 Serial Number: RO001
QC Beads
LotID: 1002 Expiration Date: December 31,2019
Laser Detector Gain Gain Change  Median % rCV Status
(nm) (x1000)

Blue FSC 174 -26 1,843.2 257 (V]
Violet SSC 342 9 2,087.8 4.45 (V]
Violet V1 (428) 381 55 202.2 3.96 (V]
Violet V2 (443) 212 19 205.7 3.97 (V]
Violet V3 (458) 201 17 202.5 4.11 (V]
Violet V4 (473) 153 19 2441 3.98 (V]
Violet V5 (508) 197 13 302.0 4.04 (V]
Violet V6 (528) 248 12 2431 4.04 (V]
Violet V7 (549) 233 13 182.7 4.01 (V]
Violet V8 (571) 256 19 1231 3.79 (V]
Violet V9 (594) 251 14 102.5 3.80 (V)
Violet V10 (618) 381 18 91.0 3.78 (V]
Violet V11 (664) 638 46 726 3.73 (V]
Violet V12 (692) 974 59 60.6 3.71 (V]
Violet V13(720) 530 36 315 3.75 (V]
Violet V14 (750) 531 40 21.0 3.88 9
Violet V15 (780) 793 75 10.8 5.96 (V]
Violet V16 (812) 461 35 4.2 7.93 (V]

Blue B1(508) 231 2 14.1 2,62 (V)

Blue B2 (528) 242 -10 38.7 2.03 (V]

Blue B3 (549) 221 -10 94.4 1.63 (V]

Blue B4 (571) 240 -13 134.2 1.66 (V]

Red R7 (783) 895 -9 794 5.85 (V]

Red R8 (812) 326 0 393 6.11 (V]

Laser Settings

Laser Laser Delay Area Scaling Factor
Violet -24.95 1.19

Blue 0.00 1.20

Red 27.50 0.85

FSC Area Scaling Factor: 1.24

Specifications

FSC % rCV: <6 (Recommended)

SSC % rCV: <8 (Recommended)

V3 % rCV: <6 (Recommended)

B3 % rCV: <6 (Recommended)

R3 % rCV: <6 (Recommended)

All Channels % Gain < 100 (Recommended)
Change:
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Controles de referencia

Los controles de referencia, obtenidos procesando muestras de tincion unica y sin tefiir, ofrecen
los espectros de fluorescencia individuales necesarios para deconvolucionar los datos. Se pueden
tefiir tanto microesferas como células para su uso como controles de referencia. Estos controles
se pueden adquirir en el grupo de referencia del experimento durante la adquisicién o como
controles de referencia en el médulo QC & Setup (CC y configuracién). Si se adquieren controles
de referencia en el mdédulo QC & Setup, se almacenan y se pueden utilizar como controles de
referencia para la deconvolucién en experimentos posteriores.

Un asistente le guiara a través de la grabacion de controles de referencia.

Procesar controles de referencia

Para crear controles de referencia tendra que seleccionar los marcadores fluorescentes, elegir
el tipo de control (microesferas o células) y después etiquetar los marcadores fluorescentes
(por ejemplo, utilizando la nomenclatura CD). También puede agregar archivos FCS existentes
al procesar controles de referencia.

Ejecute Daily QC (CC diario) para asegurarse de que el instrumento funciona de forma 6ptima antes
de procesar los controles de referencia.

1 Seleccione Reference Controls (Controles de referencia) en el médulo QC & Setup.

2 Seleccione New Reference Controls (Nuevos controles de referencia) en la pestafia
Reference Controls.

Se abre un asistente que le permite crear nuevos controles de referencia. También puede
agregar archivos FCS existentes.

QC & SE‘tUp Reference Controls

7
i § Update Reference Cantrals Name Label Control Type
Fay y HIC
» PE
&
= e » PerCP
%+ Export » PerCP-Cy55
»  APC
Il__ Ben ark

» Unstained Calibrite

3 Seleccione los marcadores fluorescentes. El recuadro izquierdo muestra los grupos de marcadores
fluorescentes que se encuentran en la biblioteca.

+ Haga clic en la flecha situada a la izquierda del nombre del grupo de marcadores fluorescentes
para ver los marcadores fluorescentes del grupo. (Los grupos de marcadores fluorescentes
predeterminados son Blue Laser, Red Laser, Violet Laser, Fluorescent Proteins 'y Viability Dyes
[Laser azul, Laser rojo, Laser violeta, Proteinas fluorescentes y Colorantes de viabilidad]

y contienen una lista de marcadores fluorescentes comunmente utilizados excitados por
su laser respectivo).
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+ Enlalista ampliada de marcadores fluorescentes, seleccione los marcadores fluorescentes
utilizados en el experimento. Una vez seleccionados, los marcadores fluorescentes aparecen
en el recuadro de seleccion de la derecha. Puede seleccionar marcadores fluorescentes
arrastrando y soltando, haciendo doble clic o utilizando el botén Add (Agregar). Se pueden
elegir varios marcadores a la vez. Confirme los marcadores seleccionados y después haga
clicen Next (Siguiente).

B NOTA: La lista de marcadores fluorescentes se puede modificar en la biblioteca. Puede
utilizar la biblioteca para agregar marcadores fluorescentes que no estén presentes en la lista
predeterminada. Véase “Marcadores fluorescentes” en la pagina 67 para obtener mas
informacion.

2+ (Create Reference Controls

Define Fluorescent Tags Define Cantrols

Library Type to filtsr Selection
v Blue Laser (21

GFP PE

BES15 PerCP

Aless Eluor 488

FITC

¥FP

Alewa Fluor 532

PE

tdTomate

4 Defina el control o controles sin tefiir.

Elija marcadores fluorescentes de tincidon Unica o nuevos, separados y sin tefiir para los tubos
de control. Si utiliza un control que solo tiene una poblacion positiva, necesitara un control sin
teflir del mismo tipo que el tefiido.

Se pueden tefiir y definir como tipos de control tanto microesferas como células. Si selecciona
Use new, separate, unstained tube(s) (Utilizar tubo[s] nuevol[s], separado[s] y sin tefiir), puede
agregar mas tubos sin tefiir, en la medida necesaria. A continuacion seleccione el tubo
especifico sin tefiir en la columna Negative Control (Control negativo) de la tabla Fluorescent
Tags (Marcadores fluorescentes) que aparece a continuacion.
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2+ Create Reference Controls

Define Fiuorescent Tags Define Controls

Define Unstained Contral(s)

O Usze from Single Stained Fluarescent Tag Tubes

@) Use new, separate, unstained tube(s)

Name Contral Type

Negative 1 Beads -

Q Add

Fluorescent Tags

Fluorescent Tag Control Type Label Negative Control
FITC ~ Beads -

PE ~  Beads -

PerCP ~  Beads -

5 Defina el tipo de control (microesferas o células) para cada marcador fluorescente en la tabla
Fluorescent Tags.

6 (Opcional) Introduzca etiquetas asociadas con el marcador fluorescente para su identificacion
y seguimiento.

7 Siprocede, introduzca el nimero o nimeros de lote de los controles de referencia.

B NOTA: Si ha seleccionado Label/Lot Specific Unmixing (Deconvolucién especifica por lotes/
etiquetas) en Acquisition Preferences (Preferencias de adquisicion; véase la pagina 76), el software
buscara en la biblioteca y en los grupos de referencia de experimentos controles de referencia
que tengan el mismo marcador fluorescente, etiqueta e informacion de lote para utilizar el
control correspondiente para la deconvolucién.

Define Unstained Control(s)
O Use frem Single Stained Fluorescent Tag Tubes

® Use new, separate, unstained tube(s)

Name Control Type
Unstained_1 Beads -

Unstained 2 Beads -

o Add X Remove

Fluorescent Tags

Fluorescent Tag Control Type Label Lot
ATC -~ Beads: -
V PE - . Beads -

PerCP = Beads v
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8 Una vez definidos los controles, haga clic en Next (Siguiente).

9 Cargue la muestra de control en el SIP y haga clic en Start (Iniciar) para obtener una vista previa
de los datos de la muestra. Este paso le permite asegurarse de que todas las poblaciones
de todas las muestras de control estan a escala. Si es necesario, ajuste la configuracion
de ganancia.

Se puede ajustar la configuracion de la ganancia para todos los canales de cada médulo
detector de laser. Ajuste el detector mediante la funcion All Channels % (% de todos los canales).
Ajuste el mismo porcentaje para todos los laseres para mantener la firma de los fluorocromos.
Para guardar esta configuracion personalizada, haga clic en el botén Save (Guardar) del panel
Instrument Control (Control del instrumento) y cambie el nombre.

Instrument Control

User Settings: CytekAssaySetting (Cytek)
GAIN THRESHOLD SIGNAL LASERS
F SS( SSC-B
50 50 50
Violet Blue
-4 1 13 13 12
] 9 5 4 3
1 0 0 0 0
0
All Channels %: 0

B NOTA: CytekAssaySetting se generd midiendo la resolucién éptima de linfocitos humanos
tefiidos, con CD8 y CD4 marcados con diferentes fluorocromos. Esta configuracion ofrece
un punto de partida para la mayoria de las aplicaciones de inmunofenotipado.

La pantalla Adjust Settings (Ajustar configuracion) permite ver los datos para garantizar que las
particulas fluorescentes con tincion positiva estén a escala. Ajuste el umbral y las ganancias de
FSCy SSC. La ganancia de FSC se puede ajustar de 1 a 1000. Las ganancias de SSCy del canal
detector se pueden ajustar de 10 a 10 000. Si la poblacién positiva esta fuera de escala para
cualquier canal detector, reduzca el ajuste de ganancia para ese médulo detector y después
reduzca cada laser del instrumento en el mismo porcentaje. Esto conservara la firma del
fluorocromo.

Sila poblacion positiva no esta suficientemente separada de la poblacién negativa dentro de
un canal concreto, verifique que CytekAssaySetting esta seleccionado, ya que esta configuracion
permite una resolucion adecuada. Si la poblacidn positiva todavia no esta claramente separada
de la poblacion negativa, revise la preparacion de la muestra y el procedimiento de tincion.

Una vez confirmados los ajustes de ganancia, los controles sin tefiir y de referencia estaran
listos para la adquisicion.
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B NOTA: Es posible que los marcadores débiles no se separen de la poblacion negativa,
independientemente de cuanto se aumente la ganancia.

r+ (Create Reference Controls

Define Fluorescent Tags Define Controls Adjust Settings Run Controls QC Controfs

+  [bGain Optimization_Tube Event Rate: 1573 Total Events Collected: 21880 Time Elapsed: 13
All Events
Gain_Optimization_Tube : Ready ] g pron
sIT
> - \‘(
304+ 10M
Start SIT Flush wn Flow Coll .
< i
2 2om- . R
User Settings:  *CytekAssaySetting -
P
B swvens 1.0+ 1.0M
Gaati THRESHOLE LASERS
S — T T T T @
FSC SSC SSC-B ° 10M oM oM aom L] 1
FSC-A
125 3 150 2 125
Violet Blue
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10 Obtenga una vista previa de los datos de los controles restantes haciendo clic en Stop (Detener)
y después:

* Modo de tubos: cargando el siguiente control en el SIP y haciendo clic en Start (Inicio).
* Modo de placas: seleccionando el siguiente pocillo de control y hacer clic en Start.

11 Seleccione Next (Siguiente) cuando la configuracién de ganancia sea satisfactoria. Proceda
a procesar los controles.

12 Si esta operando en el modo Tube (Tubo), coloque un tubo de particulas adecuadas de tincién
Unica en el SIP.

13 Haga clic en Record (Grabar) para iniciar la adquisicién.

Asegurese de seguir el orden indicado en el cuadro izquierdo.

Durante la adquisicion se mostrara el grafico espectral para cada control fluorescente.
Los graficos muestran todos los canales a lo largo de todos los laseres en el eje x frente
a la intensidad de fluorescencia media (IFM) del marcador fluorescente.
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14

15
16

Sino se cumplen los criterios de adquisicion en el intervalo de 15 minutos, la secuencia
se detendra.

+ Create Reference Controls

Define Fluorescent Tags  DefineControls  Adjust Settings  Run Controls  QC Controls
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Durante la adquisicion, obtenga informacion espectral moviendo la ventana de adquisicion
poligonal en el grafico de FSC-A frente a SSC-A para incluir la poblacién de interés.

Mantenga pulsada la tecla Ctrl mientras ajusta la ventana de adquisicién para mover las
ventanas de adquisicion poligonales de todos los graficos de dispersion a la vez. La poblacion
seleccionada aparece en el histograma, que se ajusta aproximadamente al maximo canal de
emision del marcador fluorescente que se va a adquirir. El espectro de emisién de la poblacion
se muestra en el grafico espectral.

Ajuste la ventana de adquisicion positiva en el histograma. El software muestra automaticamente
el espectro de emision de las particulas positivas en el grafico espectral. El software SpectroFlo
establece la ventana de adquisicidon predeterminada en el maximo canal de emision o cerca de
él. La ventana de adquisicidn se puede seleccionar manualmente. Lo mejor es fijar la ventana
de adquisicion en la emision mas brillante, ya que esto puede facilitar la distincion de las
poblaciones positivas y negativas y ofrece mejor visualizacién del espectro.

B NOTA: Los resultados de la deconvolucion no se ven afectados por la posicién de la ventana
del intervalo en el grafico espectral.

Reajuste la ventana de adquisicidn positiva o negativa en el histograma, si es necesario.
Continle grabando cada control.
Seleccione Save (Guardar) para guardar los controles de referencia.

Los archivos FCS para los controles de referencia guardados se almacenan de forma
predeterminada en la carpeta Export Setup (Configuracion de exportacién) o en la carpeta que
establezca como predeterminada. Véase “Preferencias de almacenamiento” en la pagina 84
para obtener informacién.
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Establecer controles de referencia como puntos de referencia para el CC de los controles
de referencia

Puede seleccionar controles de referencia para utilizarlos como puntos de referencia para el CC.
Los controles de referencia que seleccione como puntos de referencia le permiten comprobar la
calidad de sus controles de referencia antes de deconvolucionar. Si un control de referencia no
resulta 6ptimo, el punto de referencia indicara si los espectros del control de referencia tienen
el aspecto esperado. Si decide no designar controles de referencia como puntos de referencia,
se utilizaran los controles de referencia que se ejecuten durante QC & Setup (CC y configuracion)
o durante el experimento tal cual, sin una comprobacion de control de calidad.

NOTA: Antes de guardar un control de referencia como punto de referencia, asegurese de que esta
totalmente optimizado.

1 Seleccione Reference Controls (Controles de referencia) en el médulo QC & Setup.

2 Seleccione Benchmark (Punto de referencia) en la pestafia Reference Controls (Controles
de referencia).

QC & Setup Reference Contrals

BT  Cytometer QC U Update Raforarice Cantrols Name Label Control Type D:
Vs Reference Controls » HITC
4 New Reference Controls
» PE
o}
* Import s PercP
*+ Export »  PerCP-Cy3.5

» Unstained Calibrite

3 Seleccione los controles de referencia que seran los puntos de referencia.

Haga clic en All (Todos) para seleccionar todos los controles de la lista.

. Choose Benchmark Controls

Select which benchmark controls

O Al Fluorescent Tag
O FITC (Beads) -
(] PE {Beads) -

4 Haga clic en Save (Guardar).
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Actualizar los controles de referencia

Es posible que desee actualizar los controles de referencia si se produce alguna de las siguientes
situaciones:

+ Serealiza un mantenimiento importante en el instrumento.

+ El fluorocromo presenta signos de inestabilidad que producen cambios en su espectro
de emision.

+ Los protocolos de tincion cambian, por ejemplo, se utilizan diferentes tampones o fijadores.

La pestafia Reference Controls (Controles de referencia) muestra los controles de referencia
guardados en la biblioteca. Haga clic en la flecha situada junto al nombre del control para ver
mas detalles.

Para actualizar controles de referencia

1 Seleccione Update Reference Controls (Actualizar controles de referencia) en la pestafia Reference
Controls del médulo QC & Setup (CCy configuracion).

Se abre un asistente que le permite actualizar los controles de referencia.

QC & SEtUp Reference Controls

% Cytometer G : B Update Refere tr Name Label
¥ a5 Reference Controls

4+ New Reference Controls
m Cytometer

2 Siga los pasos 3 al 11 de “Procesar controles de referencia” en la pagina 34.

Seguimiento de Levey-Jennings

Levey-Jennings realiza un seguimiento de la ganancia y CV de todos los canales detectores y los
retardos entre laseres y los factores de escala de area de cada laser a lo largo del tiempo. Esto le
permite ver el rendimiento del sistema. Seleccione el parametro o parametros que desea seguir.

Los graficos del informe muestran errores aleatorios o desplazamientos y tendencias de los datos
de cada parametro. Se pueden incluir en los informes datos de los ultimos 30 dias, 3 meses
0 12 meses.

1 Seleccione la casilla de verificacion de un parametro para mostrar el grafico de Levey-Jennings.

2 Utilice Save Selection (Guardar seleccién) para guardar la configuracion de seguimiento de LJ.

Capitulo 4: QC & Setup (CCy configuracién) | 41



3 Para exportar datos de Levey-Jennings a un archivo .csv, haga clic en Export Data
(Exportar datos).

Configuracion de la ganancia

R Crtometerac A Levey-Jenings Tracking
O Last 30 days
@ i ® Last 3 months
) Last 12 months O w
Laser/Channel 18 Gain By
3 Vicket = =
» B (] =
» FRed ] =
Laser Laser Delay Area Scaling Factor
Vialet (n} o
Bhio o
Rieel u} =]
FSC As Facts [n]
B s t + t Dat.
@ o
h [
A A

#ac_awn Q s5c_can Q 1508 0un Q v1_guin Q vl
“ P s a0 o
b ™ T : aar
e § M am 1 §
E ol 8t ot ot
el e e e 4
o

- = 5
FELLEF L F8 O

NN - WO T

- a
FLLLEF P LS LEF S

AN - BTN TNHTOIN - IR

FELELF LS

TN - WSO

Vi suin o v uin a a_5um a, V1_n Q v
™ - - - -
= P - - -
' g m 27 550 § o0
ot b bl $mt o
x. P s - w
" e s 2 s
A n e \ 4 9 A b e x A A
FELLEFLT FLLPLEFFS LFFLPEFSS FELLEFFS S84 F
NI - 008 TANINE - A0 TANINE - W08 TN - 0 e
Vio_twn. Q i _gun Q 12 en Q, Va3, gan Q v
- - " " -
pos - " e
k] L ™ L] ,
1.7 : ool 1.2 g ¢ ik
o - - s pos

ar

FLLLL PSS
TN - WHA0E

@

P 7
S A D & » L 4
P oF P o S o o
TAULR0NE - A0 T

“ pot
FELLLFPS LLLLAF S

NI - BTN TAHTIIN - WHIRIE

Vie_gun Q w1_gain Q 82_Gain Q, #3_0ain Q -
- £ i a0 -
" i % = o
e 2o s 1 L]
4 i i E i ; . 1 3
j e ‘! i ! o ! .00 j L}
o " oy uw o
prd . s . - e -
g i e e tiolillied o ‘ Rl S e
FEPLFFPS LELEEFPT FELLEF P LEELLEF P 8L
AR - A0 TN - BG0E TANTNE - W0 TN - GO W
® Sheath A incka B rurnmater B tnader

La cantidad de amplificacion de la sefial aplicada a cada canal detector se puede modular
aumentando o disminuyendo la cantidad de ganancia aplicada. Las ganancias de cada canal
detector se pueden guardar y se denominan colectivamente la configuracién de usuario.

Los ajustes de ganancia del usuario se almacenan como una proporcién frente al CC diario.
Cada vez que se realiza el CC diario, la configuracion de usuario se ajustara en consecuencia.
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Intervalos de alarma

Puede configurar una alarma para que le avise cuando la ganancia y el %rCV superen los criterios
de aceptacion que defina. Esto cambia los valores atipicos (mostrados en rojo) en los graficos L.
Seleccione Alarm Range (Intervalo de alarma) en la pestafa Cytometer QC (CC del citémetro)
y después ajuste el intervalo SD (mas o menos) para detectores individuales para cada laser.

B Cytometer QC A Alarm Renge Parameter
. Reference Controls B s » Gain
o) » Viclet
*  Blue
*  FRed
v %Y

¥ Violet

*  Blue

* FRed
v  Laser Delay
Violet

Red

~ Area Scalina Factor

(]

aC&Setup  Acquisition

Alarm Criteria Min Max
+/- 35D -

+/- 35D , ) )
+/- 35D v

+/-35D v 0 0
+/- 350 - 0.00

+/- 35D .-

+/- 350 > 000

+/- 38D -

+/- 38D -

+/- 38D -

+/- 35D -

+f- 35D - 110
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5
Adquisicion

Datos sin procesar frente a datos deconvolucionados

El software SpectroFlo guarda los datos de citometria de flujo en el formato FCS 3.1. Los datos se
guardan tanto en formato sin procesar como deconvolucionado. Los datos sin procesar contienen
toda la informacién de fluorescencia de cada detector (es decir, V1, V2, V3, etc.). Cada canal detector
se designa por su laser de excitacion y su posicion en el conjunto. Por ejemplo, B3 es el tercer canal
del conjunto de detectores de laser azul.

Los datos deconvolucionados contienen toda la informacién de fluorescencia de cada marcador
fluorescente del experimento. Para deconvolucionar datos se requieren controles con tincién Unica
(o controles de referencia) para cada uno de los marcadores fluorescentes (asi como

un control sin tincion). Durante la deconvolucion se utiliza un algoritmo matematico para

la descomposicién de los componentes fluorescentes de la muestra utilizando los controles

de referencia. Los parametros de los datos deconvolucionados se mostraran como el nombre

del marcador fluorescente junto con sus etiquetas asociadas.

El médulo Acquisition (Adquisicion) ofrece las herramientas que le permiten crear un experimento.
Un experimento es un conjunto de tubos, ajustes del instrumento, criterios de adquisicion

(regla de parada), marcadores fluorescentes, etiquetas y hojas de trabajo disefiados para la
adquisicion de muestras. Véase “Acerca de los experimentos” en la pagina 18.

Se pueden crear experimentos nuevos y guardados o acceder a ellos en la pestafia Experiments
(Experimentos) del modulo Acquisition.

Deconvolucién y compensacion

Los archivos FCS sin procesar se pueden deconvolucionar espectralmente de las siguientes
maneras:

« Grupo de referencia en el experimento: los controles de referencia recopilados como archivos
FCS dentro del experimento se pueden usar para la deconvolucién mediante el asistente
Unmixing (Deconvolucién) del modulo Acquisition.

« Controles de referencia procesados en el médulo QC & Setup (CCy configuracion): los controles
de referencia procesados en el médulo QC & Setup se pueden usar para la deconvolucién
mediante el asistente Unmixing del mddulo Acquisition.

+ Deconvolucién desde el médulo Extra Tools (Herramientas adicionales): los archivos FCS
recopilados de diferentes experimentos se pueden deconvolucionar en el médulo Extra Tools.
Los archivos FCS se pueden importar y deconvolucionar en este modulo.

Los archivos FCS sin procesar también se pueden compensar con el método convencional mediante
la pestafia Virtual Filters (Filtros virtuales) del médulo Extra Tools. Los canales detectores se pueden
agrupar juntos para simular el analisis de los datos como si se hubieran adquirido usando un filtro.
Véase “Virtual Filters (Filtros virtuales)” en la pagina 110 para obtener mas informacion.
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Configuracion de un experimento

Se puede guardar un experimento como una plantilla o crearlo para uso puntual. La configuracion
del experimento en el software SpectroFlo implica:

1 (Opcional) Dar un nombre y una descripcién al experimento. Se ofrece un nombre
predeterminado.

2 Especificar los marcadores fluorescentes utilizados en el experimento.

3 Definir el grupo de referencia con marcadores de referencia, etiquetas y nimeros de lote
asociados, en la medida necesaria.

4 Agregar etiquetas y nimeros de lote a cada uno de los marcadores fluorescentes.

5 Agregar palabras clave personalizadas. Las palabras clave personalizadas se pueden definir
en la biblioteca.

6 Seleccionar una hoja de trabajo de adquisicion, ya sea nueva o una plantilla.

7 Definir criterios de adquisicién (regla de parada basada en eventos, tiempo o volumen).

Perspectiva general del experimento de adquisicién

El médulo Acquisition (Adquisicidn) ofrece los elementos necesarios para recoger datos dentro del
experimento.

Haga clic en el icono Experiment (Experimento) en el recuadro del extremo izquierdo para abrir una
plantilla, el experimento predeterminado o uno nuevo utilizando el asistente.

ACQUISITION  gxperiment

Select an experiment

Presentacion de experimentos

La presentacién de experimentos en el modulo Acquisition incluye los siguientes recuadros.
Para mostrar, ocultar o desacoplar (flotar) estos recuadros del cuadro de experimentos, haga clic
en los iconos correspondientes en la esquina superior derecha del recuadro.

Lista y jerarquia de grupos-tubos

Las muestras se enumeran en la parte superior izquierda de la pantalla. Las muestras se pueden
organizar en grupos. Utilice los iconos (¥) Tube(Tubo)y (¥) Group(Grupo) para agregar tubos

y grupos. Si se procesan desde un Loader (Cargador), haga clic en Add Plate or Rack (Agregar placa
o gradilla) para agregar un nuevo transportador de muestras. Haga clic en Plate View (Vista de
placa) para mostrar una imagen grafica del transportador en lugar de la lista de grupos.
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Haga clic en Save (Guardar) para guardar los cambios en el experimento o haga clic en Save As
(Guardar como) para guardar una plantilla de experimento. Haga clic en Edit (Modificar) para

modificar el experimento. Se pueden aplicar hojas de trabajo al experimento, a grupos o a tubos
individuales.

Modo Tube

Experiment_004

B S ) / /Y %

" Tube B Group ~ Collapse All
v BB Group_001
- [ Tubeoo1

Acquisition Control (Control de adquisicion)

El recuadro Acquisition Control permite iniciar, detener y pausar la adquisicion, grabar datos

y reiniciar los contadores de adquisicion. Los controles de adquisicion se activan cuando hay
un tubo en el SIP. Para mostrar, ocultar o desacoplar (flotar) este recuadro del cuadro de
experimentos, utilice los iconos de acoplar/desacoplar y ocultar de la esquina superior derecha.

Acquisition Control
Tube_001 : Ready @

I b . | S:T @

Flow Rate: Low - @ ul/Min:  0.00

Event Rate: 0 Abort Rate: 0

Threshold Count: 0 @
Time Elapsed: 00:00:00 (HH:MM:55)

Events to Display: 2,000
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En la tabla siguiente se describen los controles del recuadro Acquisition Control.

N.° Control Descripcién
1 Start/Record/Pause/Stop/ Starty Record se activan cuando hay un tubo en el SIP.
Restart (Iniciar/Grabar/ Seleccione Start para iniciar la adquisicion.
Pausar/Detener/Reiniciar) | Seleccione Recordpara grabar datos. Record también puede
iniciar la adquisicion.
Seleccione Pause para pausar la grabacion. Mientras
esta en pausa, puede ajustar el volumen de adquisicion.
Seleccione Record de nuevo para continuar.
Seleccione Stop para detener la adquisicion.
Seleccione Restartpara reiniciar los contadores de adquisicion.
Se actualizan todos los eventos y resultados mostrados.
Stopy Restart se activan una vez que se selecciona Start.
Stopy Pause se activan una vez que se selecciona Record.
2 SIT Flush (Purga del SIT) Seleccione para realizar una SIT Flush.
3 Flow Rate (Volumen de Seleccione Low (Bajo, 15 pl/min), Medium (Medio, 30 pl/min)
adquisicion) o High (Alto, 60 pl/min). Se muestra el volumen exacto.
4 Event Rate, Abort Rate, Muestra los recuentos en tiempo real durante la
Threshold Count, Time Elapsed | adquisicion.
(Tasa de eventos, Tasa de
cancelacion, Recuento
de umbrales, Tiempo
transcurrido)
5 Events to Display (Eventos Introduzca el nUmero de eventos que se mostraran

para mostrar)

durante la adquisicion.

Instrument Control (Control del instrumento)

El recuadro Instrument Control consta de las pestafias Gain, Threshold, Signaly Lasers (Ganancia,
Umbral, Sefial y Laseres) para su uso en el ajuste de la configuracion del instrumento.

User Settings (Configuracion de usuario) le permite seleccionar CytekAssaySetting, Default
(Predeterminado) o cualquier configuracion de usuario guardada para el experimento. Recomendamos
usar CytekAssaySetting como punto de partida. Esta configuracion ofrece la resolucidén éptima para
cada canal, admite sefales brillantes y minimiza la dispersion. Mientras utiliza CytekAssaySetting,
solo tendra que ajustar las ganancias de FSC, SSCy Threshold.
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Instrument Control

User Settings:  CytekAssaySe:

B

GAIN

F&C

299 %

Violet

V1

1,153 5
V5

225 4
V9

259 «
Vi3

491

t’ Save As

tting

HRESHOLD SIGMAL

s8¢ S5C-B

656 2 456 3

Blue Red

W2 V3
406

V6 V7
254 3

V0 V11
561 %

335 -

283 3

548 *

V14 V15

544 3

All Channels %:

844 3

GAIN THRESHOLD SIGMAL LASERS GAIN THRESHOLD SIGNAL LASERS
+  Threshold Operator: O Or ® And Scatter Channels
charinl Threshold @ ;FSC B Area [ Height O Width
; ; Z F
[ pseie Fsc = 100,000 :ESC @ Area [ Height O Width @
5SC-B @ Area M Height Ol Width
@ GAIN THRESHOLD SIGNAL LASERS Fluorescence Channels
Window Extension: 2.00 Laser Area Height Width
Vi ; : E 0
243 = FSC Area Scaling Factor: 0.87 Violet & /] o ve v
Va Blue = = [0 B8 -
224 3 Laser Area Scaling Factor
Red = = O R5 v
Vi2
735 = Violet 119
V6 Blue 0.93 @
322 %
Red 0.89
02
Laser Laser Delay
Violet -24.33
Blue
Red 28.75

En la tabla siguiente se describen las pestafias del recuadro Instrument Control.

Pestaia

Descripcion

Gain

Las ganancias se pueden ajustar para todos los canales detectores para
todos los laseres usando los selectores de ganancia. La ganancia de

FSC se puede ajustar de 1 a 1000. Las ganancias de SSCy del detector

de fluorescencia se pueden ajustar de 10 a 10 000. Para cambiar el valor que
aumenta la ganancia, véase “Preferencias de adquisicion” en la pagina 75.
Utilice el % All Channels (Todos los canales) para aumentar o disminuir todas
las ganancias de un laser seleccionado en el porcentaje que seleccione.

Threshold

Utilice la pestafia Threshold para fijar el parametro de umbral y el valor
minimo del umbral del canal. Se pueden definir varios parametros como
umbral mediante el operador AND (Y) u OR (O). Utilice OR cuando haya al
menos un parametro disponible.

Signal

Utilice la pestafia Signal para seleccionar el area, la altura o la anchura de
cada sefal. El area y la altura se pueden seleccionar para todos los canales.
La anchura solo se puede seleccionar para un canal por laser.

Lasers

Utilice la pestafia Lasers para fijar el factor de escala de area y el retardo
entre laseres. Estos valores se fijan y actualizan automaticamente en todas
las configuraciones de usuario al finalizar el Daily QC (CC diario).

B NOTA: Si procesa células grandes y la configuracién mas baja de ganancia
de FSC no es lo suficientemente baja como para ver las células, reduzca el
factor de escala de area de FSC (por ejemplo, 0,5).
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Hoja de trabajo

La hoja de trabajo permite ver los datos en graficos y crear graficos, estadisticas, jerarquia de la
poblacion y ventanas de adquisicion. Haga clic en el icono de la hoja de trabajo en el recuadro del

extremo izquierdo para seleccionar, importar, guardar e imprimir hojas de trabajo.

*Qbsure 9-11-17

- ] ] /

v [ Group 001
> §  Tubeoot

F Tube B Growp

Acquisition Control

Tube_001

Flow Rate: Low -
Event Rate: 100
Abort Rate: 0

Threshold Count: 464
Time Elapsed:

Events to Display: 2,000

Instrument Control

User Settings:  Default
B save éﬁ Save As
GAIN  THRESHOLD  SIGNAL
FsC s8¢
357 2 426 *
vialet Blue Red
v vz v
422 2 399 2 a7

ul/Min:

00:00:01 (HH:MM:S8)
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v
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Barra de herramientas de la hoja de trabajo

Una barra de herramientas situada en la parte superior del area de la hoja de trabajo permite
deshacer/rehacer, usar el zoom, crear graficos, ventanas de adquisicidn, estadisticas, jerarquia
de la poblacién, anotaciones, y también guardar, imprimir y guardar un PDF de la hoja de trabajo.
Mantenga el cursor sobre un icono para ver una descripcion y un método abreviado de teclado.

Rla Q@ uwdcotcHWBBRD?:I B A

Graficos

Se pueden crear cuatro tipos de graficos en la hoja de trabajo:

« graficos de puntos

« graficos en seudocolor (graficos de densidad)

+ graficos de histograma

« graficos espectrales
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Para cambiar las propiedades de un grafico, haga clic con el boton derecho del ratén en el grafico
y seleccione Properties (Propiedades). Puede seleccionar el tipo de grafico, los parametros, la escala,
el color de fondo y las etiquetas.

Plot Properties
General

Plot Gate:

Plot Type:

Parameters

X Axis Parameter

X Axis Scale

Y Axis Parameter

Y Axis Scale

Layout

Width 300

Tube_001_All Event: =

Pseudocolor Plot  «

FSC-A -

Linear v

SSC-A -

Linear v
Height 300

Ventanas de adquisicién

Density Plot Options

Density Levels: 15
Miscellaneous

Background Color:

[J Include Plate Name

[J Include Group Name

& Include Tube Name

& Include Population Name

[ Include Custom Title

Los tipos de ventanas de adquisicion son los siguientes:

Rectangulo

Elipse
Poligono
Intervalo

Cuadrantes articulados

Cuadrantes escalonados (seleccione y arrastre un controlador de desplazamiento para mover
el segmento de cuadrante hacia arriba o hacia abajo)

Binario
CD19+
INaive B Cefis gD+ Memory B Cells]
10°
< Lg3
B 10y
-3
]
&
s
5 100
a
-
of
DN' - ’ . Memory B Cells|
o 10" 10° 10*

€D27 cFluor RB40-A

/

Haga clic y arrastre el controlador para mover
el segmento de cuadrante hacia arriba
0 hacia abajo.
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Propiedades de las ventanas de adquisicion

Las propiedades de las ventanas de adquisicion se pueden cambiar haciendo clic con el boton
derecho del ratén en la ventana de adquisicion. Puede cambiar el nombre de la ventana de
adquisicion, su colory el grosor de la linea delimitadora de la ventana. También puede seleccionar
si desea mostrar el recuento o el % de eventos parentales dentro de la ventana de adquisicion,
asi como los parametros de la ventana.

Gate Properties

Gate Name: P1

Gate Color: -

O Count [ % Parent

Gate Boundary Line Weight: Normal v
Gate Borderline Color: .

Parameters

X Axis Parameter

Y Axis Parameter

Ventanas de adquisicién booleanas (l6gicas)

Seleccione varias ventanas de adquisiciéon y haga clic con el boton derecho del ratén para abrir
un menu para:

« Formar una interseccién de las ventanas de adquisicion con el operador AND (Y): los eventos
que estén presentes en todas las ventanas seleccionadas forman parte de la poblacién de la
interseccion de las ventanas.

+ Unir las ventanas de adquisicion con el operador OR (O): los eventos que estén presentes al
menos en una de las ventanas de adquisicién forman parte de la poblacion de las ventanas
unidas. Puede asignar un nuevo color para la ventana de adquisicién unida o conservar el color
original (véase “Propiedades de las ventanas de adquisicion” en la pagina 52).

Population Hierarchy
Expéfiment_009-Group_001-Tube_001

Population % Parent * Count

v Wl wEens WA NA
« B - A A
H =~ (2 MR

H =~ Drclete Gate oA
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Estadistica

Para crear un cuadro de estadistica, haga clic en el icono Statistics (Estadistica) de la barra
de herramientas de la hoja de trabajo y después haga clic en el area de la hoja de trabajo.

Blaaeecuwceooermean(@)es Tz 680

Seleccione la casilla de verificacion de poblacion junto a las poblaciones que tienen estadisticas
que mostrar. Para agregar una estadistica, seleccione la estadistica en la lista Statistics Variable
(Variable estadistica).

Seleccione el parametro que desea agregar para la estadistica. Se pueden seleccionar varios
parametros a la vez.

El software ofrece una estadistica de recuentos/pl que se puede calcular para cualquier ventana
de adquisicion.

Para ajustar la precision de las estadisticas, seleccione la posicién decimal en la tabla Decimal Places
(Posiciones decimales). Para eliminar una estadistica, haga clic con el botdn derecho del raton en el
encabezado de la columna y seleccione Delete (Eliminar).

Puede agregar palabras clave a las estadisticas.

@ Create Statistics Table

Statistics Header

Select a Control to View

Available Controls Keyword Select All
» Custom keywords $PAR (]
@  Standard keywords sTor ]
$MODE o
SNEXTDATA (m]
$BYTEORD [m]
$SDATATYPE a
$BEGINDATA a

Una vez que finalice las estadisticas, puede exportarlas como un archivo CSV a la ubicacién que
elija. La salida de estadisticas se puede afiadir o sobrescribir si exporta las estadisticas al mismo
archivo CSV.
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Puede agregar palabras clave a la tabla de estadistica para exportar. Haga clic en la pestafia Header
(Encabezado) de la ventana Create Statistics Table (Crear tabla de estadistica) y seleccione las
palabras clave que desea exportar.

@ Create Statistics Table

Statistics Header

Tithe
Statistics Table 1
Add Statistics
Population Count % Parent % Grand Parent % Total  Count/ul
= Populaticn & Select All Count % Parent @ % Grand Parent W Al Events
5~ Wl Alevens & ) “ & w W Single cells
] v [ Singlecelis £ o o o | W lymphocytes
v W uymphoeytes e ' i o W co3.
= « Il coa- - =l < ¥ B cocozs
C04+CDBs
Statistics Variable Pararmieter Decimal Places r-R3
Median FSC-H Midian [ l_ W coaecne
50 ‘ S5C-H I S0 0 W coiecns
HrCy ‘ S8C-B-H | % ICv =3 Wl co3ecds
Mean B [ B e [ W o
M PE-A, Wax [ W CO{16=56)+
Min = PerCP-Cy5.5-A Min [ az-rz 1
Add Seatistics

Para exportar estadisticas de varios tubos, seleccione un grupo o varios tubos y después haga
clic con el botén derecho del ratdn para seleccionar Batch Analysis (Analisis por lotes). Se pueden
exportar archivos PDF y CSV con datos para varios tubos.

=

Acquisition

ACqUISITION cupermen

§ Immulus_20190910 @ cr-z0c-PeMC-Gates™ (2 Default Raw Worksheet &
a -] . -
® | s s - ke ke HMBILAII BB SE
m § Tube Group v Collapse All
Batch Analysis x
> B FRelerence Group
~ B Samples
Plate List Current Worksheet Immulus_20190910_CT-20C-PEMC-Gates
) B DipemCMC
B D2-PEmC_FMI ~ BB Samples Statistics
B D2-pamc M + B D1-PEMCMC Statictics Table 0 -
B Dz-pHa-EMM N I 3
B D2PBMCFMI Outpul Type Name and Location
B Dz-eHAMC
E? D3-PRMC MC 5 D2-PEMC_MC = rDF CACytekbioExporthBatchAnalysisimmulus_ 201 & 400DP ~
D3-PHA-MC
b | =y CACytekbioExportBatchAnalysis\immulus 201
Acquisition Control () B Do-pHAMC
4 . Analysis Controls
Instrurment Control B e B Di-pEMC MC
User Settings:  LyseNoWashAssaySetting - ¥ B D3pHAMC Mode 1 3 Preview Time:0s
Automatic .t e
B swe B saeas —_— - B
GAIN  THEESHOLD  SIGNAL  LASIRS i
Threshald Operator: O Or @ And
Channel Threshold
FSC - 50,000
Bg - 2,000
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Creacion de un experimento predeterminado

Utilice la opcion de experimento predeterminado para iniciar rapidamente un experimento.
El experimento predeterminado contiene un conjunto de marcadores fluorescentes; sin embargo,
todos los parametros son configurables por el usuario.

1 Haga clic en Default (Predeterminado) en el menu Acquisition Experiment (Experimento de
adquisicion).

ACC] u [Sith n Experiment

§ Select an experiment
-
? @ New
v
[ Template
A 0 g
¥  Import

n My Experiments

El experimento predeterminado se abre con una hoja de trabajo predeterminada para datos
sin procesar, para placa/gradilla de 40 tubos.

ACQUISHION tupmerens

[] Experiment_002 5 WORKSHEETS Delault Raw Workiheot © 3  REPOATS | Reports = | @)
. R T A Rla &2 b u ke CHBB@EDI B CI-IE O
i i All Events ) All Events Pl
- v Colapsé Al ] o
w
Group 001
* - " o 1am
-+ 0 Tuseom L
- 3
72w g
1"
Acquisition Control B E @
100 108
"
Tubw_001: Mot Ready - Tube not present 1
i L T T e Y e 1 T |
M oM LM dom o oM zoM  doM aoM B S P N O O T Qe O S
F3A FC-A Channe!
Flow Rate: Low - ul/Min. 0,00
[Vioter taser |
Instrument Control rafic |
e P - e P o 2] i 2] s 2]
User Settings  CytekAssaySetting (Cytek] - m 0 " w0 »
i j @ § @ § “ j “
GAIN THRESMOLD LIGHAL LASIRL w4 £ @ 4“0 “
0 E o ) n
F 550 § By —— O gy —— O gy § pppyrp———— 8 ey ———
L] w o owt e ° w  w w L] w W L] w et ot L] w  w
50: 502 502
VoA vih Vi va-a VA
wasiet e Pt 8 Pl - Pl e Pl i 4] Feagl 1]
Vi Wi “ L] L] . L]
4= n B2 13 [ 13 @ . w w ©
Loader Settings 0 £ n £ »n |
> Tube 001 @ sheath @ Waste @ cyometer @ Loader

2 Seleccione el tipo de transportador.

3 Haga clic en Edit (Modificar).
Aparece el mismo asistente que al crear un experimento nuevo. Siga los pasos para seleccionar

los marcadores fluorescentes, agregar grupos y definir los marcadores, las palabras clave y la
configuracion de adquisicién/hojas de trabajo.
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Véase “Creacion de un experimento nuevo” en la pagina 56 para obtener mas datos sobre el
modo de definir la informacion en el asistente de experimentos.

/" Edit Experiment

Fluorescent Tags

e

Name

Experiment_016

Description
Default Experiment

0 Tags Added

Creacion de un experimento nuevo

Al seleccionar New (Nuevo) en el menu Acquisition Experiment (Experimento de adquisicion) se abre
el asistente Create New Experiment (Crear experimento nuevo). El asistente le guiara a través de los
pasos para crear un experimento nuevo.

1 Haga clic en Newen el menu Acquisition Experiment (Experimento de adquisicion).

Acq U ‘ Sitio n Experiment

] Select an experiment
o B3 Default
@
]
. [l Template
% S B
# Import

i My Experiments

2 Se abre el asistente Create New Experiment (Crear experimento nuevo). Especifique un nombre
para el experimento o utilice el nombre predeterminado. (Opcional) Escriba una descripcién.

/' Create New Experiment

Fluorescent Tags

Mame

Experiment_005

Description

0 Tags Added

Library Type to filter Selection

>  Blue Laser
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3 Haga clic en la flecha situada a la izquierda del nombre del grupo (laser) en el recuadro Library
(Biblioteca) de la izquierda para mostrar la lista de sus marcadores fluorescentes. Seleccione los
marcadores fluorescentes utilizados en el experimento y haga clic en (¥) Add (Agregar) para
agregarlos a la lista Selection (Seleccion) de la derecha. También puede hacer doble clic en un
marcador para agregarlo a la lista Selection.

Para buscar rapidamente un marcador fluorescente, escriba el nombre del marcador en el
cuadro de texto Type to filter (Escribir para filtrar). En la biblioteca hay disponible una lista
predeterminada de marcadores fluorescentes para cada grupo. Véase “Marcadores
fluorescentes” en la pagina 67.

Debe seleccionar todos los marcadores fluorescentes presentes en el experimento, ya que esto
determinara qué controles de referencia se utilizaran durante la deconvolucion espectral.

# Create New Experiment

Fluorescent Tags Groups Marker Keyword!

Name

Experiment_005

Description

3 Tags Added @ clearAll
Library Type to filter Selection
PE FITC
PE-CF594 PE
PE-Dazzle594 PorcP
PE-eFluor 610
PE-Texas Red
PE-Alpxa Fluor 610
PE-CyS
f
PE-Cy5.5 -
PerCP
PerCP.Cy5.5
BBT00
PE-Alexa Fluor 700
PerCP-eFluor 710

Para quitar marcadores fluorescentes individuales de la lista Selection, haga clic para seleccionar
el marcador y después haga clic en Remove (Quitar). Para quitar todas los marcadores
fluorescentes, haga clic en Clear All (Borrar todo).

4 Una vez seleccionados todos los marcadores fluorescentes de la lista Library (Biblioteca),
confirme la lista en el recuadro de seleccion y después haga clic en Next (Siguiente).

5 Asegurese de que se ha seleccionado el Carrier Type (Tipo de transportador) correcto
(Manual Tube [tubo manual], 40 Tube Rack [Gradilla de 40 tubos] o tipo de placa) y después
cree grupos para las muestras seleccionando Group (Grupo). Agregue tubos a los grupos,
ala placa o ala gradilla de 40 tubos.
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6 Cree grupos para las muestras seleccionando Group. Agregue tubos a los grupos.

/" Create New Experiment

Fluorescent Tags Groups Markers Keywords Acquisition

Group B Tube 14 @ Reference Group

Name
~ [ Experiment 005
v W@ Group 001
[ Tubeo0O1
U Tube_op2

0 Tubeoo3

7 Seleccione 0 Reference Group (Grupo de referencia) si desea separar con todos o con algunos
controles adquiridos en este experimento.

Esto crea una lista de tubos de control de referencia para cada marcador fluorescente
especificado como parte del experimento.

B NOTA: Si planea deconvolucionar las muestras utilizando Unicamente los controles de
referencia procesados en QC & Setup (CCy configuracidn), no es necesario realizar el paso 7.

B NOTA: Al utilizar controles de la biblioteca de referencias y procesar controles en tiempo
real, eliminara los controles utilizados de la biblioteca y procesara los demas controles.

Al deconvolucionar, agregara los controles de la biblioteca para deconvolucionar todos

los controles.

8 IMPORTANTE: Defina un control sin tefiir para la autofluorescencia seleccionando su tipo
de control (microesferas o células). El control sin tefiir tiene que ser del mismo tipo y estar
preparado de la misma manera que las muestras, ya que esto garantizara una deconvolucién
y una cuantificacion de autofluorescencia precisas.

/" Create Reference Group

Define Unstained Control(s) for Autofluorescence Extraction

Name Contral Type

Unstained CE"’—' [ Define Extra Unstained Control{s) for Spillover Calculation

Fluorescent Tags

Fluorescent Tag Control Type Label Unstained

FITC ~  Celis - -
PE * Cells - -
PerCP * Cells - -
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9

10

1

12

Si procede, seleccione Define Extra Unstained Control(s) for Spillover Calculation (Definir
control[es] adicional[es] sin tefiir para calcular la contaminacion espectral) para utilizar

un control sin tefiir diferente para calcular la contaminacién espectral para los controles
de referencia. A continuacion, introduzca un nombre y un tipo de control para este control
adicional sin tefir.

Por ejemplo, si las muestras de prueba son células y los controles de referencia son microesferas,
todas solo con picos positivos, tendra que procesar un tubo separado de microesferas
negativas para el calculo de la contaminacion espectral. No es necesario un control adicional sin
tefiir si el control de autofluorescencia sin tefiir (y la muestra) es del mismo tipo que los
controles de referencia.

/" Create Reference Group

Define Unstained Control(s) for Autofluorescence Extraction

Name Control Type

Mnstaingsd pells x Define Extra Unstained Control(s) for Spillover Calculation
Name Control Type

‘ Unstained CompBeads ‘ Beads -

Seleccione el tipo de control (microesferas o células) para los controles de referencia de
tincion Unica.

(Opcional) Introduzca la etiqueta (por ejemplo, nomenclatura CD) que se conjuga con

el marcador fluorescente.

Si procede, introduzca el nUmero o numeros de lote de los controles de referencia.

B NOTA: Si ha seleccionado Label/Lot Specific Unmixing (Deconvolucién especifica por lotes/
etiquetas) en Acquisition Preferences (Preferencias de adquisicion; véase la pagina 76), el
software buscara en la biblioteca y en los grupos de referencia de experimentos controles de
referencia que tengan el mismo marcador fluorescente, etiqueta e informacion de lote para
utilizar el control correspondiente para la deconvolucién.
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7" Create Reference Group

Define Unstained Control(s) for Autofluorescence Extraction

Name Control Type

Unstained _CEHS " [ Define Extra Unstained Control(s) for Spillover Calculation

Fluorescent Tags

Fluorescent Tag Control Type Label Lot Unstained

FITC > Cells - -
PE v Cells - - -
I“’erCP ' Cells - . -

B NOTA: Utilice el icono rojo de papelera para eliminar un tubo individual del grupo de
referencia. Esto puede ser necesario si desea mezclar y relacionar referencias adquiridas en
este experimento con controles de referencia procesados en QC & Setup (CC y configuracion).
Cualquier control almacenado que planee utilizar se debe eliminar del grupo de referencia.

13 Haga clic en Save (Guardar).

Una vez creado el grupo de referencia, se mostraran las entradas para cada una de las
referencias. Cada uno de los tubos del grupo de referencia tendra asociado un icono
(con la letra R) bajo el grupo de referencia.

/' Create New Experiment

Fluorescent Tags Groups Markers Keywords Acquisition

B Group 1% [ Remove # Reference Group

Name
v B Experiment 006
- Reference Group
H:, Unstained (Beads)
b FITC (Beads)
b PE(Beads)
b PerCP (Beads)

- Group_001

14 Si es necesario, continle agregando tubos y haga clic en Next (Siguiente) cuando haya creado
todos los tubos.

15 Afada marcas/etiquetas a los tubos de muestra restantes antes de continuar. Se pueden elegir
en la lista Labels (Etiquetas) de la derecha, escribir directamente en la tabla o copiar y pegar.
Se pueden agregar etiquetas a nivel de grupo o de tubo y se pueden aplicar a varias celdas
seleccionadas a la vez. Las etiquetas son necesarias para los controles de referencia si ha
seleccionado Label/Lot Specific Unmixing (Deconvolucién especifica por lotes/etiquetas) en
Acquisition Preferences (Preferencias de adquisicién; véase la pagina 76). Haga clic en Next
(Siguiente) cuando todos los tubos estén etiquetados.
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17

B NOTA: Si ha seleccionado Label/Lot Specific Unmixing, el software buscara en la biblioteca

y en los grupos de referencia de experimentos controles de referencia que tengan el mismo
marcador fluorescente, etiqueta e informacién de lote para utilizar el control correspondiente
para la deconvolucién.

7 Create New Experiment

Fluorescent Tags Groups Markers Keywords Acquisition

Groups Labels
Name FITC PE PerCP + (D Markers

~ I Experiment_006& CD1a

CD1b

v Reference Group

CD1c
Unstained (Beads)

CD1d
FITC (Beads)

CD1e

PE (Beads
(Beads) 02

g ¢ F & B

PerCP (Beads) D3

(Opcional) Introduzca palabras clave personalizadas y haga clic en Next.

Se pueden agregar palabras clave personalizadas a nivel de experimento, grupo o tubo.

Debe definir las palabras clave personalizadas en Library (Biblioteca) antes de agregarlas

a un experimento (véase “Keywords (Palabras clave)” en la pagina 69 para obtener mas
informacion). Arrastre y suelte las palabras clave de la lista Keywords (Palabras clave) a la
derecha del experimento, grupo o tubo e introduzca los valores de las palabras clave segun sea
necesario. También puede copiary pegar palabras clave personalizadas a lo largo de diferentes
tubos en este asistente.

/" Edit Experiment

Fluorescent Tags ~ Groups Markers Keywords Acquisition

Value Keywords

Name Keyword Value Keyword Value Keyword Value Keyword ?  SubjectID

4 LymphSet 6C
~ [  Test-Keywords

Sample ID

> Reference Group

Patient Name

Setu
P Age

WB1 Sample ID A1 Patient Name ~ ABC Age 25

[ k]

v Samples
B
B

WB2 Sample ID A02 Patient Name  XYZ Age 46

Seleccione la configuracion de adquisicion y la(s) hoja(s) de trabajo. El menu de hoja de trabajo
enumera todas las hojas de trabajo del usuario indicado.

+ Seleccione Default Raw Worksheet (Raw) (Hoja de trabajo predeterminada para datos sin
procesar) para el Reference Group (Grupo de referencia) y para los grupos de muestras
si tiene previsto realizar una deconvolucién posterior a la adquisicién.
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+ Seleccione Default Unmixed Worksheet (Unmixed) (Hoja de trabajo predeterminada para datos
sin deconvolucionar) o cualquier hoja de trabajo para datos sin deconvolucionar creada por
el usuario para los grupos de muestra si esta realizando una deconvolucion en tiempo real.
Se pueden seleccionar hojas de trabajo a nivel de experimento, grupo o tubo.

Seleccione la ventana de adquisicion de parada, la ventana de adquisicion de almacenamiento,
el nUmero de eventos que desea grabar, el volumen de parada (pL), los criterios de parada o el
tiempo de parada (en segundos). La adquisicion se detiene cuando se cumple el primer criterio
de parada (tiempo, volumen, nimero de eventos). Estos criterios se pueden seleccionar a nivel
de experimento, grupo o individual.

+ Sise adquieren microesferas, se recomienda recoger 5000 eventos individuales.

« Sise adquieren células, se recomienda recoger de 10 000 a 20 000 eventos de la poblacion
deseada.

B NOTA: El nimero de eventos que adquirir depende de la poblacién deseada. Por ejemplo,
es posible que necesite adquirir de 10 000 a 20 000 eventos para obtener 2000 de la poblacion
deseada. Se necesitan aproximadamente de 1000 a 2000 eventos en las poblaciones tanto
negativa como positiva de cada control para una deconvolucién precisa.

Seleccione Tube/Well Specific User Settings (Configuracion de usuario especifica del tubo/pocillo)
si desea aplicar una configuracion de usuario especifica a tubos/pocillos individuales. Si se deja
sin marcar, todos los tubos/pocillos del experimento utilizaran la misma configuracién de
usuario del experimento.

/' Edit Experiment

Fluorescent Tags  Groups Markers Keywords

i Tube/Well Specific User Setting

Worksheet Stopping Gate Storage Gate Events To Record Stopping Violume (ul)  Stopping Criteria Stopping Time (sec) User Setting
001 Default Raw Worksheet (Raw) = Al Evants = Al Events - 5000 1,000 1 Count & Volume 10,000 CytokAssaySetiing [Cytek) =
1 Default Raw Workshest (Raw) = All Events = Al Events = 5000 3,000 [ Count & Volume 10,000 CytekAssaySetting (Cyiek) =
e 00 Default Raw Worksheet (Raw) = Al Events = Ali Events - 5000 3,000 O Count & Volume 0,000 CytekAssaySetting (Cytek) »
Save and Open @

19 Una vez definidos la hoja de trabajo y los criterios de parada, haga clic en Save and Open

(Guardar y abrir) para abrir el experimento nuevo.

Para realizar cualquier cambio en el experimento, haga clic en Edit (Modificar) encima de la
jerarquia de grupos/tubos.

20 Para adquirir controles y muestras y realizar una deconvolucién en tiempo real, véase

62

“Deconvolucion en tiempo real” en la pagina 98.
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Creacion de un ensayo
Crear nuevos ensayos

Componentes del ensayo

Un Assay (Ensayo) es similar a una plantilla de experimento, pero esta formateado para utilizarse
en una Worklist (Lista de trabajo) para recoger datos de muestras por lotes. Un ensayo incluye los
siguientes elementos: tubos (uno o varios tubos), marcadores fluorescentes, etiquetas de marcas,
hojas de trabajo (opcionales), informes (al menos uno), tiempo de vista previa, reglas de parada
de recogida de datos, tipo de Carrier (Transportador) y Keywords (Palabras clave).

Crear informes
Los experimentos se pueden guardar como Assays. Un ensayo debe contener al menos un informe.

1 Haga clic en el signo mas situado a la derecha de Reports (Informes) en la barra de herramientas
del experimento para crear un informe.

2 Haga doble clic en el Report correspondiente para modificar el nombre del informe.

WORKSHEETS Default Raw Worksheet-Importl1 @ Default Unmixed Worksheet & 0 REPORTS Report 001(Report) @) Reports ~ ;’};’«

Bla alle & u ¢ o0 ¢ HBEBBEMDTS: I:BBALDTZL2 & B 0

3 Haga clic en el informe.
Puede modificar el informe y agregar elementos como graficos, ventanas de adquisicién,
elementos estadisticos, informacién de encabezado y pie de pagina. Agregar elementos de la
hoja de trabajo al informe se realiza copiando de la hoja de trabajo deseada y pegando en
el informe.
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4 Copie los graficos y la jerarquia de ventanas de adquisicién deseados de la hoja de trabajo
y péguelos en el informe.

7 Color TBNK Assay

Institution: Cytekbio | Assay-TC B | sample ID:
Cytometer SN; 16888 Cperator. Admn Approve date
Software: SpectroFio® CLC & 1.0.1 (07142021) Fage: Page 1 OF 1 Status:
MOT{Dabris) Lymphcytes - D3+
¥ F 5 i (CO4+CDE- CO4+COB+
ol Ao & Parent 6403 % Parent 03
1o
20 - i
g
; = g
# 2om B 2o 5
T o
Coge S

% Parert 8250 i

e

G4 Ens.
W 1. L

Coae EFEEF E FEEE]
s Parent 45 62 % Parent 45 61
0t 100
= s .
§ it 20 3 o' 1
§ E: L
i i
e 10y 10 =
£ g
=]
i | +q gl PR
CO{1Be56) aaR4
: % Parent: 52.5 o 7:
j02-R3 = 2 ; b Panent. Jz.Jg §03-R3 T z 5 = .3 F'avcnll 5274 =
o w il L w w 1" ' W e o 0 20 Rom apa
£O16+ 56 cFlucr BYGSTE-A D16 55 cFiuer BYGSTS A Fsca
Gate % Parent % Grand Parent Count/uL Absolute Count
7C B_Lymphcytes 1571 1366 5644 61822
G 8_C03 6258 0.8 s 15 95
70 B_CD3+Co4+ 41 52.84 s 32665
15 B_CO34C0Bs i BEE 512 5329
1CB_CO1ge asaz 1714 1018 105 97
7C B_CO{16+56)+ 5258 19.67 1169 12180
G B_CD20 4561 .05 1014 105,48
7C 8_CD19+ AND CDZ20+ 4561 17.06 1014 10548
7C B _CD19+ OR CD20+ 4582 irid 1018 105,97

ignature:

'EPORT NOT SIGNED

omments:

B NOTA: Report frente a Worksheet (Hoja de trabajo)

- El Report es una hoja de presentacién de datos estaticos que puede mostrar los datos de uno
0 mas tubos.

- La Worksheet es una hoja de presentacion de datos dinamicos, que muestra los datos del tubo
actual con el puntero del tubo orientado hacia él y solo puede mostrar los datos de un tubo
cada vez.

5 Agregar Header, Footery Signature (Encabezado, Pie de pagina y Firma) en el Report.

+ Seleccione los botones de los iconos de encabezado, pie de paginay firma en la barra
de herramientas para agregar encabezados, pies de pagina y cuadros de firma al informe.

* Introduzca la informacion pertinente en el encabezado y pie de pagina segun sea necesario,
como el nombre del informe, el logotipo de la empresa, etc.
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WORKSHEETS  Default Raw Worksheet ® Default Unmixed Worksheet ® 7CTBNK® @)

~ ~ (ha Qlle B w|i¢ o ¢ HBE@ED S

6 Haga clic con el botén derecho del raton en el encabezado o pie de pagina del Report para

[=

REPORTS 7C B(Report) ® l Reports ~ | [+

A+

mowm e )

B L

seleccionar la informacion de una lista desplegable que muestra elementos como Sample ID,
Operator (ID de la muestra, Operador), fecha de grabacién de datos, etc.

7 Color TBNK Assay
Institution: Cytekbio | Assay-TCB Samgle ID:
Cytometer SN 16888 Oparator: Admin Approve date.
Software: SpectroFlo® CLC & 1.0.1 (07142021) Fage: Page 1 OF1 Siatus:
Gate % Parent % Grand Parent Count/ul Absolute Count
7C B_Lymphcyles 1571 1366 58.44 61822
fCB_CO3s 6258 863 an 186 95
7CB_CD3+CD4+ g4.41 5284 3141 326,65
TCB_CD3+CD8e 1A B6Z 512 5329
TCB_COMEe 45 82 1714 1018 106 97
TC B_CO{16+58)+ 5258 19.67 169 12180
TC8_CD20v 4561 1706 1014 105 48
7CB_COM9+ AND CDZ0+ 45 61 17.06 10.14 10548
7CB_CD19+ OR CD20+ 4582 1714 1019 10597

Guardar un experimento como un ensayo

Los usuarios con los privilegios adecuados pueden utilizar Save As-Assay (Guardar como-Ensayo)
para convertir un experimento en una plantilla de ensayo (Assay), que se puede utilizar en la

Worklist (Lista de trabajo).

§ Experiment_001

a a 7 I\
o Save Save As Edit Unmix

4
m E Tub @  Template v Collapse All
i v | @ Assay |
o, |

- [ Sample
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6

Biblioteca, preferencias y usuarios

Biblioteca

La biblioteca contiene informacién sobre diversos elementos utilizados para los experimentos.
La informacién guardada en la biblioteca incluye lotes de microesferas de CC SpectroFlo,
marcadores fluorescentes, etiquetas, configuraciones de usuario, plantillas de hojas de trabajo,
plantillas de experimentos y palabras clave. La informacion almacenada en la biblioteca se puede
guardar, exportar e importar para volverla a utilizar.

Microesferas de CC

Las ID de los lotes de microesferas de CC SpectroFlo y sus fechas de caducidad se pueden importar,
exportar o eliminar de la biblioteca. El lote de microesferas de CC de las microesferas utilizadas
para el Daily QC (CC diario) debe guardarse en la biblioteca. Seleccione QC Beads (Microesferas de
CC) para ver una lista de lotes de microesferas de CC.

5  QCBeads | QcC Beads
: | & wipon
Lot ID Expiration Date
. 1002 December 31, 2021
1001 December 31, 2020

-4

Marcadores fluorescentes

Marcadores fluorescentes es la designacion que se da a cada molécula fluorescente diferente

que el sistema puede detectar. Esto incluye, por ejemplo, fluorocromos, proteinas fluorescentes

y colorantes fluorescentes de viabilidad. A cada fluorocromo singular procesado en el instrumento
se le debe dar un nombre de marcador fluorescente.

De forma predeterminada, varios grupos de marcadores fluorescentes estan preinstalados
con el software: Blue Laser, Red Laser, Violet Laser, Fluorescent Proteins 'y Viability Dyes (Laser azul,
Laser rojo, Laser violeta, Proteinas fluorescentes y Colorantes de viabilidad). Estos grupos
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contienen los fluorocromos utilizados con mas frecuencia excitados por los laseres integrados
del sistema. Se pueden agregar marcadores adicionales a estos grupos.

i} = o= L L e L] B

L'\brary Fhaorescent Tags 0OC &Setup  Acquisition  Worklist  ExtraTools  Library  Praferences  Users  Help  Sign Ol

Fluorescent Tag Groups Current Group: Biue Laser
8. Flucrescent Tage & impor t  Export @ New #  Edit @ Ada FE
Name Created By Date Created Date Modified Mame Emission Waveleng Lacer Excitation Display Na

® Brluse Loamr System August 11, 2021 - 1429 PM August 11, 2021 BBEED 667

Rod Laser

August 11, 202 PE-Cy55 B0 488

cFluor BYGTI0 488 cFlior BYGT

Puede crear grupos o marcadores fluorescentes individuales seleccionando Add (Agregar).
Tanto los grupos como los marcadores fluorescentes individuales se pueden importar o exportar.

B NOTA: Si selecciona New (Nuevo), se creard un nuevo grupo mientras que si selecciona Add
podra agregar un marcador fluorescente individual a un grupo.

Para modificar las propiedades de un marcador fluorescente que ha afiadido, seleccione el
marcador fluorescente de interés y seleccione Edit (Modificar). Las propiedades que se pueden
modificar incluyen el nombre del marcador fluorescente, la longitud de onda de excitacion del laser,
la longitud de onda de emisién y el nombre de presentacion. Los marcadores predeterminados
que se incluyen con el software no se pueden modificar ni eliminar. Sin embargo, se pueden exportar
e importar en diferentes sistemas que ejecutan el software SpectroFlo, v2.2.

Si el fluorocromo se conoce por otro nombre o se identifica con una ortografia diferente,
esos nombres u ortografias adicionales se pueden agregar como sinénimos.

Cualquier grupo que haya creado también se puede modificar en esta ventana. Los grupos
predeterminados no se pueden modificar ni eliminar.

Etiquetas

Los marcadores fluorescentes se pueden conjugar o unir a proteinas que pueden unirse
especificamente a otras proteinas en la superficie celular o dentro del citoplasma. También pueden
ser inherentemente fluorescentes, como las proteinas fluorescentes que se pueden fusionar

a diversas proteinas celulares utilizando técnicas de clonacién molecular. Las proteinas que estan
unidas o conectadas a marcadores fluorescentes pueden designarse como etiquetas. El software
viene con un conjunto inicial de etiquetas preinstaladas que se clasifican como CD Markers, Chemokines,
Chemokine Receptors y Cytokines (Marcas de CD, Quimiocinas, Receptores de quimiocinas y Citocinas).
Se pueden agregar etiquetas adicionales mediante (¥) Add (Agregar) en el recuadro derecho.
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Library iapes

QC Beads Label Groups Current Group: !
o Fluorescent Tags & import 4+  Export @ New # Edit @® Add
i i
. it Labels . 17 Name |~ Created By |~ Date Created |~ Date Modified i~ Label
2.  UserSettings CD Markers System July 13, 2018 - 10:43 AM July 13, 2018 -1C  CD1a
T . Chemokine System July 13, 2018 - 10:43 AM July 13, 2018-1C  CD1b
" Warksheet Templates
Chemokine Receptors System July 13, 2018 - 10:43 AM July 13,2018-1C CD1c
E Experiment Templates
Cytokines System July 13, 2018 - 10:43 AM July 13, 2018 - 1C cDi1d
Y  Keywords
CD1e

Se pueden crear nuevos grupos de etiquetas y etiquetas individuales haciendo clic en New (Nuevo).
También se pueden importar y exportar grupos de etiquetas para su uso en otros sistemas.
Las etiquetas predeterminadas no se pueden modificar ni eliminar.

o x
>
/" New Label Group
Group Name:
Description
Library Type to filter Selection
v €D Markers
cD158)
CD158K
coTs
CD175s
D176
X Cancel B save

Keywords (Palabras clave)

Keywords permite escribir, importar o exportar palabras clave FCS personalizadas definidas
por el usuario por grupo. Estas palabras clave se pueden asignar en un experimento al nivel del
experimento, grupo o tubo y se exportan con los archivos FCS.

Se pueden crear los siguientes tipos de palabras clave:
*  Numeéricas

+ Cadenas

+ Booleanas
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*  Numéricas seleccionables
+ Cadenas seleccionables

Keyword Groups Current
Fluorescent Tag i Import @ MNew
i Name Created By Date Created |~ Date Modified Name

L
-y

Palabras clave convencionales

En la tabla siguiente se describen las palabras clave convencionales de FCS 3.1 que se encuentran
en los archivos FCS de SpectroFlo.

Palabra clave Descripcién

$FIL Nombre del tubo

$VOL Volumen total de muestra (microlitros)

$DATE Fecha en la que se adquiri6 el conjunto de datos FCS
$BTIM Hora de inicio de la adquisicion de datos
$ETIM Hora de finalizacion de la adquisicién de datos
$OP Nombre del operador

$INST Nombre del centro

$CYT Nombre del citdmetro (Northern Lights)
$CYTSN Numero de serie del citbmetro

$SPILLOVER Matriz de contaminacion espectral

Palabras clave personalizadas

En la tabla siguiente se describen las palabras clave personalizadas que se encuentran en los
archivos FCS de SpectroFlo. Las palabras clave personalizadas no son necesarias como parte del
estandar FCS 3.1.

Palabra clave Descripcion

APPLY COMPENSATION True o False (Verdadero o Falso) para indicar si la compensacién esta
activada cuando se carga el archivo FCS en SpectroFlo.

CHARSET Codificacién. UTF8.

CREATOR Nombre y versién del software.
FSC ASF Factor de escala de area de FSC.
GROUPNAME Nombre del grupo de muestras.
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Palabra clave Descripcion

LASER{xX}NAME Nombre de cada laser.

LASER{x}DELAY Retardo entre laseres para cada laser.

LASER{x}ASF Factor de escala de area para cada laser.

P{x}DISPLAY Escala de presentacién preferida.

THRESHOLD Canaly valor de umbral.

TUBENAME Nombre del tubo de muestra.

WINDOW EXTENSION Extension de ventana utilizada para grabar el tubo.
USERSETTINGNAME Nombre de la configuracién de usuario utilizada para grabar el tubo.

Los usuarios pueden cambiar el valor de una palabra clave personalizada y después seleccionar
Auto Update (Actualizacion automatica) para actualizar esa palabra clave en experimentos
posteriores.

- 0= m I~
lerary Keypwircts O BSewp  Acqisition  Workist  ExaTeoh  Libray  Prefoences
Keyword Groups Current Group: Default Keywords
&+ npen £ Expont ® New # Edit ® Add 7 Edit
Hame Created By Date Created Date Modified MName Suffix Type Value O Auto Update  [Descriptic
¥ Keywords Default Keywords Systemn Adgust 11, 2021 - 1429 P8 August 11, 2021 - Age Numeric 0

o' o

Sample Type Suing

Gender Selectable Suing M -

o

Dilution Factor Numeric 1.00

O

Spillovers (Contaminaciones espectrales)

Spillovers muestra las matrices de contaminacidn espectral guardadas durante los experimentos.
Estas matrices guardadas se pueden utilizar para otros experimentos.

Library: spsow

& Import Spillover Matrix:

Name Created By Date Created Description
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User Settings (Configuraciéon de usuario)

User Settings es el conjunto de ajustes de ganancia, umbral y tipo de sefial para todos los canales
detectores. También se guarda la fecha de creacion, asi como el nombre del usuario que la cre6.
La configuracion se guarda desde el Instrument Control Pane (Recuadro de control del instrumento)
en el médulo Acquisition (Adquisicion). El nombre y la descripcién se pueden modificar en esta
pestafia. Los administradores pueden activar la casilla de verificacion Shared (Compartido) para
permitir que todos los usuarios vean y utilicen la configuracion y las hojas de trabajo creadas por
otros usuarios. Esta configuracién se puede guardar desde la pantalla Acquisition.

Si desea restablecer la configuracién de usuario predeterminada definida por el sistema a su
configuracién original, seleccione la configuracion de usuario Default (Predeterminado) y después
haga clic en Restore Default (Restaurar predeterminado).

L|bra ry User Settings Qac Eetup
55 QC Beads User Settings

g Fluorescent Tags *  Import 4+  Export 2 Restore Default

it Labels [~ Name Created By - Date Created Description

&y  User Sel;tings CytekAssaySetting Admin August 15, 2018 - 10:14 AM Cytek Assay Setting

_. - Wo'r'k;h;:-'e" Tm;']'m'o's . Default Admin August 15, 2018 - 10:14 AM Default

Loader Settings (Configuracion del cargador)

La configuracién del cargador se puede guardar y almacenar en la biblioteca. Se muestran

el nombre de la configuracion, la fecha de creacién de la configuracién, la versién y el nombre
del usuario que la cred. Haga clic en Description (Descripcidén) para agregar informacion sobre
la configuracién.

La configuracién del cargador incluye tiempo y velocidad de mezcla, retorno de muestra, numero
de purgas del SIT y tiempo de retardo de la grabacion de datos.

lel'ary Loader Settings

QC Beads #* Import

- Name Created By |~ Date Created Version Description

[+ Spillovers

Jser Settings

| I Loader Settings
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Worksheet Templates (Plantillas de hoja de trabajo)

Todas las hojas de trabajo creadas en el médulo Acquisition se guardan en la biblioteca y se puede
acceder a ellas a través de la pestafia Worksheet Templates. Las hojas de trabajo se pueden exportar
como archivos WTML e importar para su reutilizacién. Para obtener mas informacién acerca de las
hojas de trabajo, véase “Acerca de las hojas de trabajo” en la pagina 21.

Seleccione un usuario o usuarios para ver las plantillas de hoja de trabajo creadas por ese usuario
0 usuarios. Haga clic en la herramienta de la pluma para modificar la descripcion de la hoja de
trabajo seleccionada. Los administradores pueden activar la casilla de verificacién Shared (Compartido)
para permitir que todos los usuarios vean y utilicen las plantillas de hoja de trabajo creadas por
otros usuarios. Los superusuarios pueden ver, importar y exportar plantillas de hoja de trabajo,
pero no pueden eliminar plantillas creadas por otros usuarios.

Para ver una hoja de trabajo, selecciénela y haga clic en View (Ver). Para quitar una hoja de trabajo
que ya no es necesaria, seleccionela y haga clic en Remove (Quitar).

También puede restablecer las hojas de trabajo predeterminadas para datos sin procesar
y deconvolucionados a sus valores predeterminados originales seleccionando la hoja de trabajo
y después haciendo clic en Restore Default (Restaurar predeterminado).

= (3 m

lerary Wenksheet Ternplates QCESelup  Acuivticn  Worklist  Extre Tosis

= User Full Name Role Status + Name Created By Type Date Created
Hadm Adminustrator Admiristrator  Enabled 7€ # Admin
Operator op User Ensblec 7€ Dema Panel 20190826-Unmixed #  hdmin

Enablec b Delauht Raw Worksheet Admin Raw

B oo

2, L,, “ = | / Default Raw Worksheet

o  Worksheet Templates

Y Skt . ;

B a o

yiwkAdmin  Cytek Adminstrator & AB Events = All Events

s |
o Fomd I

Experiment Templates (Plantillas de experimentos)

Las plantillas de experimentos contienen los elementos principales de un experimento sin

los datos. Se pueden guardar y almacenar la biblioteca para utilizarlas en el futuro. Los Assays
(Ensayos) guardados se muestran en la pestafia de ensayos. Se muestra el nombre, la fecha

y la hora de creacion, la descripcion y la informacion del creador. Las plantillas de experimentos
también se pueden importar y exportar desde esta pestafia. Los ensayos se pueden utilizar para
crear experimentos. Para obtener mas informacién acerca de los experimentos, véase “Acerca de
los experimentos” en la pagina 18.

Seleccione un usuario o usuarios para ver las plantillas de experimentos creadas por ese usuario
o0 usuarios. Haga clic en la herramienta de la pluma para modificar la descripcion de la hoja de
trabajo seleccionada. Los administradores pueden activar la casilla de verificacién Shared (Compartido)
para permitir que todos los usuarios vean y utilicen las plantillas de experimentos creadas por
otros usuarios. Los superusuarios pueden ver, importar y exportar plantillas de experimentos,
pero no pueden eliminar plantillas creadas por otros usuarios. Para eliminar una plantilla de
experimento que ya no es necesaria, seleccionela y haga clic en Delete (Eliminar). La plantilla

de experimento predeterminada no se puede eliminar.
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Library tpemen empise

Baads Users Experiment Templatas Assays
o Tacis +  Import £+  Export
Fluerescant Ta .4 p * Bxpo
ki ThECHE e = ¥ User Full Name Role Status.
i Labels B Admin Adi y Enabled I~ Name Created By Date Created
L > Key Alex 2 Alex 2 User Enabled ' Default Admin February 26, 2021 - 11

a

[ Suillovers CytekAdmin  Cytek Adminstrator  Administrator  Enabled

Janalle S Janelie S Usar Enabled
a i

I January Xi SuperUser Enabled
moo alting

] Operator op User Enabled
2 K
* Tormpl & ‘ Patty T Patty T User Enabled
wi Experiment Templates

Copia de seguridad y restauracion

Los usuarios y superusuarios pueden realizar copias de seguridad de datos seleccionados de
sus cuentas directamente desde el software SpectroFlo. Esto incluye experimentos, plantillas de
experimentos, hojas de trabajo, configuracion de usuario, configuracion del cargador, resultados
de CC diarios y controles de referencia. Los administradores tienen la capacidad adicional de
realizar copias de seguridad de datos seleccionados de las diferentes cuentas de usuario

y superusuario.

1 Pararealizar una copia de seguridad de datos, haga clic en Backup (Copia de seguridad) en el
panel derecho.

2 Elija un periodo (dia, semana, mes o periodo personalizado) que incluya los datos, seleccione
el usuario o usuarios.

LIbrary suius s nsion

QC Beads &  Backup
Day Week Month  Custom Start: 2/2021 2 End: Fariral n + Backup

= User Full Name Role Data
Label
! ) ‘ B Admin Administrator Administrator Experiments
» —[]_ Operator Op User Experiment Templates/Assays
| I o Janelle 5. Janelle S User Worklists
2, ng o Alex Z Alex Z User & Worksheets
i Loade ’ O Patty T Patty T User User Settings
= O JXi Janwary Xi Superlser Loader Settings
Worksheot Tomplates
I . a CytekAdmin Cytek Daily QC Results
V t ' -] Reference Controls

periment Template:
£)  Backup & Restore
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Preferences (Preferencias)

El médulo Preferences permite cambiar varias elementos de funcionalidad y presentacion de la
interfaz de usuario del software. En la siguiente seccién se describen las opciones que se pueden
cambiar en el médulo Preferences. Cada seccion de Preferences se puede restaurar a su configuracion
predeterminada seleccionando Restore Default Preferences (Restaurar preferencias predeterminadas).

{E) Restore Default Preferences

Preferencias de adquisicion

En la pestafa Acquisition (Adquisicion) puede cambiar el nUmero de eventos mostrados en los
graficos durante la adquisicién, el nUmero de purgas del SIT, el tiempo de vista previa antes de que
comience la grabacion, el valor de los incrementos de la configuracion de ganancia al hacer clic en
la flecha del cuadro de seleccion durante la adquisicion y la SIT Lift Distance (Distancia de elevacion
del SIT). También puede introducir prefijos predeterminados para los nombres de tubos, grupos
y experimentos. Una funcion de deconvolucion especifica por lotes/etiquetas le permite elegir
controles de referencia especificos para la deconvolucion. Las opciones de Batch Analysis (Analisis
por lotes) permiten elegir el tipo de archivo de salida y los resultados de tubos/pocillos incluidos
en el PDF.

P refe rences Acquisition

B Acquisition

Number of Events to Display on Plots: 2,000
o2 Worksheet Number of Automatic SIT Flush After Tube Unload: 1 -
L= Plot Data Review Time(Sec) After Tube Recorded: 0
b . Record Data Delay Time(Sec) for Manual Tube: i} -
Gates
Gain Spinbox Up/Down Increment (Ctrl key Held) 5
z Statistics
- Experiment
Fon
. Default Tube Mame Start With: Tube_
# Annotation
Default Group Name Start With: Group_
0 Notifications
Default Plate Name Start With: Plate_
= Storage
Default Tube Rack MName Start With: TubeRack_
E® ac&sSetup
Default Experiment Name Start With: Experiment_
Default User Setting: CytekAssaySetting (Cytek) -

. Jears
- Users

Ref Controls Ordered by Control Type
[@M  Global information
Unmixing Feature

O Label/Lot Specific Unmixing

Preferred S5C Channel for Unmixing: SsC -

Batch Analysis
Default Cutput File Type: PDF csv

Default PDF File Option: @ All in one file O Each tube/well has its own file
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En la tabla siguiente se describen las opciones de las preferencias de Acquisition.

Elemento

Descripcion

Number of Events to Display
on Plots (NUmero de
eventos que se muestran
en los graficos)

El nimero de eventos mostrados en los graficos en seudocolor,
los graficos de puntos y los histogramas. El valor predeterminado
son 2000 eventos.

Number of Automatic SIT
Flush After Tube Unload
(Numero de purgas
automaticas del SIT después
de descargar el tubo)

Elija el nimero (0-2) de SIT Flushes (Purgas del SIT) que se
realizaran una vez que se retire un tubo del SIP.

Data Review Time (Sec) After
Tube Recorded (Tiempo
de revision de datos [s]
después de grabar el tubo)

El nimero de segundos que transcurren antes de que el puntero
del tubo se traslade al tubo siguiente después de que se haya
terminado de grabar el tubo actual.

Record Data Delay Time (Sec)
for Manual Tube (Tiempo
de retardo de la grabacion
de datos [s] para el

tubo manual)

El nimero de segundos antes de que comience la grabacion
después de hacer clic en Record (Grabar).

Gain Spinbox Up/Down
Increment (Ctrl key Hold)
(Incremento/decremento
del selector de ganancia
[manteniendo pulsada

la tecla Ctrl])

Aumenta/disminuye la ganancia de cada canal detector en la
medida indicada al mantener pulsada la tecla Ctrl y seleccionar
las flechas arriba y abajo del selector de ganancia.

Experimento

Introduzca el nombre predeterminado para los tubos, grupos,
placas, gradillas de tubos (solo ASL) y experimentos. Modifique el
nombre predeterminado o agregue texto a los nombres existentes.
Seleccione la configuracion de usuario predeterminada para
experimentos.

Ref Controls Ordered by Control Type (Controles de referencia
ordenados por tipo de control) permite ordenar los controles de
referencia por tipo (microesferas o células). Si no esta seleccionado,
los controles de referencia se ordenan por laser de excitacion

y después por emisién maxima.

Funcién de deconvoluciéon

Label/Lot Specific Unmixing (Deconvolucién especifica por lotes/
etiquetas) permite utilizar controles de referencia especificos de
cada lote para la deconvolucién cuando proceda. Si se selecciona
esta opcion, el software buscara en la biblioteca y en los grupos
de referencia de experimentos controles de referencia que tengan
el mismo fluorocromo, etiqueta e informacién de lote para utilizar
el control correspondiente para la deconvolucion.

Seleccione el canal SSC preferido para la deconvolucion (SSC para
la sefial del [aser violeta [predeterminado] o SSC-B para la sefial del
laser azul).
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Elemento Descripcién

Analisis por lotes Seleccione el tipo de archivo de salida predeterminado para los
informes de analisis por lotes (PDF, CSV o0 ambos).

Elija crear un solo PDF para todos los tubos/pocillos o archivos PDF
individuales para cada tubo/pocillo.

Preferencias de la hoja de trabajo

La pestafia Worksheet (Hoja de trabajo) permite cambiar la forma en que se presentan los
elementos en la hoja de trabajo. Las propiedades de encabezado y pie de pagina también
se ajustan en la pestafia Worksheet.

i} o} L m L ]

Prefererlces [r— QC & Setup:  Acquistion  Worklat Fikra Tk library  Proferences  Users

#  Worksheat Gaid

F“ .;

@ sheath @ waste @ Cytometer @& Loader

En la tabla siguiente se describen las opciones de las preferencias de la hoja de trabajo.

Elemento Descripcidn

Population Hierarchy Establece la altura y la anchura predeterminadas del elemento
Window Size (Tamafio de | de jerarquia de la poblacion del experimento.

la ventana de jerarquia
de la poblacion)

Statistics Table Window Establece la altura y la anchura predeterminadas de la tabla
Size (Tamaiio de la de estadistica.

ventana de la tabla
de estadistica)
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Elemento

Descripcién

Grid (Cuadricula)

Display Grid (Mostrar cuadricula): activa o desactiva la visualizacién
de lineas de cuadricula en la hoja de trabajo.

Display Page Line (Mostrar linea de pagina): activa o desactiva la linea
de salto de pagina en la hoja de trabajo.

Grid Size (Tamafio de cuadricula): modifica el tamafio de los cuadros
de la cuadricula. Las opciones son 17, 1/2", 1/4" y 1/8".

Snap to Grid (Ajustar a la cuadricula): activa o desactiva la capacidad
de los elementos de la hoja de trabajo para ajustarse y alinearse con
las lineas de cuadricula de la hoja de trabajo.

Page Setup
(Configurar pagina)

Title (Titulo): seleccione un titulo de la hoja de trabajo de una lista
de titulos predeterminados. El titulo se muestra cuando la hoja

de trabajo se imprime o exporta como PDF.

Show & Print Page Number (Mostrar e imprimir niumero de pagina):
alterna si se muestra e imprime el nUmero de pagina.

Print Header & Footer (Imprimir encabezado y pie de pagina): alterna
si se imprimen el encabezado y el pie de pagina. Le permite seleccionar
el texto que se muestra en los encabezados y pies de pagina
izquierdos y derechos.

Print Grid (Imprimir cuadricula): alterna si se imprime la cuadricula.
También se puede configurar para utilizar Use Page Setting

(Usar configuracién de pagina).

Page Layout (Disefio de pagina): alterna entre Landscape y Portrait
(Horizontal y Vertical).

Page Size (Tamafio de pagina): configura el tamafio de la pagina

de acuerdo con los tamafios de papel convencionales.

Page Margin (Margen de pagina): configura los margenes de la pagina
en Narrow, Normal o Wide (Estrecho, Normal o Ancho).
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Preferencias de graficos

Las propiedades de presentacion de los graficos en seudocolor, de puntos e histogramas se
pueden ajustar en la pestafia Plot (Grafico).

Preferences m.

Histagram Y Axis

Percentage

Image Export Format

Image Resolution: 200

Image Format PNG

(0] 4 ~” N -] a9 B

OC & Setup  Acquisition

Width: 300 ) o

Workist  ExtraTooh bty Prefences  Usen  Help  SignOut

@ sheath @ Waste @& Cytometer @ Loader

En la tabla siguiente se describen las opciones de las preferencias de graficos.

Elemento

Descripcién

Default 2D Plot Size
(Tamano de grafico
2D predeterminado)

Configura la altura y anchura predeterminadas de los graficos
en seudocolor y los graficos de puntos en pixeles.

Default Histogram Size
(Tamafopredeterminado
del histograma)

Configura la altura y anchura predeterminadas de los histogramas
en pixeles.

Default Spectrum Size
(Tamafo espectral
predeterminado)

Configura la alturay anchura predeterminadas de los graficos
espectrales en pixeles.

Default Background
Color (Color de fondo
predeterminado)

Configura el color de fondo predeterminado para todos los graficos.
Haga clic en para seleccionar uno de los colores disponibles.

Default Plot Title (Titulo de
grafico predeterminado)

Personaliza el titulo de todos los graficos para incluir el nombre
de la placa, el nombre del grupo, el nombre del tubo, el nombre
de la poblacién o un nombre personalizado.

Pseudocolor Plot Density
Levels (Niveles de densidad
del grafico en seudocolor)

Aumenta o disminuye el nUmero de niveles de densidad que
se muestran en el grafico en seudocolor.
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Elemento Descripcién

Histogram Smooth Configura si se suavizan las distribuciones del histograma.
(Suavizado del histograma)

Histogram Filled (Relleno | Configura si se rellenan las distribuciones de histograma.
del histograma)

Histogram Y Axis (Eje y del | Configura la escala del eje y del histograma a recuento o porcentaje.
histograma)

Image Export Format Selecciona el formato (PNG, TIFF o JPEG) y la resolucién (96, 200, 300
(Formato de exportacion | o 500 ppp) de las imagenes exportadas.
de imagenes)

Preferencias de las ventanas de adquisicion

Las propiedades de las ventanas de adquisicion se pueden configurar en la pestafia Gates
(Ventanas de adquisicion).

Preferences cu

Gate Boundary Line Weight: Normal - Default Colors for First 10 2 Gater

Bord = R
Gate  Color

IH Gates Interval Gate Default Color , o
O No Color . =
) : m
Quadrant Gate Default Color | |

®! No Color
L
- O Different Colae in sach Quad n
= 8 =
o Binary Gate Default Calor q -
® No Calor 10 =

@ sheath @ Waste @& Cytometer @ Loader

En la tabla siguiente se describen las opciones de las preferencias de Gates.

Elemento Descripcion

Default Name Selecciona donde se muestra el nombre de la ventana de
Location (Ubicacién adquisicién con respecto a la propia ventana de adquisicion.
predeterminada

del nombre)
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Elemento

Descripcién

Show % of Parent together
with Gate Name (Mostrar %
de la poblacién parental
junto con el nombre de la
ventana de adquisicion)

Activa o desactiva la presentacion del % de la poblacién parental
con el nombre de la ventana de adquisicion.

Show Count together with
Gate Name (Mostrar
recuento junto con el
nombre de la ventana
de adquisicion)

Activa o desactiva la presentacion del recuento de la poblacién con
el nombre de la ventana de adquisicion.

Gate Boundary Line
Weight (Grosor de linea
del limite de la ventana
de adquisicion)

Configura el grosor de la linea trazada por la ventana de
adquisicion.

Default Colors for

First X Gates (Colores
predeterminados para las
primeras X ventanas de
adquisicion)

Configura el numero de ventanas de adquisicion (1-10) que
seguiran la combinacion de colores detallada en la tabla de colores
de las ventanas de adquisicion. El orden en el que aparecen los
colores se puede cambiar.

Interval Gate Default Color
(Color predeterminado de
la ventana del intervalo)

Activa o desactiva si la poblacién capturada por la ventana del
intervalo tiene un color predeterminado.

Quadrant Gate Default Color
(Color predeterminado
de ventana del cuadrante)

Selecciona si la poblacion capturada por la ventana del cuadrante
tiene un color predeterminado y, si es asi, si cada cuadrante tiene
un color diferente.

Binary Gate Default Color
(Color predeterminado
de ventana binaria)

Selecciona si la poblacion capturada por la ventana binaria tiene
un color predeterminado.

Preferencias de estadistica

El grado de precision predeterminado (nUmero de posiciones decimales) de las estadisticas
presentadas en la hoja de trabajo se puede modificar en la pestafia Statistics (Estadistica).

Se puede ajustar la precision de las siguientes estadisticas: Median, rSD, % rCV, Mean, Max, Min, SD,
%CV, % Total, % Parenty % Grand Parent (Mediana, rSD, % rCV, Media, Max, Min, SD, % CV, % total,
% parental y % preparental).
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Preferences s

Preferencias de fuentes

= A t
—
i} 4 st
Statistics Variable  Decimal Places
-! fork
Median 0-
(i art
LS S0 0-
£ Pl (2= )
b+ Whean 0*
v -
T Statstics B LE
Min 0-
[A] r
50 0-
F An
%oV FE
0 Matifications % Total 2
= Storage % Parent 24
o> 5 % Grand Parent 22
v
% Specified Gate i
@ o
Countiul F i
aL cr
Absolute Count F5e
m kot
@ shesth @ Waste @ Cytometer @ Loader

La pestafia Fonts (Fuentes) permite cambiar las propiedades de la fuente de cada elemento

presentado.

Preferences

@ Acqutor Font Location

& Plot Axss Label

- k O Plot At Numbser
m ) Pio Title

£ ) Gate Name

| Sat ) Gate Statistics

I & () Statistics Table Title
B fons O Statistics Table Column Title
& O Seatistics Table Numbers

o O Population Hierashy Title

5 © Population Hierarchy Column Title
e O Population Hieraechy Contexts
[°g
-

[ﬂ il 11
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En la tabla siguiente se describen las opciones de las preferencias de fuentes.

Elemento Descripcion

Font Locations Selecciona la fuente del elemento presentado que se desea
(Ubicaciones de fuentes) | modificar.

Text Settings Font Family (Familia de fuentes): selecciona la familia de fuentes.
(Configuracion del texto) | Font Size (Tamafio de la fuente): selecciona el tamafio de la fuente.
Color (Color): selecciona el color de la fuente.

Font Style (Estilo de la fuente): alterna entre normal y cursiva.

Font Weight (Grosor de la fuente): selecciona normal, negrita

0 seminegrita.

Sample Text Muestra una vista previa del texto con las propiedades configuradas
(Texto de muestra) en Text Settings.

Preferencias de notificaciones

La pestafia Notifications (Notificaciones) permite cambiar determinadas configuraciones de
notificacion en los médulos Acquisition y Extra Tools (Adquisicidon y Herramientas adicionales).

Preferences s ! Libcary  Prefersnces

= M Acquisition Module

& Display "Save Changes™ po

& Display "Confirmation

Extra Tools Module

& Display “Adj

just Gates™ popup window after chcking Show Plats

m £ 8 Display “Asign Ssmpls Types” popup windaw after importing FCS Slss

‘Window Sizes and Locations

0 Notifications

@ Sheath @ Waste @ Cytometer @ Loader
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En la tabla siguiente se describen las opciones de las preferencias de notificaciones.

Elemento Descripcién
Acquisition Module Alterna si se muestra la ventana emergente Save Changes (Guardar
(Mo6dulo Adquisicion) cambios) al cerrar un experimento, una hoja de trabajo y una

configuracion de usuario, asi como si se muestra un mensaje
de confirmacién al cancelar el asistente de experimentos.

Extra Tools Module Alterna si se muestran los cuadros de dialogo de instrucciones
(Médulo Herramientas en el médulo Extra Tools.

adicionales)

Window Sizes and Seleccione Restore Default (Restaurar predeterminado) para
Locations (Tamafios configurar los tamafios y ubicaciones de las ventanas emergentes
y ubicaciones de las en los valores predeterminados.

ventanas)

Preferencias de almacenamiento

La pestafia Storage (Almacenamiento) permite a los administradores configurar las ubicaciones
de almacenamiento predeterminadas para los archivos FCS de experimentos y los archivos FCS
de configuracion. Esta opcion esta disponible solo para los administradores.

B NOTA: No mueva los archivos almacenados en estas carpetas.

- @ r ”
preferenﬂes Storae OC & Setup  Acquisbion  Workiiss  Exira Tooks
FCS File Foldes m 43 Restors Default Preferances.
sl FCS Files we Mame .. Groug y ded i
Woriist Report Expert Falder , ' =

(A}

Storage

| D

@ Sheath @ Waste @ Cyrometer @ Loader
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En la tabla siguiente se describen las opciones de las preferencias de almacenamiento.

Elemento

Descripcion

FCS Files Folder (Carpeta
de archivos FCS)

Selecciona la carpeta donde se guardan los archivos FCS.
Aqui se almacenan los archivos FCS de experimentos en los que
solo se adquirieron datos sin procesar, asi como los archivos FCS de
experimentos en los que se realizd la deconvolucion en tiempo real.
Para experimentos en los que se realiza la deconvolucién en tiempo
real, se guardan los archivos FCS sin procesar y deconvolucionados.
+ Puede seleccionar etiquetar archivos FCS con nombres de grupo
como prefijo. Tenga en cuenta que puede configurar el nombre
de grupo predeterminado en Acquisition preferences (Preferencias
de adquisicion).
* Puede seleccionar organizar las carpetas de archivos FCS por fecha.
Si no se selecciona, los archivos FCS se ordenan por nombre
de experimento, sin una carpeta parental que indique la fecha.
Si cambia la carpeta predeterminada donde se guardan los archivos
FCS y desea mover experimentos existentes a la carpeta especificada,
haga clic en Migrate Now (Migrar ahora).

Setup FCS Files Folder
(Carpeta de archivos
FCS de configuracion)

Selecciona la carpeta en la que se guardan los archivos FCS generados
por los procedimientos QC & Setup (CC y configuracién).

Preferencias de configuraciéon del CC

La pestafia QC Setup (Configuracién del CC) permite seleccionar los dias/meses de los informes de
CC que se mostraran en la seccion Reports (Informes) del menu Cytometer QC (CC del citémetro) del

modulo QC & Setup.

Preferences acsses

Display Daily QC Reports

ast 30 days

i ocasaw

= @ o= n L] o = e B
OC & 5etup  Acquitition  Workdess EstraTools  Library  Prefersnces Users  Help  Sagn Cut
%) Restore Default Preforences
@ shesth @ wise @ Cyrometer @ Losder
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Preferencias del citbmetro

il (O] U= 0 ] e & @ [

Preferences cpmee QC&Setup  Acquisiion  Worklist  ExtraTools  libiary  Prefeences  Users  Help  Sign Out

Default Carrier Type: o = A
n Manual Tub: -

T Workshe Fluidics

[ Repor [ Skips Fluighies Boost when Starting Acguisition for High and Medium Fiow Rates

[ Enable Bublile/Clog Detection

Cytometer Warm Up
3 Latisy [ Enable data collection during system warm up
B oo Sample Carrier Configuration
Narme Enable SIT Lift Distance  Default Loader Setting
[ Manual Tube 075
¥e 96U-Bottom @ 15 Default -
® s 36V-Bottom ] ur Default -
To 96 Flat-Bowom = 15 Defaul -
Cytomutar m
S Wy Munc 1.3ml 96 Deep = 15 Default -
- oyl L ] 15 Dafault -
oy Brand 1mlL 96 Desp = 15 Dafault =
B Brand 2iml 96 Deep = 5 Dafault -
i 40 Tube Rack ] 15

Default -

& sheath @ waste & Cytometer @ Loader

En la tabla siguiente se describen las opciones de las preferencias del citobmetro.

Elemento Descripcién

Default Carrier Type Le permite configurar un transportador como predeterminado.

(Tipo de transportador

predeterminado)

Fluidics (Sistema fluidico) Utilice las casillas de verificacion para configurar las
preferencias de impulso fluidico y deteccién de burbujas/
obstrucciones.

Cytometer Warmup Haga clic en la casilla de verificacion para activar la recogida

(Calentamiento del citdmetro) | de datos tras el calentamiento.

Sample Carrier Configuration Para cada tipo de transportador se puede seleccionar la opciéon

(Configuracion del predeterminada, de alta capacidad o de arrastre bajo.

transportador de muestras)
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Usuarios

Las cuentas de usuario se pueden gestionar en el médulo Users (Usuarios). La informacién de las
cuentas de usuario y el tiempo de uso se almacenan en este modulo.

Hay dos tipos de cuentas de usuario: SuperUsery User (Superusuario y Usuario). Solo los administradores
pueden gestionar cuentas de usuario.

Administracion de usuarios

Los administradores pueden agregar, quitar, modificar e inhabilitar cuentas de usuario desde
la pestafia User (Usuario). También se pueden cambiar/restablecer las contrasefias de usuario.
La pestafia User enumera todos los usuarios y muestra el tipo y el estado de cada uno.

= (2] 0= m - E ] C O ] &

OC & Setup  Acguiition  Worklist ExtraTools Lbwary  Preferences  Usess  Help  Sign Out

- User @ Add MNew
User Full Hame Role Status Email Phone Number Password

5 Lisg B adimin Agdmimistraton Administratorn Enabled

Ligwr User Usur Enabled

I

Sugeer Use Supt User Liser Enabled

Agregar una nueva cuenta de usuario

1 Haga clicen (¥) Add New (Agregar nuevo) en la pestafia User del médulo Users.
Esta opcidn esta disponible solo para los administradores.

User Account ID:  Cytek
Password: ssses

Confirm Password: sssee

Full Name:
User Type

O Administrator ) Operator
Account Status

® Enabled O Disabled
2 Introduzca una ID y una contrasefia de cuenta de usuario y después vuelva a introducir la
contrasefia para confirmarla.
La ID de cuenta de usuario aparece en el campo del nombre de usuario en la pestafa User.
3 (Opcional) Introduzca el nombre completo del usuario.

4 Seleccione el tipo de usuario: Administrator, SuperUser o User (Administrador, Superusuario
o0 Usuario).

5 Seleccione el estado del usuario: habilitado o inhabilitado.

6 Haga clic en Save (Guardar).
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Modificar una cuenta de usuario

1 Seleccione el usuario en la pestaia User (Usuario) del médulo Users (Usuarios) y después haga
clic Edit (Modificar).

/" Edit User

User Account ID:Cytek

Full Name:

User Type
© Administrator (8 Operator
Account Status

® Enabled O Disabled

2 Puede modificar o agregar un nombre de usuario. También puede cambiar el tipo de usuario
o el estado de la cuenta.

3 Haga clic en Save (Guardar).

Restablecer una contraseia de usuario

Un administrador puede cambiar su contrasefa o la de otro administrador o restablecer
la contrasefia de un operador.

1 Seleccione el usuario en la pestafia User del mddulo Users.

2 Haga clic en Reset Password (Restablecer contrasefa).

User Full Name Role Status Email Phone Number Password

&y User R B fdmin Administratar Administrator Enabled

= - y Uisar User User Enabled
Suger User St Lises Liser Enabiled
3 Se abre un cuadro de didlogo que muestra la nueva contrasefia.

4 Anote la contrasefia y haga clic en OK (Aceptar).

Quitar una cuenta de usuario

Para quitar una cuenta de usuario, seleccione el usuario en la pestafia User del médulo Users
y después haga clic en Remove (Quitar). Al quitar una cuenta de usuario se elimina toda la
informacion de la cuenta y los datos adquiridos por ese usuario. Los archivos FCS guardados
por el usuario se conservan.

88 | NL-CLC Manual del usuario



Tiempo de uso

Seleccione la pestafia Use Time (Tiempo de uso) del modulo Users (Usuarios).

Use Time muestra el tiempo (duracion) total de uso diario, semanal o mensual y el nUmero de
sesiones que cada usuario tiene en el sistema. Seleccione Admin, User o SuperUser (Administrador,
Usuario o Superusuario) para ver y exportar los tiempos de uso de la cuenta de usuario
correspondiente.

[ O] o= ~ L] ke = @ B

Users L Tire: OC & Setup  Acguisibon  Worklist  ExtraTools  Libfary  Preferences-  Users  Help  Sign Cut

a4 Select Uses(z) to Export Weekly Manthly Al T Export Al

¢| U dind B User User Full Name Day Duration Session Count

- R Admin Super Usar Supr Uses 202%-08.12 20 1
2 B User Admin Administrator 2021-08-12 36

& Super User User Uses 2021-08-12 25 1

Admin administrator 2021-08-11 24h 59m 245

Para ver las sesiones de conexion individuales de cada dia, seleccione Login Sessions (Sesiones de
conexion). Seleccione Admin, User o SuperUser para ver y exportar las sesiones de inicio de la cuenta
de usuario correspondiente. Se muestran las horas de inicio y cierre de cada sesién, asi como la
duracion de la sesion. Los administradores pueden gestionar la lista de sesiones de conexion
eliminando todas las sesiones anteriores a una fecha concreta. Para eliminar sesiones, haga clic en
Manage Use Time (Administrar tiempo de uso), seleccione la fecha y haga clic en Delete (Eliminar).

Uz mo 8 = e B

USers s tme s pcquisiton  Worklist  ExtraTools  library  Preferences  Users  Hsip  Sign Cut

Select Uses(s} to Export m Weskly  Monthly Al T Export Al

B User User Full Name Day Duration Session Count

®  UseTime

- s Adrmin Super User Supr User 2021-08-12 20s 1

>N 1 is B User Admin Administrator 2021-08-12 36s

& Super User User User 2021-08-12 25¢ 1

Admin Administrator 2021-06-11 24h 59m 245

Los administradores pueden exportar el tiempo de uso y las sesiones de inicio diarias, semanales
y mensuales a archivos .csv seleccionando el usuario o usuarios y las fechas de las sesiones

y haciendo clic en Export (Exportar) o seleccionando Admin, User o SuperUser y haciendo clic en
Export All (Exportar todo) para exportar todos los tiempos de uso o sesiones de inicio.

Funcién de usuario

Los administradores pueden modificar los privilegios de las funciones de usuario y superusuario.
Los administradores también pueden crear y modificar nuevas funciones de usuario personalizadas.
Los privilegios de administrador no se pueden modificar.
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Modificar una funcién de usuario

1 Seleccione User Role (Funcion de usuario) en la pestafia Users (Usuarios) y después seleccione
el nombre (funcién) de usuario que desea modificar.

Las funciones (y nombres) de usuario predeterminadas son Administrator, SuperUsery User.
La funcion Administrator no se puede modificar.

2 Haga clic en Edit (Modificar) para modificar la funcién de usuario.

3 Modifique los privilegios de la funcién de usuario y después haga clic en Save (Guardar).

Véase “Privilegios de la funcién de usuario” en la seccién siguiente.

/" Edit User Role

Role Name:  Administrator
Base Type: Administrator

Description:

Privileges

Instrument Control:

Documents:

4 Sidesea restaurar los privilegios de la funcién de usuario a los valores predeterminados,
haga clic en Restore Default (Restaurar predeterminado) en la ventana Edit User Role (Modificar

funcién de usuario).

Privilegios de la funcién de usuario

La siguiente tabla muestra los privilegios de los tres tipos de usuario predeterminados
(Administrator, SuperUser 'y User) (Administrador, Superusuario y Usuario). Los administradores
pueden modificar los privilegios del superusuario y del usuario. Los privilegios de administrador

no se pueden modificar.

Privilegios

Usuario

Superusuario

Administrador

Instrument Control (Control del instrumento)

(Personalizar parametros [tipos de sefial])

Gains of Fluorescent Channels (Ganancias v v
de los canales de fluorescencia)
Customize parameters (signal types) 4 4
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Privilegios Usuario Superusuario | Administrador

Window extension (Extension de ventana) v v
Area scaling factors (Factores de escala v v v
de area)
Change laser delay (Cambiar retardo entre v v
laseres)
Can enable data collection during warm up v v

(Puede permitir la recogida de datos durante
el calentamiento) (preferencia del citbmetro)

Library Documents (Documentos de la biblioteca)

Manage QC bead lot (Administrar el lote v v
de microesferas de CC)

Create fluorescent tags (Crear marcadores v v v
fluorescentes)

Create label (Crear etiqueta) v v v
Create reference controls (Crear controles v v v
de referencia)

User Management (Administracion de usuarios)

Manage users (Administrar usuarios) v v
Manage all user types (Administrar todos los v
tipos de usuario)

Create user role (Crear funcién de usuario) v

Creacion de una funcion de usuario

Los administradores pueden crear nuevas funciones de usuario basadas en los privilegios de las
tres funciones predeterminadas.

1 Seleccione User Role (Funcion de usuario) en la pestafia Users (Usuarios).
2 Haga clic en New (Nueva).
3 Introduzca un nombre para la nueva funcién de usuario.

4 Seleccione el tipo basico para la nueva funcién. Los tipos basicos son Administrator, SuperUser
y User (Administrador, Superusuario y Usuario).

La nueva funcion puede tener los mismos privilegios que el tipo basico seleccionado. Puede
quitar algunos privilegios, pero no puede conceder mas privilegios de los que tiene el tipo
basico. Por ejemplo, si desea que la nueva funcién de usuario administre la informacion

de lotes de microesferas de CC, seleccione Superusuario como tipo basico, ya que el tipo basico
Usuario no tiene ese privilegio.
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/' Create User Role

Role Name:  LabSupervisor

Base Type: Administrator -

Description:  Type a description...

Privileges
Instrument Control: Gains of Fluorescent Channels Customize Parameters (Signal Types)
Window Extension Area Scaling Factors
Change Laser Delay Can enable data collection during warm up
Documents: Manage QC Bead Lot Create Fluorescent Tag
Create Label Create Reference Control
Manage User Manage All User Types

Create User Role

5 (Opcional) Introduzca una descripcién.
6 Haga clic en Save (Guardar).

La nueva funcion de usuario aparece en la lista Role Name (Nombre de la funcion).
Eliminar una funcién de usuario

Los administradores pueden eliminar una funcién de usuario personalizada.

1 Seleccione User Role (Funcién de usuario) en la pestafia Users (Usuarios).
2 Haga clic en Delete (Eliminar).

3 Haga clic en Delete para confirmar la eliminacion.

92 | NL-CLC Manual del usuario



Politica de usuario

Los administradores pueden configurar directivas generales de seguridad de contrasefias e inicio
de sesion.

1

Seleccione User Policy (Directivas de usuario) en la pestafia Users para mostrar las directivas
de usuario.

USEers  user poiy

i Password

Expires After. Never ~ day(s)

ag  UserRole Can Be Reused After. 0 = dayls)
as  User Policy Password Strength: O Strong O Medium @ Weak
Legin

Maximum Login Attempts: Never

The user account will automatically be locked
attempts. An Admin will
be required to unlock the account.

If Inactive, Automatically Logout After  Never + minute(s) ~

O Change Default Password When Login Mext Time

& Enable Login Username Typing Prompt

Seleccione lo siguiente:

Cuando y si las contrasefias caducan.
Cuando y si se pueden volver a utilizar las contrasefias.
Password Strength (Seguridad de la contrasefia).

- Strong (Segura) es de 8 a 20 caracteres con letras mayusculas y minusculas, al menos
un numero y al menos un caracter especial.

- Medium (Mediana) es de 6 a 20 caracteres con letras y niumeros.

- Weak (No segura) no tiene restricciones.

Cuando y si falla un nimero maximo de intentos de inicio de sesion (los usuarios quedan
bloqueados de SpectroFlo después de alcanzar el nimero seleccionado de intentos de inicio
de sesién fallidos).

Cuando y si se cierra automaticamente la sesion de los usuarios si estan inactivos durante
el tiempo seleccionado (de 1 minuto a 45 horas, en diversos incrementos).

Change Default Password When Login Next Time (Cambiar contrasefia predeterminada la
proxima vez que inicie sesion): si se ha configurado la contrasefia predeterminada Rainbow,
se pedira al usuario que cree una nueva contrasefia.

Enable Login Username Typing Prompt (Activar el mensaje de introducciéon del nombre de
usuario al inicio de sesién): al comenzar a escribir en el inicio de sesidn, aparece una lista
de nombres de usuario con caracteres coincidentes.
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7

Deconvolucion y compensacion

Deconvolucion espectral

La deconvolucién espectral es un concepto importante para comprender como se generan
y analizan los datos utilizando el citdmetro de flujo NL-CLC con el software SpectroFlo.

La deconvolucién espectral se utiliza para identificar la sefial de fluorescencia de cada
fluorocromo utilizado en un experimento determinado.

Comprender la citometria de flujo espectral

Debido a que los fluorocromos emiten luz en un intervalo de longitudes de onda, por lo general
se utilizan filtros opticos para limitar el intervalo de frecuencias medidas por un detector
determinado. Sin embargo, cuando se utilizan dos o mas fluorocromos, la superposicion de los
intervalos de longitud de onda a menudo hace imposible que los filtros 6pticos aislen la luz de

un fluorocromo determinado. Como resultado, la luz emitida por un fluorocromo aparece en un
detector no primario (un detector destinado a otro fluorocromo). Esto se denomina contaminacion
espectral. En citometria de flujo convencional, la contaminacion espectral se puede corregir
mediante un calculo matematico llamado compensacion. Se deben adquirir controles de tincion
Unica para calcular la cantidad de contaminacién espectral en cada uno de los detectores no
primarios.

La capacidad de medir el espectro de emisién completo de un fluorocromo permite que el sistema
utilice un método diferente para aislar la sefial deseada de la sefial no deseada. La clave para
diferenciar los diferentes fluorocromos es que tengan patrones o firmas diferentes en todo

el espectro. Debido a que el sistema esta detectando el intervalo completo de emisién de un
determinado fluorocromo, y no solo la emision maxima, dos colorantes con una emision similar
pero diferentes firmas espectrales se pueden distinguir entre si. El método matematico para
diferenciar las sefiales de varios fluorocromos/colorantes se denomina deconvolucion espectral
y da como resultado una matriz de deconvolucién que se aplica a los datos. Aunque no es
matematicamente idéntico a la compensacién convencional, el principio general es el mismo.

Al igual que para la compensacion, siguen siendo necesarios los controles de tincién unica,
identificados en el software SpectroFlo como controles de referencia, ya que proporcionan

la informacién de todo el espectro de fluorescencia necesaria para realizar la deconvolucion
espectral.

Una ventaja de la deconvolucion es la capacidad de extraer la autofluorescencia de una muestra
y tratarla como un parametro diferente. Esto es especialmente Util cuando se realizan analisis con
particulas que tienen una autofluorescencia elevada y para las que ese fondo elevado afecta a la
resolucion de las sefiales fluorescentes. Por experimento, se puede definir un control sin tefir

o varios controles sin tefiir (uno por grupo), dependiendo de si las muestras multicolores tienen
las mismas o diferentes firmas de autofluorescencia.
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En la figura siguiente a la izquierda, los graficos espectrales de un visor de espectro convencional
muestran una gran superposicion entre los espectros de emision maximos Qdot 705y BV711. A la
derecha, los graficos espectrales del NL-CLC muestran firmas diferenciadas para Qdot 705y BV711.

Flujos de trabajo de deconvoluciéon

Perspectiva general de la deconvolucion

Hay tres flujos de trabajo de deconvolucion disponibles en el software SpectroFlo: dos en el
modulo Acquisition (Adquisicion) y uno en el modulo Extra Tools (Herramientas adicionales):

+ Deconvolucion en tiempo real durante la adquisicion.
« Deconvolucion posterior a la adquisicion (en el médulo Acquisition).
« Deconvolucion posterior a la adquisicion (en el médulo Extra Tools).

Cuando los datos se adquieren con deconvolucion en tiempo real, las referencias se adquieren
como datos sin procesar, ya sea en el experimento como parte del grupo de referencia, o bien
previamente adquiridos en el modulo QC & Setup (CCy configuracién) como controles de referencia.
Las referencias para todos los marcadores fluorescentes utilizados en un experimento determinado
deben estar presentes en el sistema para que se produzca la deconvolucién en tiempo real de
muestras multicolores. La funcion de deconvolucion en tiempo real le permite visualizar datos
deconvolucionados durante la adquisicion.

Controles de referencia para la deconvolucion

Dependiendo de cuando deconvolucione los datos, utilizara los siguientes controles para
la deconvolucion.

Deconvolucion Controles de referencia

Deconvolucién en tiempo real | Controles de referencia procesados en el experimento
o controles de referencia procesados en QC & Setup.

Deconvolucién posterior Controles de referencia procesados en el experimento
a la adquisicion en el médulo | o controles de referencia procesados en QC & Setup.
Acquisition

Deconvolucién posterior Cualquier archivo FCS de muestras procesadas en cualquier
a la adquisicion en el médulo | experimento.
Extra Tools
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Las muestras multicolores se pueden adquirir como datos sin procesar y también deconvolucionarlas
después de la adquisicion. Esto se puede hacer en el médulo Acquisition o en el modulo Extra Tools.

Flujos de trabajo de deconvolucién

/ N

DECONVOLUCION EN TIEMPO REAL DECONVOLUCION POSTERIOR A LA ADQUISICION

En el médulo de adquisicion / \

In Extra Tools Module

Adquiera todos los controles de referencia En el médulo de adquisiciéon
(en el experimento o en CCy configuracién). Adquiera todos los controles Los controles de referencia y las muestras
l de referencia y muestras. se adquirieron previamente (archivos FCS).
[Es posible que los controles de referencia
H I Unmix (D luci i no se hayan procesado como tales o que
aga clic en Unmix (Deconvolucionar) no todos estén en el mismo experimento].
5 ] a8 F . .
SRS ’ Haga clic en Unmix i
5 ] a8 s
l . : Haga clic en Spectral Unmixing
(Deconvolucién espectral)
Compruebe Autofluorescence i Extra ToOlS specm iy

Extraction (Extraccion de =
autofluorescencia), si lo desea; Compruebe Autofluorescence Fomcin Uuiniuing
ajuste las ventanas de adquisicién Extraction (Extraccion de :
en los gréficos FSC frente a SSC, autofluorescencia), si lo desea;
de histograma y espectrales. ajuste las ventanas de adquisicion i
en los graficos FSC frente a SSC,
i de histograma y espectrales. Importe archivos FCS. Designe tipos de
muestras y marcadores fluorescentes
Haga clic en Live Unmix i para muestras con tincién Unica.

(Deconvolucién en tiempo real) i
Haga clic en Create New Unmixed

A T — : - Experiment (Crear experimento nuevo Ajuste las ventanas de adquisicion
deconvolucionado) en los gréaficos FSC frente a SSC,

i de histograma y espectrales.

Adquiera muestras en una hoja de l l

trabajo deconvolucionada. Se guardan los
archivos FCS tanto sin procesar como
deconvolucionados.

| Haga clic en Unmix /2. Unmix

Se crea automaticamente un experimento
nuevo de analisis. Solo se guardan los
archivos FCS deconvolucionados. El archivo Solo se guardan los archivos
de datos sin procesar se guarda en el FCS deconvolucionados.
experimento original.

Controles negativos/sin tefir

Ademas de los controles de referencia positivos necesarios para la deconvolucidn espectral,
también es necesario un control sin tefir para evaluar la autofluorescencia. El control sin tefir
tiene que ser del mismo tipo y estar preparado de la misma manera que las muestras, ya que esto
garantizara una deconvolucién y una extraccion de autofluorescencia precisas, si se desea. Lo ideal
es que los controles de referencia, el control negativo y las muestras sean todos del mismo tipo
de muestra y se preparen de la misma manera.

Ademas de evaluar la autofluorescencia, hay que determinar también la contaminacién espectral
de la fluorescencia. Para corregir la contaminacion espectral, se puede utilizar el control de auto-

fluorescencia sin tefiir si coincide con el tipo de muestra y de control de referencia. Sin embargo,
si los controles de referencia no coinciden con el tipo de muestra y no contienen una poblacién
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negativa en cada tubo (solo tienen picos positivos), debe utilizar un control de contaminacion
espectral independiente sin tefiir que coincida con el tipo de control de referencia.

Controles

controles de referencia (pueden ser microesferas o células)

Muestra . e , )
control de autofluorescencia sin tefiir (tienen que ser células con las mismas

Células ——> caracteristicas que las muestras)

control de contaminacién espectral sin tefiir (pueden ser microesferas o células,
tienen que coincidir con los controles de referencia)

Deconvoluciéon en tiempo real

Las muestras se pueden deconvolucionar durante la adquisicién. La deconvolucién en tiempo real
se puede realizar con el grupo de referencia adquirido durante el experimento, los controles de
referencia (procesados durante QC & Setup [CCy configuracion] y almacenados en el sistema) o una
combinacién de ambos.

Para cada tubo de muestra que se deconvoluciona en tiempo real, se generan dos archivos FCS,
uno compuesto de datos sin procesar y otro compuesto de datos deconvolucionados.

Los datos deconvolucionados en tiempo real se pueden analizar en hojas de trabajo para datos
deconvolucionados en el médulo Acquisition (Adquisicién). Las hojas de trabajo para datos
deconvolucionados son diferentes de las hojas de trabajo sin procesar, ya que solo muestran
informacion de fluorescencia clasificada en los marcadores fluorescentes definidos para cada
uno de los experimentos.

Para realizar la deconvolucién en tiempo real

1 Cree un experimento nuevo con marcadores fluorescentes definidos. Cree un grupo de
referencia en el experimento con los marcadores fluorescentes, si hay alguno que no se haya
almacenado ya como control de referencia. Véase “Creacion de un experimento nuevo” en la
pagina 56 para obtener mas datos.
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2 Para ver los datos de los tubos de controles de referencia, aseglrese de que CytekAssaySetting
esté seleccionado y después haga clic en Start (Iniciar). Si es necesario, utilice los Instrument
Controls (Controles del instrumento) para ajustar la configuracion de modo que todos los
eventos se encuentren a escala. Vea todos los controles, asi como el tubo multicolor, y realice
los ajustes necesarios en el instrumento para asegurarse de que las poblaciones estén a escala
antes de empezar a grabar.

Para modificar los criterios de adquisicion, haga clic en Edit (Modificar) al nivel del experimento
y seleccione la pestafia Acquisition (Adquisicion). O bien, para modificar las propiedades de un
solo tubo, haga clic con el botén derecho del ratdn en un tubo y seleccione Tube Properties
(Propiedades del tubo).

B NOTA: Tenga en cuenta que cuantos mas eventos adquiera, mas tiempo tardara
en deconvolucionar los datos.

3 Haga clic en Record (Grabar) cuando esté listo para iniciar la adquisicién. La adquisicion
se detiene cuando se cumple el primer criterio de parada.

B NOTA: Si es necesario, puede hacer una pausa para cambiar el volumen de adquisicion.

4 Una vez adquiridos todos los controles de referencia, haga clic en Unmix (Deconvolucionar)
en la barra de herramientas superior izquierda.

5 Paralos controles sin tefiir recomendamos seleccionar Use Control from Experiment (Usar control
del experimento) si realiza la deconvolucién con los controles que adquirié en el experimento.

6 Sies necesario, para los controles tefiidos, seleccione Use Control from Library (Usar control
de la biblioteca) si realiza la deconvolucion con los controles de referencia procesados en
QC & Setup (CCy configuracion).

Aparecen marcas de verificacion para los controles procedentes de QC & Setup. La casilla de
verificacion solo esta activa si los controles de referencia para esos marcadores fluorescentes
ya se han guardado con los controles de referencia del médulo QC & Setup.

2\ Unmix Experiment

Select Controls |dentify Positive/Megative Populations

UNSTAINED CONTROLS
Use Control from Library

® Use Control from Experiment Reference Group - Unstained (Cells)

Name Control Type
Reference Group - Unstained (Cells) Calls
STAINED CONTROLS
1 From Library Fluorescent Tag Control Unstained Generic
18 FITC FITC (Cells) b =
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100 |

7 Haga clic en Next (Siguiente).

8 Utilice la pestafia Identify Positive/Negative Populations (Identificar poblaciones positivas/

negativas) para incluir las poblaciones positivas y negativas para cada marcador fluorescente
en la ventana de adquisicién adecuada.

Solo se muestran los graficos de datos de las muestras adquiridas, no de los controles de
referencia que haya elegido utilizar de la biblioteca.

B NOTA: Si necesita configurar el eje FSC o SSC en una escala logaritmica, seleccione la casilla

de verificacion Log (Logaritmico).

M Unmix Experiment

Select Controls

Control

FITC (Cells)
Alexa 532 (Cells)
PE (Cells)

PE-Cy7 (Cells)

Control Type
Single Stained
Single Stained
Single Stained

Single Stained

Identify Positive/Negative Populations

Fluorescent Tag
FITC

Alexa 532

PE

PE-Cy7

QC Controls

[J FSC Log [ 55C Log
O [m]
0 =]
O O
O (m]

FITC (Cells) P1

3.0M

2 20m

a. Mueva la ventana de adquisicion poligonal del grafico FSC frente a SSC situado a la izquierda
para incluir una poblacion de eventos individuales. Mantenga presionada la tecla Ctrl para
mover todas las ventanas de adquisicion poligonales a la vez.

b. Mueva la ventana de adquisicion del intervalo positivo del histograma para incluir la
poblacién tefiida positivamente. Mueva la ventana de adquisicion del intervalo negativo
para incluir la poblacion negativa.

c. Mueva la ventana de adquisicion del intervalo del grafico espectral situado a la derecha para
seleccionar el canal que muestre la intensidad de fluorescencia mas brillante. Este es el

canal de emision maxima para el marcador fluorescente.

B NOTA: Si uno de los controles es dudoso o no contiene suficientes datos, puede volver
a adquirirlo o agregarle mas datos y después deconvolucionar de nuevo.

A\ Unmix Experiment

Select Controls

Cantrol

FITC (Cells)

PE (Cells)

PE-Cy7 (Cells)

APC (Celis)

Alexa Fluor 700 (Cells)

APC-Fire 750 (Cells)

Reference Group - Unstainad (Cels)

Identify Positive/Negative Populations

Control Type
Single Stained
Single Stained
Single Stained
Single Stained
Single Stained
Single Stained
Single Stained

Unstained

0c Controls

Fluorescent Tag
FITC

Aleva 532

3

PE-CyT

APC

Alexa Fluor 700
APC-Fire 750

L2
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9

(Opcional) Para ver como se comparan los controles de referencia procesados en el
experimento con los controles de referencia del punto de referencia, haga clic en Next
(Siguiente).

B NOTA: Para obtener informacién sobre la creaciéon de puntos de referencia, véase “Establecer
controles de referencia como puntos de referencia para el CC de los controles de referencia” en
la pagina 40.

Dos opciones le permiten ver como se comparan los dos controles de referencia: Spectral Profile
(perfil espectral) y Similarity™ Matrix (matriz de similitud).

Spectral Profile (Perfil espectral) muestra el espectro de emision de los controles de deconvolucion
frente a los espectros de referencia designados por el usuario. Los espectros de control de
referencia del punto de referencia aparecen en rojo y los controles de referencia aparecen
en negro.

A la derecha de los graficos aparece un indice de similitud. Un valor mas proximo a 1 indica
firmas espectrales similares, mientras que un valor mas préximo a 0 indica firmas espectrales
gue no son similares. Para su comparacién con los puntos de referencia, el valor debe ser
proximo a 1. Si el valor es inferior a 0,97, se marcara con un simbolo de advertencia amarillo.
Esto indica un desajuste de los espectros de control de deconvolucién con los espectros de
referencia. Si el indice de similitud cae por debajo de este valor, es imprescindible verificar
el control de deconvolucién frente a los espectros de referencia facilitados en la guia de
fluorocromos que se encuentra en el menu Help (Ayuda). Véase «Similarity™ Matrix (Matriz de
similitud)» en la seccién siguiente.

El indice de similitud también se puede utilizar para visualizar y comparar las firmas
espectrales completas de dos colorantes cualesquiera. Los colorantes con firmas espectrales
similares pueden ser dificiles de diferenciar. En este caso, es mejor utilizar colorantes con
un indice de similitud <0,98. Véase spectrum.cytekbio.com para obtener un instrumento

de visualizacion del espectro completo.
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spectrum.cytekbio.com

Si no se establece un control de punto de referencia para un colorante concreto, ese grafico
solo mostrara una linea negra que represente el espectro del control de deconvolucion.
El indice de similitud mostrara N/A.

A Unmix Experiment

Select Controls Identify Positive/Negative Populations  QC Controfs

Select a Control to View

Available Controls
FITC

Spectral Profile

H

E £
L
S N S S
Hh‘e-“-‘]

Similarity Index: 0.95518

BB
S S S S

2

4

|
|
/] T Similarity Index: N/A

O =teyy Lo L S e

P LOPELLLPOIIIIPP SO

«  Similarity™ Matrix (Matriz de similitud) muestra una matriz de indices de similitud y un valor
del indice de complejidad.
Haga clic en View Similarity Index (Ver indice de similitud) encima de la matriz para mostrar
los indices de cada colorante. La Similarity™ Matrix (Matriz de similitud) mostrara el indice
de similitud de cada colorante frente a si mismo y a todos los demas colorantes que se van
a deconvolucionar en el experimento.
El indice de complejidad es una medida de lo distinguibles que son entre si una coleccién
de firmas espectrales cuando se deconvolucionan conjuntamente. Se calcula examinando
la proporcion del indice de similitud de la peor combinacion de firmas de superposicion
espectral con respecto a la mejor combinacion de firmas de superposicion espectral.
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A Unmix Experiment

Select Controls Identify Positive/Negative Populations QC Controls

Select a Control to View Hide Similarity Index

Available Controls

Rlo i % 288

E & G R | R

W  Spectral Profile E e g E

< gy

o AT, 4 e Y

% Similarity Matrix 3 =

<
FITC 02 001 o 0 om
Alexa 532 [+ 0

08| 1 -o,oz 0
PE 02 ."ﬁ 002 001 0 001

PE-Cy7 001 002 002 14| 002 007 0.18

APC 0 0 001 0028

Alexa Fluor 700 0 o o 007 E 1

APC-Fire 750 001 0 001 018 036 037 B9

016

037

Complexity Index: 277

10 Haga clic en Live Unmix (Deconvolucién en tiempo real).

i@ Create New Unmixed Experiment m

11 El asistente se cierray vuelve a aparecer el experimento. El grupo de referencia tiene ahora
el icono deconvolucionado a la izquierda del tubo o tubos. Seleccione una hoja de trabajo
de datos deconvolucionados para ver los datos deconvolucionados.

Acq U iSitiOﬂ Experiment

B *7C Demo Panel 20190826 ® 7¢ @ Default Raw Worksheet &
a 5 ] Fa Fral @ .
@ ¥ |d
L Save Save As Edit Unmix e" a‘ o [l L
o
B ' Tube Group w  Collapse All All Events
H B Reference Group ]
+ [B Group 001
B Tube oot i
= B Tube 002 .
2 20M-
1‘““" D
P

12 Seleccione el tubo de muestra que desee adquirir. La flecha verde indica que el tubo esta
seleccionado.
Haga clic en Start (Iniciar) y después en Record (Grabar).
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Utilice My Experiments (Mis experimentos) para abrir experimentos que haya ejecutado si desea
revisar los datos o adquirir mas muestras.

ACqUIStiON  periment

i Select an experiment
.? Default
m + I

Los archivos FCS se almacenan en la carpeta Export (Exportar) de forma predeterminada, o en
la carpeta que establezca como predeterminada. Véase “Preferencias de almacenamiento” en la
pagina 84 para obtener informacién. Los archivos FCS para datos deconvolucionados en
tiempo real se guardan como datos sin procesar y datos deconvolucionados.

Andlisis de datos sin conexion

Para analizar datos sin conexion, puede hacer clic en My Experiments, seleccionar los experimentos
que desea exportar, hacer clic con el boton derecho del ratén y seleccionar Export. Esto exportara
todo el experimento como un archivo ZIP con todos los archivos FCSy las plantillas de hoja

de trabajo contenidos en su interior. Este experimento se puede importar a otras copias del
software SpectroFlo, o descomprimirse para acceder a los archivos FCS para su analisis
utilizando otro software de analisis.

Deconvolucién posterior a la adquisicién

Las muestras se pueden adquirir como datos sin procesar y después deconvolucionarlas una vez
finalizada la adquisicion. Esto se puede hacer por dos métodos:

« Deconvolucién posterior a la adquisicion en el médulo Acquisition (Adquisicion,
véase a continuacion).

« Deconvolucién posterior a la adquisicion en el mddulo Extra Tools (Herramientas adicionales,
véase la pagina 106).
Deconvolucion posterior a la adquisicion en el médulo Acquisition

El asistente de deconvolucion del médulo Acquisition limita los controles de referencia a los
procedentes del grupo de referencia en el experimento o a los controles de referencia procesados
en QC & Setup (CCy configuracién).

Para realizar la deconvolucion posterior a la adquisicién en el mdédulo Acquisition, realice el mismo
flujo de trabajo que en la deconvolucion en tiempo real, excepto lo siguiente:

1 Adquiera todos los tubos de control de referencia y los tubos de muestra antes de seleccionar
el boton Unmix (Deconvolucionar) en el recuadro superior izquierdo.

2 Examine los graficos espectrales haciendo lo siguiente, si es necesario:

a. Mueva la ventana de adquisicion poligonal del grafico FSC frente a SSC situado a la izquierda
para incluir una poblacion de eventos individuales. Mantenga presionada la tecla Ctrl para
mover todas las ventanas de adquisicion poligonales a la vez.
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b. Mueva la ventana de adquisicion del intervalo positivo del histograma para incluir la
poblacién tefiida positivamente. Mueva la ventana de adquisicion del intervalo negativo
para incluir la poblacion negativa.

¢. Mueva la ventana de adquisicion del intervalo del grafico espectral situado a la derecha para
seleccionar el canal que muestre la intensidad de fluorescencia mas brillante. Este es el
canal de emision maxima para el marcador fluorescente.

A Unmix Experiment

Select Controls

Control

FITC (Cells)

Alexa 532 (Cells)

PE (Cells)

PE-CyT (Cells)

APC (Cells)

Identify Positive/Negative Populations

Alexa Fluor 700 (Cells)

APC-Fire 750 (il

Control Type
Single Stainad
Single Stained
Single Stained
Single Stained
Single Stained
Single Stained

Single Stained

Reference Group - Unstained (Calls) Unstained

Flusrescent Tag
FITC

Alexa 332

PE

PE-CYT

APC

Alexa Fluor 700
APC-Fire 750

N

QC Controls

[1FSClog [ S5C Log
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3 Haga clic en Create New Unmixed Experiment (Crear experimento nuevo deconvolucionado).

Se abre un experimento nuevo con una nueva hoja de trabajo para datos deconvolucionados.

Utilice My Experiments (Mis experimentos) para abrir experimentos que haya procesado,
si desea revisar los datos o adquirir mas muestras.

ACC] U [ S |'t]On Experiment

I Create New Unmixed Experiment

)

Select an experiment

Default

New

Template

Import

Los archivos FCS se almacenan en la carpeta Export (Exportar) de forma predeterminada,

o en la carpeta que establezca como predeterminada. Véase “Preferencias de almacenamiento”
en la pagina 84 para obtener informacion. Los archivos FCS para datos deconvolucionados
posteriores a la adquisicion se guardan solo como datos deconvolucionados.
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Deconvolucion posterior a la adquisicion en el médulo Extra Tools (Herramientas adicionales)

Al realizar la deconvolucién posterior a la adquisicion en el modulo Extra Tools, puede elegir
qué archivos FCS se van a deconvolucionar (por ejemplo, controles procedentes de diferentes
experimentos, controles de referencia procesados durante QC & Setup [CC y configuracion]

o controles de tincién Unica que no se procesaron como parte del grupo de referencia).

Los archivos FCS se pueden designar en tres categorias:
« Single Stained (Tincion unica)

* Unstained (Sin tefir)

*  Sample (Muestra)

B NOTA: Debe haber al menos un archivo FCS con datos de tincién Unica y un archivo FCS con
datos sin tefiir en la lista de archivos. De lo contrario, no se puede realizar la deconvolucién.

B NOTA: Los parametros deben coincidir para que esto funcione.

Ademas, los archivos FCS sin procesar también se pueden compensar de forma convencional en
este mddulo a través de la pestafia Virtual Filters (Filtros virtuales). Esta funcién puede simular la
presencia de filtros y puede compensar los datos mediante métodos de compensacion
convencionales (véase “Virtual Filters (Filtros virtuales)” en la pagina 110).

Para deconvolucionar archivos de datos sin procesar:

1 Seleccione Spectral Unmixing (Deconvolucion espectral) en el médulo Extra Tools.

2 Haga clic en Import (Importar) para importar archivos FCS sin procesar para su deconvolucion.

Extra TOO’S Spectral Unmixing

£ Spectral Unmixing Spectral Unmixing
#  Import @ Delete @ Clear All b Show Plots
FCS File Type Fluorescent Tag Label O Universal Negative
Reference Group_Alexa Fluor 488 (Cells  Single Stained « Alexa Fluor 483 + D14 O
Reference Group_Alexa Fluor 532 (Cells  Single Stained » Alexa Fluor 532 + CD3 a

3 Seleccione los archivos. Seleccione varios archivos con la tecla Mayus o Ctrl. Haga clic en Open
(Abrir).
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4 Alimportar, aparece un cuadro de didlogo sobre el modo de asignar tipos de muestras. Lea las
instrucciones y haga clic en OK (Aceptar).

@ Assign Sample Types

Please select:
1. For each FCS file, the type of sample: singled stained control, unstained
or sample.
2. For the single stained controls:
a. the fluorescent tag.
b. "Universal Negative" if negative population is to be defined from
unstained tube

Once selection is completed, please click on "Show Plots”.

[0 Don't show this message again!

5 Unavezimportados los archivos FCS, seleccione el tipo de muestra para cada archivo FCS como
Single Stained, Unstained o Sample (Tincidn Unica, Sin tefiir o Muestra). El software designara
automaticamente el tipo en funcion del nombre del archivo. Puede modificarlos manualmente
si la designacion automatica es incorrecta.

Extra Tools

S0 Spectral Unmixing Spectral Unmixing

& Virtual Filters #*  Import @ Delete © Clearall B Show Plots
FCS File Type Fluorescent Tag Label O Universal Negative
Reference Group - FITC (Beads) Single Stained - - O
Reference Group - PE (Beads) Single Stained - - O
Reference Group - PerCP {Beads) Single Stained - - O
Reference Group - Unstained (Beads)_L| Unstained - - O
Group_001 - MixedBeads Sample W - | m}

6 Los archivos FCS designados como de tincién Unica requeriran una designacion de marcador
fluorescente para especificar qué espectro de referencia se ofrecera para la deconvolucion.

EXTI’B TOO | S Spectral Unmixing

o Spectral Unmixing Spectral Unmi)ﬁng

@ Virtual Filters & Import @ Delete @ dlear Al B show Plots
FCS File Type Fluorescent Tag Label [ Universal Negatiy
Reference Group - FITC (Beads) Single Stained | FITC - o
Reference Group - PE (Beads) Single Stained ~ | PE - (m]
Reference Group - PerCP (Beads) Single Stained w | PerCP v ]
Reference Group - Unstained (Beads)_L  Unstained - b i O
Group_001 - MixedBeads Sample - - O
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7 Introduzca una etiqueta para cada control de tincién Unica y cada muestra.

Extra Tools ac gess

SO Spectral Unmixing Spectral Unmixing
tual Filte #*  Import © Delete @ Clear All 5 Show Plots
FCS File Type Fluorescent Tag Label ) Universal Negative
Reference Group - FITC (Beads) Single Stained ~ FITC ~| CD4 (]
Reference Group - PE (Beads) Single Stained ~ PE ~| CD8 (]
Reference Group - PerCP {Beads) Single Stained * PerCP »| CD3 m]
Reference Group - Unstained (Beads)_L l:instained ; - 7 7 a
Group_001 - MixedBeads Sample - - 74!3/3 ‘[ a

8 Seleccione Universal Negative (Negativo universal) para archivos FCS de tincién Unica que no
contengan una poblacion negativa, y el control sin tefiir se utilizara para la poblacién negativa.
En la parte inferior izquierda de la pantalla, compruebe si se utilizara Auto Fluorescence
(Autofluorescencia) como marcador fluorescente.

9 Haga clic en Show Plots (Mostrar graficos) para mostrar los datos en el grafico FSC frente a SSC,
el histograma del canal de emision maxima'y los graficos espectrales.

10 Las poblaciones positivas y negativas deben identificarse mediante la colocacién adecuada
de las ventanas de adquisicidn existentes. Haga clic en OK (Aceptar) para ajustar las ventanas
de adquisicion.

a. Mueva la ventana de adquisicion poligonal del grafico FSC frente a SSC para incluir la
poblacion de eventos individuales.

b. Mueva la ventana del intervalo del histograma etiquetada Positive (Positivo) para incluir la
poblacién tefiida positivamente. Mueva la ventana del intervalo del histograma etiquetada
Negative (Negativo) para incluir la poblacion negativa. No ajuste la ventana de adquisicion
negativa cuando utilice el Universal Negative.
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c. Mueva la ventana de adquisicion del intervalo del grafico espectral situado a la derecha para
seleccionar el canal que muestre la intensidad de fluorescencia mas brillante. Este es el
canal de emision maxima para el marcador fluorescente.

Extra Tools. s

£ Spectral Unmixing Spectral Unmixing

® Previous A Unm
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11 Haga clic en Unmix (Deconvolucionar).

12 Seleccione el directorio al que se exportan los archivos FCS deconvolucionados o deje el
predeterminado. Haga clic en OK (Aceptar).

M Export Unmixed FCS Files

Directory: CAUsers\Admin-ctb\Desktop m

x ancel [[EICE

Estos archivos FCS se pueden importar después a un experimento para su analisis o analizarlos
utilizando software de terceros.

Ajuste de la contaminacion espectral

Puede ajustar la contaminacion espectral de la fluorescencia para un tubo/pocillo seleccionado.

1 Asegurese de que la flecha verde esté junto al tubo/pocillo, haga clic con el botén derecho del
ratén y después seleccione Edit Properties (Modificar propiedades) en la lista de jerarquias
de grupos-tubos.

Se abre la ventana Tube/Well Properties (Propiedades del tubo/pocillo).
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2 Seleccione la pestafia Spillover (Contaminacién espectral).

3 Hagaclicen la casilla de verificacién Enable Compensation (Activar compensacion) para activarla.
El icono Adjust Spillover (Ajustar contaminacién espectral) de la barra de herramientas esta
ahora activado.

7" Tube/Well Properties

Tube/Well Fluorescent Tag Acquisition Keywords Instrument Settings Spillover

Enable Compensation ﬁ Save To Library * Save To File

INTO + FROM cFluor V420 cFluor V450 cFluor V547 cFluor B515 cFluor BYG575 cFluor BYG667 cFluor B690

4 Dejando abierta la ventana Tube/Well Properties, haga clic en el icono Adjust Spillover [3‘2
y después haga clic y arrastre en el grafico en la direccion que desee ajustar.

Los cambios se reflejan en la ventana Tube/Well Properties.

10"

CDB APC-Fire 750-A

L | T T T
o 0t 10* 0¢ 1%
D57 RECyT-A

5 Haga clic en Save (Guardar) para guardar los cambios. Para descartar los cambios, cierre la
ventana Tube/Well Properties y haga clic en Noen la ventana de confirmacion, o haga clic
en Discard changes (Descartar cambios) en la ventana de propiedades del tubo/pocillo.

Virtual Filters (Filtros virtuales)

La opcidn Virtual Filters del mddulo Extra Tools (Herramientas adicionales) permite compensar datos
FCS sin procesar mediante métodos de compensacion convencionales.

1 Haga clic en la pestaia Virtual Filters del médulo Extra Tools.

M Spectral Unmixing Virtual Filters

@  Virtual Filters ] ¥ Import © Clear Al

FCS File Type Fluorescent Tag Label O Universal Negative

2 Haga clic en Import (Importar) para importar archivos FCS sin procesar para su analisis con
filtros virtuales.

Estos archivos FCS pueden ser controles de referencia de tincion Unica, controles sin tefiir
o archivos de muestra. Sin embargo, tiene que incluir un archivo FCS de control sin tefir.
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3 Alimportar, aparece un cuadro de dialogo sobre el modo de asignar tipos de muestras. Lea las
instrucciones y haga clic en OK (Aceptar).

® Assign Sample Types and Virtual Filters

Please select:
1. For each FCS file, the type of sample: singled stained control, unstained
or sample.
2. For the single stained controls:
a. the fluorescent tag.
b. "Universal Negative" if negative population is to be defined from
unstained tube.
c. the emission wavelength range (virtual filter) that you would like to
consider for each fluorescent tag.

Once selection is completed, please click on "Show Plots™.

[0 Den't show this message again!

4 Una vez importados los archivos FCS, hay que designar el tipo de muestra de cada archivo FCS
Single Stained, Unstained o Sample (Tincidn Unica, Sin tefiir o Muestra). El software designara
automaticamente el tipo en funcion del nombre del archivo. Puede modificarlos manualmente
si la designacion automatica es incorrecta.

5 Los archivos FCS designados como de tincion Unica requieren una designacion de marcador
fluorescente. Seleccione el marcador fluorescente para cada muestra de tincién Unica.

Si no hay poblacion negativa en los archivos FCS de tincion Unica, seleccione Universal Negative
(Negativo universal) y se utilizara el control sin tefiir para la poblacion negativa.

El software asigna automaticamente el filtro virtual en funcién de la designacion del marcador
fluorescente. (Opcional) Para aumentar el ancho de banda del filtro virtual, utilice los menus
desplegables del canal para seleccionar el intervalo deseado. Véase la tabla siguiente para
conocer los intervalos de longitud de onda.

Fluorescent Tag O Universal Negative Virtual Filter

[m] Channel V1 « to V3 + 421 - 466

1
4

V3
V4
V5

Vé
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En la tabla siguiente se muestran los anchos de banda de los filtros del sistema.

La Longitud de onda | Anchodebanda Inicio de la Fin de la
aser Canal central (nm) (nm) longitud de longitud de onda
onda (nm) (nm)

V1 428 15 420 435

Ve 443 15 436 451

V3 458 15 451 466

va 473 15 466 481

V5 508 20 498 518

V6 525 17 516 533

V7 542 17 533 550

Violeta V8 581 19 571 590

V9 598 20 588 608

V10 615 20 605 625

V11 664 27 651 678

V12 692 28 678 706

V13 720 29 706 735

V14 750 30 735 765

V15 780 30 765 795

V16 812 34 795 829

B1 508 20 498 518

B2 525 17 516 533

B3 542 17 533 550

B4 581 19 571 590

B5 598 20 588 608

B6 615 20 605 625

Azul B7 661 17 653 670

B8 679 18 670 688

B9 697 19 688 707

B10 717 20 707 727

B11 738 21 728 749

B12 760 23 749 772

B13 783 23 772 795

B14 812 34 795 829

R1 661 17 653 670

R2 679 18 670 688

R3 697 19 688 707

Rojo Rd 717 20 707 727

R5 738 21 728 749

R6 760 23 749 275

R7 783 23 772 795

R8 812 34 795 829

6 (Opcional) Seleccione una etiqueta para los controles de tincién Unica y las muestras.
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7 Haga clic en Show Plots (Mostrar graficos) para mostrar los graficos.

Extra TOOlS i

Virtual Filters
@ Virtual Filters 3 import [t © Clear &

FCS Flle Type Fluorescent Tag Label & Universal Negative Virtual Filter
Sangle Stained - HIC - Chaonal B2 = 1o B2 =518 . 539
Sangle Stained - PE - s Channel B4 = 1o B4 =560 - 583

Fieference Group « FerCP (Boads) Sangle Stained = Perch - B Channe| B8 v to BS =663 - 687

Reference Group - Unstained (Beads) L Unstained - v o

} Group 001 - MisndEaads. ‘ Sample - - o

Los datos se muestran en el grafico de FSC frente a SSCy en el grafico de histograma de
marcadores fluorescentes.

8 Las poblaciones positivas y negativas deben identificarse mediante la colocacién adecuada de
las ventanas de adquisicion. Haga clic en OK (Aceptar) para ajustar las ventanas de adquisicion.

a. Mueva la ventana de adquisicion poligonal del grafico FSC frente a SSC para incluir la
poblacion de eventos individuales. Mantenga presionada la tecla Ctrl para mover todas las
ventanas de adquisicién poligonales a la vez.

b. Mueva la ventana del intervalo del histograma etiquetada Positive (Positivo) para incluir la
poblacién tefiida positivamente. Mueva la ventana del intervalo del histograma etiquetada
Negative (Negativo) para incluir la poblacién negativa. No ajuste la ventana de adquisicion
negativa cuando utilice el Universal Negative (Negativo universal).

Los ejes x del histograma se etiquetan con el marcador fluorescente en lugar del canal/
detector.

Extra ToOls i

Virtual Filters
& Virtul Filters @ Prwvious @ Catoslate Comp
AT P1FITC
o ;
|
T ‘
2
* Msguive
2 oem
17
1 @ ™7 |
1 S —— -
8w oM mew aom v oW W W
FA FTCA
PE PiPE
an %
- @ Adjust Gates
|
| =3 For pach FZS file please adjust P1 and fosithe gates to ancos
b | | popsilations, Only adjst Negative when NOT using & Urivees
4 | e
* : r i it
§ eowd i ! (] Dion't show this message again
U |
- (® . | [ o |
|
L s mn S— [z S VT W—
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9 Haga clic en Calculate Comp (Calcular comp) una vez que se hayan ajustado correctamente las
ventanas de adquisicién. Se muestran los datos compensados de forma convencional. Para ver
los datos de un archivo FCS concreto, seleccione el archivo.

Extra ToolS vuna s

Virtual Filters
@ Virtual Filters & Previow £ Biport

FCS File Name  Spalloes Matii

FCS File Type Fluorescent Tag
Reference Group - FITC {Beads) SingleStainedCeliy T
Refaronce Group - PE (Beads| SingleStainedCels P
Fefarence Group - PerCP (Beads) SinglastainedCots PeeCh
Reforence Group - Unstaned (Beads]  UinstamedCalls
Group, 001 + MissdBeads Samjsln
P P . . I < ” L] " ]
aom ] i 1 i
| wq ' w-] wq w
| | |
nm |
wq - ' -ri — L mul
- - § = = E
zom T e i
§ 1 ' 10t 4 B e w-{ .
. la 1 T e 3 '
e wq 1a* $ 10 .1‘ : | nr-j m'} 4 ;‘
T 4, 2 AR i, L RO,
o M oM MM dom wow oW oW oW wow oW W W wow oW oW ow wow  ow oW ow wow e oW
A nrea A ParcrA e e

También se calcula la matriz de contaminacion espectral. Haga clic en Spillover Matrix (Matriz de
contaminacion espectral) para ver los valores de contaminacion espectral.

Extra Tools veus s e dile oot o
Virtual Filters
G Virtual Filters © Prevan £ fpert
FCS File Marmse - Spillowes Matrie
INTO + FROM + FITE PE PerCP
m oo e 1
PE 5379 4
PerCP 199 g 00

3]} 1 ] ) 4l . Pl 3]
= % § .
| ] ] 1
"0 10" —— W w
H z 1‘— 3 1‘ " X
i i " - e w-:‘ k ww‘ i i 0 .
| i . ] i
o wy . ' ' ;
17 9 1 ) A
1w wy Wy g
" 1w w w W " "w " w W w w w woow w* 1w " 1w W 1wt "w
s s Peecr e en

10 Haga clic en Export (Exportar) y seleccione la ubicaciéon a la que desea exportar los datos
compensados de forma convencional. Los archivos se exportan a una carpeta denominada
Compensated (Compensado) seguido de la fecha y hora vigentes. A continuacién, los archivos
se pueden volver a importar a un experimento para analizarlos en el software SpectroFlo.
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Crear o abrir una lista de trabajo

Lista de trabajo

1 En el mdédulo Worklist (Lista de trabajo), haga clic en New (Nuevo) en la barra de herramientas
para crear una nueva lista de trabajo.
Las listas de trabajo existentes se muestran debajo de la barra de herramientas Worklist.

2 Seleccione una Worklist deseada y haga doble clic en ella, o haga clic en Open (Abrir) en la parte
inferior para abrir la lista de trabajo.

Worklist worist

0

nl

5

! Import

TNBKO0O1
Created By:
Date Created:
Date Modified:
Open >

@ New

Admin
June 09, 2021 - 10:16 AM
June 10, 2021 - 09:35 AM

Worklist_002
Created By:
Date Created:
Date Modified:
Open >

Admin
June 09, 2021 - 09:47 AM
June 09, 2021 - 10:07 AM

Worklist_001

Created By: Admin

Date Created: June 08, 2021 - 16:38 PM
Date Modified:  June 09, 2021 - 09:37 AM

Open »
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Agregar tareas

Después de abrir una lista de trabajo, haga clic en el boton Add (Agregar) o haga clic en la flecha
desplegable de la columna Task (Tarea) de la lista de trabajo para agregar tareas.

Worklist_002 o
© b Z Yt Hi G =
Add  RefControls  Unmix Control Lot  Options Export CSV  Export PDF Print
No. Sample ID  Task Status Signed By
< v Daily QC -
2 11 [ Qc Tube (2002)
v 2 Sample_001 B3 7C TBNK MT ~ To Be Acquired
2.1 0 7cs
v3 Sample 002 B3 7C TBNK MT ~ To Be Acquired
31 0 7cs
v 4 (1) Fluidics Shutdown -
4.1 [J Fluidics Shutdown Tube 1
42 [J Fluidics Shutdown Tube 2
43 U Fluidics Shutdown Tube 3
4.4 U Fluidics Shutdown Tube 4
-
e 5|

1 Haga clic en Add para abrir el cuadro de didlogo Add Task (Agregar tarea).

2 Seleccione la Assay Task (Tarea de ensayo) o la Fluidics Task (Tarea de fluidica) que desea

agregar.

Sample ID Stast With:  Sample_

v |~ Assay Task
> 3 TCTBNKMT
> TCEMT
> GCETR

> SCEMT

~ |- Fluidics Task
& Daityac

% SITFlush

& Clean Flow Cell

&) Fluidics Shutdown
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Start number of Sample ID: 1
1= Carrier |~ Created By
U Manual Tube Admin
U Manual Tube Admin
# 40 Tube Rack Admin
U M™anual Tube Admin

Description
Daily QC

SIT Flush
Clean Flow Cell

Fluidics Shutdown

+ Date Created

June 22, 2021 -
June 22, 2021
June 16, 2021

June 15, 2021

14:48 PM

1444 PM

00:01 AM

23:40 PM

Description

CytakAssaySetting

WB-LNW setting, Preview 105, Med Flow rate
105 delay, Med Rate, 3000 Lym, 15 ul

Mid Rate Manual

¥ Close

[ B Add



3

Introduzca el nUmero necesario de muestras en el cuadro de cantidad de la esquina inferior
derechay haga clic en el boton Add.

Cuando haya terminado, haga clic en el botdn Close (Cerrar) para cerrar el cuadro de dialogo.

Tenga en cuenta que algunas tareas de fluidica solo se pueden agregar a tipos de transportadores
concretos. Al agregar una tarea, el software seleccionara automaticamente el transportador de
muestras necesario para la prueba y realizara el disefio de la posicion predeterminada de las
muestras en el transportador.

(Opcional) Imprima la tabla de ubicacion de tubos/pocillos. Haga clic en Print (Imprimir)
y seleccione Print Tube/Well Location Mapping Table (Imprimir tabla de asignacion de ubicacion
de tubos/pocillos).

Controles de referencia

Puede elegir utilizar los controles de referencia guardados en la biblioteca o crear controles de
referencia en la lista de trabajo.

Haga clic en Ref Controls (Controles de referencia) y aparecera el cuadro de dialogo Create
Reference Controls (Crear controles de referencia).

El software generara una lista de controles de referencia segun los ensayos agregados a la lista
de trabajo.

B NOTA: El icono Ref Controls aparecera atenuado hasta que afiada el ensayo que va a procesar.

2

Haga clic en el botdn Add para agregar controles de referencia adicionales.

/' Create Reference Controls

Reference Group Acquisition

Define Unstained Control(s) for Autofluorescence Extraction

Name Control Type

fstdingd Cells -

1 Define Additional Negative C Is) for Sp Calculation
Fluorescent Tags
Fluorescent Tag Control Type Label Lot Negative Control
FITC - Cels ~ cD3 -
PE -~  Celis v  CDI6+56 -
PE-Cy5 - .Ce!Is — cD19 -
PE-Cy7 v  Cells v D4 -
PE-Dazzle594 -~ cells ~ CDB -
PerCP-CyS5.5 ~  Cells - D45 -
© Add @ Remove
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3 Haga clic en Acquisition (Adquisicion) o en Next (Siguiente) para seleccionar la hoja de trabajo,
los criterios de paraday la configuracién del instrumento para la recogida de datos.

Sivarios ensayos de la lista de trabajo utilizan configuraciones de usuario diferentes, todas las
configuraciones de usuario mas CytekAssySetting apareceran en el menu desplegable.

CytekAssySetting siempre sera el valor predeterminado. Los datos del control de referencia
deben recogerse antes que los datos de la muestra.

/" Create Reference Controls

Reference Group Acquisition

User Setling:  6CB +

CytekAssaySetting (Cytek)

Name = heet Stopping Gate Storage Gate Events To Record Stopping Volume (ul) Stopping Criteria
w« Reference G goap Raw Worksheet (Raw) +  All Events w Al Events * 5000 3,000 O Count & Violume
Unstained (Cefls) Default Raw Worksheet (Raw) All Events - ‘ull Events v 5000 3,000 0 Count & Volume
CD4S FITC (Cells) Default Raw Worksheet (Raw) + Al Events * Al Evemts * 5000 3,000 O Count & Volume
CD356 PE (Cells) Default Raw Worksheet (Raw) ~  All Events v Al Events > 5000 3,000 0 Count & Volume
CD8 PE-Darzle5o4 (Cells)  Default Raw Worksheet (Raw) «  All Events w AN Events » 5,000 3,000 ) Count & Volume
PE-Dazzie594 (Cells) Default Raw Worksheet (Raw) »  All Events w» Al Events » 5000 3,000 O Count & Valume
CD19 PE-Cy5 (Cells) Default Raw Worksheet (Raw) »  All Events w Al Events ~ 5000 3,000 ) Count & Volume
PE-Cy5 [Cells) Default Raw Worksheet (Raw) »  All Events » Al Evemts * 5000 3,000 O Count & Valume
CD3 PerCP-Cy5.5 (Calis) Default Raw Worksheet (Raw) « Al Events w Al Events * 5000 3,000 ) Count & Volume
CD4 PE-CyT (Cells) Default Raw Worksheet (Raw) - ;ll Events = Al Events * 5000 3,000 O Count & Volume
APC (Cells) Default Raw Worksheet (Raw) ~  All Events » Al Events « 5000 3.000 O Count & Volume
CD19 APC (Cells) l‘)d.w\( Raw Worksheet LR-)"’;] * Al Events v .AH Events * 5000 3,000 . 0] Count & Volumse
APC-CyT (Celis) Default Raw Worksheet (Raw) ~  All Events = Al Events « 5000 3000 O Count & Volume
CDB APC-Cy7 (Cells) Default Raw Worksheet (Raw) ~  All Events - ;\u Events ~ 5,000 3,000 . (] Count & Volume

Deconvolucionar

El proceso de Unmix (Deconvolucionar) es el mismo que el de Experiment (Experimento). Véase
“Flujos de trabajo de deconvolucion” en la pagina 96 para obtener mas datos.

1 Haga clic en Unmixy seleccione el control de referencia correspondiente y si desea utilizar la
extraccion de autofluorescencia.
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2 Haga clic en Live Unmix (Deconvolucién en tiempo real).

e Unmix Worklist

Select Controls

UNSTAINED CONTROLS

@ Use Control fram Library Negative (Cells) -

Use Control from Worklist

Mame Control Type

STAINED CONTROLS

& From Library Fluerescent Tag Contral Unstained Generic

FiC €03 FITC 20210301 (Cells) - - = IL
= PE CDS6 PE (Cells) - - & |
= PE-Dazzles4 CD8 PE-Dazzlesgd [Cells) - |

PerlP-Cy55 €03 PerCP-Cy5.5 20210302 -first (Cells) «

=
= PE-CyT €04 PE-Cy7 (Cells) - .
= A T ABE iCallel - -

B Autofluorescence as a Fluoreseent Tag

Controles de referencia especificos del lote

Puede seleccionar controles de referencia especificos del lote.

1 Haga clic en Control lot (Lote de control) para abrir la ventana seleccién de lotes de controles de
referencia.

2 Siel mismo fluorocromo tiene un numero de lote diferente, puede seleccionar un nimero de
lote concreto en el menu desplegable. Not Specified Fluorochrome (Fluorocromo no especificado)
utilizara el control de referencia predeterminado de ajuste 6ptimo determinado por el software.

¥ Control Lot

sample ID Task FITC-CD3 PE-CDM6+56 PE-Dazzle594-CD8  PE-Cy5-CD19 PerCP-Cy5.5-CD45 PE-Cy7-CD4
v | WL-2-TR ~ GCB{JLNW ~  NotSpecified ~  NotSpecified ~  Not Specified ~  NotSpecified -
v1 Sample_001 B SCBTR BCBRLNW =~ 6CB()LNW -  NotSpecified v  MNotSpecified v Mot Specified v Mot Specified «
11 ) 6CBTR 6CBRLNW = GCB()LNW -  NotSpecified ~  NotSpecified »  Not Specified ~  Not Specified =
w2 Sample 002 B 6CBTR  GCB(ILNW -  6CB{)LNW =  NotSpecified ~  MNotSpecified » Mot Specified ~ Mot Specified =
21 @ GCEBTR G6C B(I) LNW = BC B{l) LNW Mot Specified - Not Specified « Mot Specified - Mot Specified -
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Organizar las ubicaciones de las muestras en un transportador

Los ensayos que contienen el tipo de transportador no se pueden cambiar en la lista de trabajo,
excepto los ensayos que utilizan Tube Rack (Gradilla de tubos), que se pueden cambiar a manual
en la lista de trabajo.

1 Haga clic en el botdn Options (Opciones) de la barra de herramientas para abrir el cuadro de
didlogo de opciones del transportador de muestras.

+ Puede cambiar el tipo de transportador de muestras (manual/gradilla de tubos) si un ensayo
utiliza la gradilla de tubos.

+ Puede personalizar las ubicaciones de los tubos/pocillos de muestra en un transportador
arrastrando y soltando los elementos.

/' Carrier Options

Carrier Options i TubeRack 001 ~ @ Add

Carrier Type: fif 40 Tube Rack v . 1 > 3 A 5 6 E 8

Layout Direction: | (] Manual Tube -

2 3 4 5
- 00 @ @ @
[ Allow assay to sp i 40Tube Rack

[ Allow manual layout of tasks on carrier

Recogida de datos

1 Haga doble clic en una entrada o en un tubo de la lista de trabajo para que sea la tarea actual.

2 Haga clic en el botén Start (Inicio) del recuadro Acquisition Control (Control de adquisicion)
y observe el grafico de dispersién en el area de visualizacion de datos de la derecha.

3 Ajuste la ganancia de FSC o SSCy el Threshold (Umbral) en el panel de control del instrumento
para poner a escala la poblacién de interés. Ajuste la ventana de adquisicion del grafico de FSC
frente a SSC para que comprenda la poblacion.
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Haga clic en el boton Run (Procesar) y, en la lista desplegable emergente, seleccione el intervalo
de muestras que se va a recoger para iniciar la recogida de datos. El software le solicitara que
cargue el tubo de muestra o el tipo de transportador correctos.

Worklist_003

4] b ZA 3t ¢

4

Export CSV

2 ®

v 1 Sample_001 B 6CBTR ~ #a
= 11 @ e B A1
v?2 Sample_002 D 6CBTR - HE A2
2.1 @ ccer S A2
v 3 Sample_003 B3 6CBTR - 3 A3
31 @ A3
v 4 Sample_004 i 6CBTR - HE A4
a1 @ e A4
=
Acquisition Control
6C B TR: Not Ready - Warming up
- A SIT
> @ — ¢
Start Run Eject SIT Flush
Flow Rate: Medium - ul/Min:  0.00
Event Rate: 0 Abort Rate: 0

Threshold Count: 0
Time Elapsed: 00:00:00 (HH:MM:SS)

Events to Display: 5,000

TubeRack_001

TubeRack_001

TubeRack_001

TubeRack_001

To Be Acquired

To Be Acquired

To Be Acquired

To Be Acquired

Seleccién

Descripcién

Run Current (Procesar actual)

Grabar los datos del tubo/pocillo actual.

Run Entry (Procesar entrada)

Grabar los datos de la entrada actual.

Run From Entry (Procesar desde
la entrada)

Iniciar la grabacion de datos de la lista de trabajo desde
la entrada actual.

Run From Current (Procesar desde
actual)

Iniciar la grabacion de datos de la lista de trabajo desde
el tubo/pocillo actual.

Run All (Procesar todo)

Iniciar la grabacion de datos de toda la lista de trabajo
desde la primera entrada.
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Exportar informe

1 Haga doble clic en una entrada que se haya grabado y el informe se abrira en el lado derecho.
Elinforme le permite obtener una vista previa de los datos de los siguientes elementos: ventanas
de adquisicién y exactitud de la deconvolucién, modificar el informe, afiadir notas, aprobar
y exportar informes.

Corregir errores de deconvolucién

Si se ha utilizado una hoja de trabajo o un informe para la adquisicion, es posible modificar
la compensacion, si es necesario.

1 Haga clic con el botén derecho del ratén en un tubo o pocillo y seleccione Properties
(Propiedades).

2 Vaya a la pestafia Spillover (Contaminacién espectral).
3 Ajuste la compensacion y haga clic en Save (Guardar).

4 El software le pedira que seleccione si desea aplicar los cambios de compensacién a otras
muestras.

/" Tube/Well Properties

Tube/Well Fluorescent Tag Acquisition Keywords Instrument Settings Spillaver

Enable Compensation ¥  Apply From Library # Apply From File * Save To Library £ Save To File
INTO + FROM
L e
e 7 Apply Changes To Worklist
PE
ill

PE-Dazzle594 e

® Apply to current tube only
PE-Cy5

O Apply to all tubes of unapproved tasks from same assay in whole worklist
PerCP-Cy5.5

T -y y .

PE-Cy7 O Apply to all tubes of unapproved tasks that have the same fluorescent tags in whole worklist

AF

X Cancel B Apply

@ Restore Default O Discard Changes m
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Modificar informe

Los componentes de un informe no se pueden agregar ni eliminar, pero las ventanas de
adquisicion se pueden ajustar segun los datos.

1 Unavez finalizado el ajuste de una entrada, puede hacer clic con el botén derecho del ratén
en la entrada (muestra) para aplicar el ajuste a otras muestras de la lista de trabajo.

WorkhSt Worklist Entries

U= 20210618 test 2 @  tuses siymphset 6 B unmix (b
i ) A t T % 5] B . y
e 0 [
m Add Ref Controls Unimix Control Lot Optians Approve All Export CSV  Export PDF o * : ]
L=
Print
No. Sample ID  Task Status Sig
14 B CD8 PE-Dazzle594 (Cells) "
15 B CD19 PE-Cy5 (Cells)
16 3 CD45 PerCP-Cy5.5 (Cell
B y3.5 (Cells) aom-
1.7 B CD4 PE-Cy7 (Cells)
< v2 Sample_001 6CB | 2.0M
2.1 B st ©  Insert Task(s) < ]
B 20M7]
v3 sample_002 6CB §  Delete
3.1 U s »  Run Selected . LiL s
+ | - 1
®  Run All 4|
Acquisition Control e B e 0 LoM  20M oM 4.
N FSCA
S1: Ready
+  Apply Report ¥ )
S . 8| Apply changes in "Report_001" to other tasks
¢ Approve =
Start Run SITF
Unapprove 3.0M
Flow Rate: Low - ul/Min: 18.84 <
2 20M

Seguimiento de auditoria

El software registrara automaticamente las principales operaciones y los cambios manuales
en el registro de seguimiento de auditoria.

1 Haga clic en el boton Audit Trail Logs (Registros de seguimiento de auditoria) para abrir el cuadro
de dialogo Audit Trail Logs.

] ] U= n i e &S 0 [

QC & Setup Acquisition Worklist Extra Tools Library Preferences Users Help Sign Out

TUBES 6C B TR(6C B TR) REPORTS 6CB TR > Q Approve 52 Audit Trail Logs
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2 Enelcuadro de didlogo del registro de seguimiento de auditoria puede introducir los motivos

por lotes o de uno en uno.

2 Audit Trail Log

£ Export All Audit Trail Logs
No.  Action Reason Operator Date Created
~ WD scER

Unapproved by Administrator at June 11. 2027 - 1315 PM Comments: Administrator June 11, 2021 - 13:15 PM
Approved by Administrator at June 09, 2021 - 0933 AM Signature Comments: test Administrator June 08, 2021 - 05:33 AM
Unappraved by Administrator at June 09, 2021 - 09:32 AM Comments: Administrator June 09, 2021 - 09:32 AM
Approved by Administrator at June 09, 2021 - 0929 AM, Signature Comments: test Administrator June 09, 2021 - 09:29 AM
Modify Gate in Report: Report_001 Administrator June 09, 2021 - 09:29 AM
Modify Gate in Repart: Report_ 001 Modify ' Administrater June 09, 2021 - 0920 AM
Modify Gate in Report: Report_001 Administrator June 09. 2021 - 09:28 AM
Modify Gate in Report: Report_001. Administrator June 09, 2021 - 09:29 AM
Modify Gate in Repart: Repert 001 Administrator June 09, 2021 - 09:29 AM
Modify Gate in Report: Report_001. Administrator June 09, 2021 - 09:29 AM
TSP R S (OO - A Y Ui SOt £ O

Reason

Modify

Aprobar el informe

1

Después de completar el ajuste y la revision del informe, haga clic en el boton Approve (Aprobar)
para aprobar el informe.

El proceso de aprobacion solicitara el nombre de usuario y la contrasefia de la persona que
apruebay permitira comentarios.

Una vez finalizada, el estado de la tarea de prueba cambiara a Approved (Aprobado).
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4 Haga clic en Approve All (Aprobar todo) para la aprobacién por lotes después de confirmar que
todos los informes son correctos.

WOI’|(| | St Worklist Entries

U=z Worklist_003 A ®
[+ b m e W @ 5] =
m Add  RefControls  Unmix Control Lot  Options  Approve All Export CSV  Export PDF Print

Sample ID  Task

= ~1 Sample 001 i} 6CBTR ﬁ Al To Be Approved :
1.1 @) 6cBTR #H A1 TubeRack_001
v 2 Sample_002 6CBTR gﬁ A2 To Be Approved
2.1 @ 6CB TR A2 TubeRack_001
v 3 Sample_003 6CB TR A3 To Be Approved
3.1 €D 6CBTR HE A3 TubeRack_001
v 4 Sample_004 6CBTR % A4 To Be Approved
41 @ 6C B TR #HAa TubeRack_001
.
& 3

1 Sidesea volver a grabar o realizar cambios en un informe aprobado, haga clic en el botén
Unapprove (Anular aprobacion).

2 El estado de la entrada cambiara de Approved a Pending Approval (Pendiente de aprobacién).
3 Puede volver a grabar, ajustar las ventanas de adquisicion, etc., y volver a aprobar la entrada.

Imprimir informe

Una vez aprobado el informe, el archivo PDF del informe y el archivo CSV de los datos de la tabla
estadistica se exportaran automaticamente a C:\CytekbioExport_CLC\WorklistReportResults.
También puede exportar manualmente archivos PDF y CSV a un directorio seleccionado.

Worklist_ 003
[+ [ 7N \§ i b &

Add  RefControls  Unmix Control Lot  Options Export CSV  Export PDF Print
1 Paraimprimir informes, haga clic en Print (Imprimir).

2 Seleccione el informe de prueba que desea imprimir y el registro de seguimiento de auditoria
que desea incluir.
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3 Siga el resto de las indicaciones para imprimir.

126 |

No.  Task
g 1 ~ B 6CBTR
B GCcBTR
= 2 ~ I 6CBTR
E sceTR
m 3 + B 6CBTR
B scemr
4 v B 6CBTR
B ccer
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Approved
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9

Cargador

Perspectiva general del cargador

El Automated Sample Loader (Cargador automatico de muestras) (ASL, por sus siglas en inglés)

es un sistema de carga automatica que mezcla muestras y suministra gradillas y placas de tubos
al citbmetro para su adquisicion. El cargador se puede incluir como opcidn en un sistema nuevo
0 se puede solicitar e instalar mas adelante mediante el servicio técnico. El cargador ofrece un
rendimiento uniforme para satisfacer los requisitos de la aplicacion.

ehcvTex

El ASL suspende de nuevo las muestras utilizando un agitador orbital. Ademas de admitir diversas
placas de 96 pocillos, incluidas placas de pocillos profundos, admite una gradilla de 40 tubos.

El usuario puede ajustar la configuracidn del cargador, incluida la velocidad de mezcla, la duracidn
de la mezcla, el niumero de purgas del SIT entre muestras y el tiempo de retardo de la grabacién de
datos. Las configuraciones del cargador son Default (Predeterminada) (estandar), High throughput
(Alta capacidad) y Low carryover (Arrastre bajo).
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Componentes del cargador automatico de muestras

El interruptor de alimentacion del cargador esta situado en la parte posterior del mismo.
Para encender el cargador, conecte la fuente de alimentacién y ponga el interruptor de
alimentacion en la posicion de encendido.

Puerto USB
Interruptor de
alimentacion
Conector de la fuente
de alimentaciéon

Cuando el cargador esta encendido y conectado correctamente al software, el indicador de estado
de la esquina inferior derecha de la pantalla muestra una marca de verificacion verde. Aparece una
X roja si el cargador no esta encendido o no esta conectado al software.

& Sheath @ Waste (/] Cytometer & Loader

+ El panel derecho incluye los controles principales del cargador. Hay un puerto USB, un conector
de la fuente de alimentacion y un interruptor de alimentacion.

Puerto USB

Conector de la
fuente de alimentacién

Interruptor de
‘ alimentacion
L
-
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El cargador tiene 2 cubiertas que se pueden abrir para colocar el transportador de muestras
en la plataforma.

El ventilador se encuentra en el lado derecho y se utiliza para la ventilacion de los componentes
electronicos. Se enciende cuando la temperatura supera los 27 °C.

El software detecta la posicion del deslizador y ajusta el citbmetro para que funcione en el
modo correspondiente.

Deslizador manual

Tapa practicable

. Ventilador
Tapa practicable

Cubierta derecha

Tapa practicable

Tapa practicable

El deslizador manual se encuentra en el lado derecho del cargador. El deslizador es una palanca
mecanica que se utiliza para que el instrumento funcione en modo de placas, modo de tubos
o modo de gradilla de tubos. El deslizador se puede mover con la alimentacion encendida

0 apagada.

Modo de placas  Modo de tubos
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Controles y configuracion de adquisicion del cargador

El recuadro Acquisition Control (Control de adquisicion) permite iniciar, detener y pausar la
adquisicion, grabar datos y reiniciar los contadores de adquisicion. Para mostrar, ocultar

o desacoplar (flotar) este recuadro del cuadro de experimentos, utilice los iconos de acoplar/
desacoplar y ocultar de la esquina superior derecha.

Acquisition Control

Well_001 : Ready @

2

o- + !

Flow Rate: Low - @ ul/Min:  0.00

Event Rate: 0 Abort Rate: 0 J

Threshold Count: 0
Time Elapsed: 00:00:00 (HH:MM:SS)

Events to Display: 2,000 @

FI
ar

SIT

L]

@

En la tabla siguiente se describen los controles del recuadro Acquisition Control.

N.° Control Descripcién
1 Start/Record/Stop/Load/ Dependera de si se esta procesando una placa o una gradilla
Eject/Restart (Iniciar/ de tubos. Procesar una placa: la palanca esta hacia delante.
Grabar/Detener/Cargar/ | Procesar una gradilla de tubos: la palanca esta hacia atras.
Expulsar/Reiniciar)
Seleccione Startdespués de seleccionar Load placa para
iniciar la adquisicion.
Seleccione Record para grabar datos. Record también puede
iniciar la adquisicion.
Seleccione Stop para detener la adquisicion.
Seleccione Load o Eject para cargar o expulsar la placa.
Seleccione Restart para reiniciar los contadores de adquisicion.
Se actualizan todos los eventos y resultados mostrados.
Stopy Restart se activan una vez que se selecciona Start.
Stopy Pause se activan una vez que se selecciona Record.
2 SIT Flush (Purga del SIT) Seleccione para realizar una SIT Flush.
3 Flow Rate (Volumen Seleccione Low (Bajo, 15 pl/min), Medium (Medio, 30 pl/min)
de adquisicion) o High (Alto, 100 pl/min). Se muestra el volumen exacto.
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Control

Descripcién

4 Event Rate, Abort Rate,
Threshold Count, Time
Elapsed (Tasa de eventos,
Tasa de cancelacién,
Recuento de umbrales,
Tiempo transcurrido)

Muestra los recuentos en tiempo real durante la adquisicion.

5 Events to Display (Eventos

para mostrar)

Introduzca el nUmero de eventos que se mostraran durante
la adquisicion.

En la tabla siguiente se describe la configuracién del cargador ASL.

Configuracién

Descripcién

Selected Settings
(Configuracion
seleccionada)

Hay tres configuraciones del cargador disponibles: Default (Predeterminada),
High throughput (Alta capacidad)y Low carryover (Arrastre bajo). Puede crear
su propia configuracion personalizada.

Acquisition order (Orden de
adquisicion)

Seleccione el orden en el que desea que se procese la placa.

Los pocillos se adquieren por:

+ filas de izquierda a derecha (A1-A12, B1-B12, etc.)

+ columnas de arriba abajo (1A-1H, 2A-2H, etc.)

+ filas de izquierda a derecha, luego de derecha a izquierda (A1-A12,
B12-B1, C1-C12, etc.)

+ columnas de arriba abajo, luego de abajo arriba (1A-1H, 2H-2A, etc.)

Shake Time (Tiempo de
agitacion)

Seleccione el tiempo (en segundos) de agitacion de la placa/gradilla de
tubos. También puede desactivar el tiempo de agitacion.

Shake Speed (Velocidad de
agitacion)

Seleccione la velocidad del agitador orbital (en rpm).

Shake Interval Mode (Modo
de intervalo de agitacién)

Seleccione si desea agitar cada N pocillos/tubos o después de un periodo
determinado. También puede desactivar la agitacion.

Shake Every N Wells

o Shake Interval (Agitar cada
N pocillos o Intervalo de
agitacion)

Seleccione la frecuencia (nimero de pocillos/tubos o tiempo en segundos)
con la que desea agitar la placa/gradilla de tubos.

Premix Time (Tiempo de
premezcla)

Seleccione el tiempo (en segundos) que se debe agitar la placa/gradilla de
tubos antes de la adquisicion del primer tubo/pocillo.

SIT Flush Times (Veces de
purga del SIT)

Después de cada adquisicién, se realiza una purga del SIT sobre la estacién
de lavado. Seleccione una sola purga, doble purga o desactivado si no
desea realizar una purga del SIT.

Sample Recovery
(Recuperacién de muestras)

Permite que cualquier muestra restante que quede en el SIT después de
terminar la adquisicion se deposite de nuevo en el pocillo.

Record Data Delay Time
(Tiempo de retardo de la
grabacién de datos)

Seleccione el tiempo en segundos que desea obtener una vista previa de los
datos de un pocillo/tubo antes de iniciar la grabacién una vez que haga clic
en Record (Grabar).
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Flujo de trabajo diario del cargador

En la siguiente seccion se describen los procedimientos recomendados para utilizar el cargador
automatico de muestras desde la puesta en marcha hasta el apagado.

Puesta en marcha
1 Encienda el citémetro, el cargador y el ordenador (si aun no esta encendido).
2 Inicie el software SpectroFlo e inicie sesiéon con el nombre de usuario adecuado.

3 Una vez que haya iniciado sesion en el software, comenzara el procedimiento de inicializacion
del citdmetro. Cargue un tubo de agua desionizada y espere a que el procedimiento de
autocomprobacion del instrumento y del cargador finalicen. El indicador de estado de conexién
del citébmetro y del cargador se iluminara en verde cuando se complete la autocomprobacion.

4 Asegurese de que las marcas de verificacién de los indicadores de estado para Cytometer
(Citbmetro) y Loader (Cargador) estén ambas en verde. Esto indica que la estacién de trabajo,
el instrumento y el cargador se estan comunicando entre si.

@& sheath & waste & cCytometer @ Loader

5 El cargadory el citbmetro ya estan listos para su uso.

Configuracion de un experimento

La configuracion de un experimento en SpectroFlo incluye:

1 Dar un nombre y una descripcion (opcional) al experimento.
2 Especificar los fluorocromos utilizados en el experimento.

3 Definir el grupo de referencia como adquirido en el experimento o como referido desde
la biblioteca de controles de referencia almacenados.

4  Definir los criterios de adquisicién para el grupo de referencia y el grupo de muestras.
Los criterios de adquisicion se basan en eventos, volumen o tiempo.

5 (Opcional) Silos controles de referencia se van a adquirir en el experimento, NO SE PUEDE
deconvolucionar en tiempo real durante la adquisicion. La adquisicién debe continuar con
una hoja de trabajo para datos sin procesar. Los controles de referencia referidos desde la
biblioteca de controles de referencia almacenados no se tienen que adquirir en el experimento.

6 Procese la muestra, ajuste la configuracién del instrumento y guarde User Settings
(Configuracion de usuario) en el software.
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Adquisicion

El espacio de trabajo Acquisition (Adquisicién) proporciona al usuario los elementos necesarios para
la recogida de datos. Los datos del citdmetro de flujo se pueden adquirir a partir de experimentos.
Los experimentos se pueden crear mediante el asistente para nuevos experimentos o mediante

plantillas de experimentos. El software SpectroFlo incluye muchas caracteristicas que garantizan
la adquisicion adecuada de datos de citometria de flujo. Los datos se graban en el formato FCS 3.0.

El espacio de trabajo Acquisition ofrece una interfaz en la que el usuario puede disefiar una hoja de
trabajo de experimentos con diferentes elementos, como graficos 2D, histogramas y presentacion
de estadisticas. La configuracion de ganancia del instrumento también se puede ajustar en la interfaz.
Ajuste correctamente la configuraciéon de ganancia del instrumento entre muestras y seleccione si
desea obtener una vista previa o grabar los datos con los criterios de adquisicion adecuados a los
volumenes de adquisicion de muestras seleccionados.

Creacion de un nuevo experimento del cargador con grupo de referencia:

1 Seleccione Edit (Modificar) en el menu Acquisition (Adquisicién) para modificar el experimento
de Plate (Placa).

/" Edit Experiment

Fluorescent Tags Groups Markers Keywords Acquisition Loader Settings

[ Tube/Well Specific User Setting  Experiment User Setting: CytekAssaySetting (Cytek) v

Plate List ~  Collapse All
+~ m Experiment_001
v 3 Plate_001

oo
~ Group_001

B3 Well_001
B4 Well_002
B5 Well_003
B6 Well_004

B7 Well_005

B8 Well_006

€3 Well_007

Acquisition Settings
Worksheet

Default Raw Worksheet (Raw) -

Stopping Gate Events To Record Stopping Time (sec)
All Events ¥ 5000 10,000

Storage Gate Stopping Volume (ul) o

All Events - 300
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2 Se abre el asistente de experimento nuevo. En esta ventana, el usuario puede especificar un
nombre para el experimento o escribir una descripcion.

/" Edit Experiment

Fluorescent Tags Groups Markers Keywords Acquisition Loader Settings

Name

Experiment_001

Description

Default Experiment

3 Acontinuacién, el usuario debe seleccionar los fluorocromos presentes en el experimento en el
recuadro de la lista Library (Biblioteca) de la izquierda. El usuario tiene que seleccionar todos los
fluorocromos individuales presentes en el experimento ya que esto determinara qué controles
de referencia se utilizaran durante la deconvolucion espectral. En esta lista también se pueden
seleccionar también fluorocromos adicionales que no estén presentes en la muestra.

Library

~ Blue Laser
BBS15
Alexa Fluor 488
FITC
Alexa Fluor 532
PE
PE-Dazzle594
PE-eFluor 610
PE-CF594
PE-Texas Red
PE-Alexa Fluor 610
PE-Cy5
PerCP
PE-Cy5.5
PerCP-Cy5.5
BB700
PerCP-eFluor 710
PE-Alexa Fluor 700
PE-CyT

»  Red Laser

> \Violet Laser

¥  Fluorescent Proteins

> Viability
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B NOTA: Puede buscar fluorocromos en la esquina superior derecha del recuadro Library
(Biblioteca).

Library
v  Blue Laser
v Red Laser
v Violet Laser
BV421
¥  Fluorescent Proteins

v Viability

4 Una vez elegidos todos los fluorocromos de la biblioteca de fluorocromos, confirmelos en el
recuadro de seleccion. En este recuadro se pueden quitar fluoréforos individuales. Seleccione
Clear All (Borrar todos) para quitar todos los fluoréforos.

Selection
BV421
BV510

FITC

PE
PerCP-Cy5.5
PECy7

APC

APC-Cy7
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5 Seleccione los pocillos de la placa para designarlos para su adquisicién. Configurelos como
un pocillo de muestra, de referencia o de limpieza.

7 Edit Experiment

Fluorescent Tags Groups Markers Keywords Acquisition Loader Settings

Carrier Type: I, 95 U-Battom » By AddPlaw v CollapseAli [ Delete
~ W Experiment 001 Plate 001 3, 96U-Bottom -
a
Plate_001
o, 1 2 3 4 5 & 7T 8 9 w0 n M\
v B Group 001
[ ]
T Tubeoo A
[ ]
e ORECHEOREORMONO,
€ ONOIORKONOAEC)
° ® | e | @ @@ ey
B Acd Group
F B Add Clean Group
B Add Reference Group
F
G
H
Group Properties
No groups selected
€ Previous Concel X Next

6 Mediante la pestafia Acquisition (Adquisicion), configure los parametros del experimento.
Entre ellos se incluyen la hoja de trabajo de presentacion, las ventanas de adquisiciéon
de paraday almacenamiento y los criterios de adquisicion.

/' Edit Experiment

Fluorescent Tags Groups Markers Keywords Acquisition Loader Settings

[ Tube/Well Specific User Setting  Experiment User Setting: CytekAssaySetting (Cytek) -

Plate List v Collapse All
~v [  Experiment_001

v ;0 Plate_001

~ @@ Group 001

@ B3 welloor

@ saweion

@ sswelom

@ Bswelons

@ &7 welloos

@ saweloos

@ c3welloo7 "
Acquisition Settings
Name Worksheet
Experiment_001 Default Raw Worksheet (Raw) -
Stopping Gate Storage Gate Stopping Time (sec)
All Events « All Events ~ 10,000
Events To Record Stopping Volume (ul) Stopping Criteria
5,000 [J Count & Volume

User Setting
CytekAssaySetting (Cytek +
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Mediante la pestafia Loader Settings (Configuracién del cargador), configure los parametros de
funcionamiento del cargador. Entre ellos figuran la configuracion de Shake (Agitacién), SIT Flush
Times, Sample Recoveryy Record Data Delay Time (Veces de purga del SIT, Recuperacion de muestras
y Tiempo de retardo de la grabacién de datos).

7' Edit Experiment

Fluorescent Tags ~ Groups Markers Keywords Acquisition Loader Settings

Plate List
~ [ Experiment 001

v g Plae_oo

B Group 007

B Group 001
Loader Settings
Plate_001
Custom
Shake Time Shake Speed
2 = 1300 -
Shake Interval Mode Shake Every N Wells
Well - B -
Premix Time SIT Flush Times
3 ~  Single Flush »
Sample Recovery Record Data Delay Time
Off - a -

Apagado del cargador

Aténgase siempre a los procedimientos de manipulacién adecuados para las muestras
A y los reactivos. Use el equipo EPI convencional de laboratorio, como guantes protectores,
gafas y bata de laboratorio durante este procedimiento.

Apagado del sistema fluidico con gradilla de tubos en el cargador:

1 En el Cytometer Wizard (Asistente del citdmetro), seleccione Fluidics Shutdown (Apagado del
sistema fluidico) con Tube Rack (Gradilla de tubos).

2 Cargue el tubo de lejia al 10 % en la posicién A1 (la posicién del tubo se puede cambiar
arrastrando sobre la vista de placa).

3 Cargue el tubo de agua desionizada en la posicion B1 (la posicion del tubo se puede cambiar
arrastrando sobre la vista de placa).

4 Cargue el tubo de Contrad al 30 % en la posicién C1 (la posicién del tubo se puede cambiar
arrastrando sobre la vista de placa).
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5 Cargue el tubo de agua desionizada en la posicion D1 (la posicion del tubo se puede cambiar
arrastrando sobre la vista de placa).

Deje el SIT sumergido bajo el agua desionizada del ultimo tubo.
Salga del software SpectroFlo.

Apague el citbmetro y el ordenador.

W o0 ~N o

Apague el cargador.
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10

Mantenimiento

Programa de mantenimiento

transmitir enfermedades potencialmente mortales. Adopte las precauciones universales
al limpiar el instrumento o al cambiar piezas. Use el equipo de laboratorio indicado,
como guantes protectores, gafas y bata de laboratorio.

|| Cualquier superficie del instrumento en contacto con muestras bioldgicas puede

La solucién de lejia al 10 % utilizada durante todos los procedimientos de mantenimiento
se prepara afladiendo 1 parte de lejia doméstica a 9 partes de agua desionizada.

El mantenimiento ordinario del citdbmetro NL-CLC incluye el cambio periddico de piezas.
Para conocer los numeros de referencia, véase “Suministros y repuestos” en la pagina 169.
Mantenimiento programado

En la tabla siguiente se describen los procedimientos de mantenimiento programado para
el citbmetro.

Procedimiento de o .
- Descripcion Frecuencia

mantenimiento

Cambiar el filtro del Garantiza que el liquido Cada 6 meses o cuando sea

envolvente envolvente esté libre de necesario.
residuos.

Limpieza larga Limpia los conductos fluidicos Una vez al mes y antes de las
con una solucién de lejia al 10 %. | visitas de mantenimiento.

Mantenimiento no programado

En la tabla siguiente se describen los procedimientos de mantenimiento no programado para el
citbmetro.

Procedimiento de

. Descripcién Frecuencia
mantenimiento

SIT Flush (Purga del SIT) Purga el SIT a contraflujo Cuando sea necesario, si el
SIT se obstruye o después
de procesar colorantes
adherentes.
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Procedimiento de

. Descripcidn Frecuencia
mantenimiento
Purge Filter (Purgar el filtro) | Elimina las burbujas del filtro del Si hay burbujas en el filtro del
envolvente. envolvente, o si el reservorio

interno o el depésito del
envolvente se vacian.

Clean Flow Cell (Limpiar la | Procesa una solucién de lejia al Cuando sea necesario,
camara de flujo) 10 % seguida de agua desionizada | o después de procesar

a través de la camara de flujo. colorantes adherentes.
Limpiar las superficies Mantiene las superficies libres de Cuando sea necesario.
externas acumulos de sal.

SIT Flush (Purga del SIT)

Se realiza una purga a contraflujo del conducto de muestra siempre que se retira un tubo del SIP
después de la adquisicion de la muestra. Si el conducto de muestra presenta signos de arrastre

0 se obstruye después de terminar un experimento con un colorante adherente como yoduro de
propidio, naranja de acridina o naranja de tiazol, se debe volver a purgar manualmente el conducto
de muestra a contraflujo.

1 Enla pestafia Cytometer (Citdbmetro), de los modulos QC & Setup o Acquisition (CC y configuracion
o Adquisicion), seleccione SIT Flush.

QC & SE’[Up Cytometer

M“G Cytometer QL |

n
s

SIT Flush |

= Controls T Calibrate SIT

‘mCylometer e- i”LIF(}U Filter
& Clean Flow Cell
%" Long Clean
2 Sipersiste el arrastre o la obstruccion, coloque un tubo con lejia al 10 % en el SIP y adquiera

a un volumen de adquisicion alto durante 5 minutos. Después adquiera un tubo de agua
desionizada a un volumen de adquisicién alto durante 5 minutos.

B NOTA: Si se procesan grandes cantidades de microesferas o células grandes, se recomienda
utilizar un tubo con lejia al 10 % seguido de un tubo de agua desionizada, durante 5 minutos cada
uno, entre experimentos.
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Purge Filter (Purgar el filtro)

Lleve a cabo este procedimiento si hay burbujas de aire visibles en el filtro del envolvente,
o si el reservorio interno o el depésito del envolvente se han vaciado y hay aire en el
sistema fluidico.

1 Enla pestafia Cytometer (Citémetro) de los médulos QC & Setup o Acquisition (CC y configuracién
o Adquisicién), seleccione Purge Filter.

m Cytometer QC S‘!T SIT Flush
Fa¥ Reference Contrals Ill Calibrate SIT
m Cytometer ﬂ- Purge Filter

& Clean Flow Cell

%" Long Clean

A Eluidice Ehaskcdocsie

La valvula de venteo conectada al filtro del envolvente se abrird y liberara las burbujas de aire
atrapadas dentro del filtro del envolvente.

2 Repita el modo fluidico de Purge Filter hasta que no haya burbujas visibles dentro del filtro del
envolvente.

Clean Flow Cell (Limpiar la camara de flujo)

Limpie la camara de flujo después de terminar un experimento con un colorante adherente como
yoduro de propidio, naranja de acridina o naranja de tiazol. También se recomienda limpiar la
camara de flujo después de adquirir grandes cantidades de soluciones de microesferas altamente
concentradas o si sospecha que hay una obstruccion.

Si procesa muestras adherentes, realice este procedimiento utilizando una solucién de Contrad 70
al 50 % en lugar de lejia al 10 % entre experimentos.

1 Enla pestafia Cytometer (Citdbmetro) de los médulos QC & Setup o Acquisition (CC y configuracién
o Adquisicion), seleccione Clean Flow Cell.

QC & Setup

m Cytometer QC ST SIT Flush

¥a Reference Controls IT] Calibrate SIT
m Cytometer ﬂ- Purge Filter

& Clean Flow Cell

%" Long Clean
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2 Siga las instrucciones que aparecen. Cargue un tubo que contenga 3 ml de solucién de lejia
al 10 % en el SIP y haga clic en Continue (Continuar).

3 Cuando se le solicite, cargue un tubo que contenga 3 ml de agua desionizada en el SIP y haga
clicen Continue.

4 Haga clic en Done (Listo) cuando haya finalizado el procedimiento.

Long Clean (Limpieza larga)

Descontamine el sistema fluidico mensualmente ejecutando el modo fluidico Long Clean. Realice
Long Clean justo antes de las visitas de mantenimiento, o si procesa volumenes elevados de
muestras sin lavar o muestras tefiidas con yoduro de propidio, naranja de acridina o naranja

de tiazol.

No haga pasar lejia ni detergente a través del filtro del liquido envolvente. Es dificil
A eliminar las soluciones de limpieza del filtro del liquido envolvente.

1 Enla pestafia Cytometer de los médulos QC & Setup o Acquisition (CC y configuracién o Adquisicion),
seleccione Long Clean.

QC & Setup Cytameter

@ Cytometerac ¥ SIT Flush

LT| Calibrate SIT

@+ Purge Filter

& Clean Flow Cell

%" Long Clean

2 Siga las instrucciones que aparecen. Prepare los tubos de limpieza y los depdsitos de liquidos
adecuados.
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Vacie el dep6sito de residuos. Cambie el filtro del envolvente por el conjunto de derivacion del
filtro del envolvente (tubos de limpieza larga).

@ - 2
e,

.

-

E

Quite el depd6sito del envolvente y cambielo por un depdsito que contenga una solucidn de lejia
al 10 %.

Cargue un tubo que contenga 3 ml de una solucién de lejia al 10 % en el SIP.

Lleve a cabo el procedimiento Long Clean (Limpieza larga) en el software.

Una vez finalizado el ciclo de limpieza con lejia, vuelva a colocar el depésito del envolvente.
Retire el tubo de lejia al 10 % del SIP y cambielo por un tubo de 3 ml de agua desionizada.
Lleve a cabo el procedimiento Long Clean (Limpieza larga) en el software.

Cuando se le solicite, retire el conjunto de tubos de limpieza larga y vuelva a instalar el filtro del
envolvente.

Fluidics Shutdown (Apagado del sistema fluidico)

Realice el apagado del sistema fluidico al final de cada dia que utilice el instrumento.
El procedimiento de apagado limpia a fondo el sistema fluidico.

1

En el menud Cytometer de los médulos QC & Setup o Acquisition (CCy configuracion o Adquisicion),
seleccione Fluidics Shutdown.

Cargue un tubo con 3 ml de lejia al 10 % en el SIP y haga clic en Continue (Continuar).

La solucién de lejia al 10 % se prepara afiadiendo 1 parte de lejia doméstica a 9 partes de agua
desionizada.

Cargue un tubo con 3 ml de agua desionizada y haga clic en Continue.
Cargue un tubo con 3 ml de Contrad 70 al 50 % y haga clic en Continue.

Cargue un tubo con 3 ml de agua desionizada y haga clic en Continue.
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6 Deje que termine el procedimiento de apagado, después haga clic en Done (Listo) y apague
el citdmetro. Asegurese de que el SIT esté sumergido en el agua desionizada al final del
procedimiento.

Al dia siguiente, al encender el sistema, comienza el procedimiento de inicio, utilizando el tubo
de agua desionizada que hay en el SIP.

Limpieza de las superficies externas
Compruebe periddicamente si hay residuos de solucién salina.

1 Humedezca un pafio con una solucién de limpieza suave y limpie las superficies del instrumento.

2 Humedezca un pafio con agua desionizada y vuelva a limpiar las superficies para eliminar la
solucién de limpieza residual.

3 Seque las superficies con un pafio limpio y seco.

Inspeccion de los conductos fluidicos

cualquier indicio de fuga, péngase en contacto de inmediato con el servicio de asistencia

2 Revise peridodicamente el citbmetro para detectar fugas de liquidos. Si se detecta
técnica de Cytek. No intente reparar el instrumento.

1 Realice una inspeccién ocular por si hay fugas de liquidos buscando pequefios acimulos
de liquido cerca de cualquiera de las conexiones rapidas.

2 Inspeccione ocularmente si hay residuos secos o una ligera decoloracién en los espacios que
rodean al citobmetro.

Cambio del filtro del envolvente

El filtro del envolvente atrapa los residuos y las burbujas de aire antes de que lleguen a la cdmara
de flujo. Cambie el conjunto del filtro cada 6 meses, o cuando observe un aumento del un volumen
de adquisicion de muestra o residuos en un grafico de FSC frente a SSC.

Use el equipo de seguridad adecuado, como guantes protectores, gafas y bata
A de laboratorio para realizar este procedimiento.

1 Apague el citbmetro.

2 Abra el panel delantero del citémetro.

144 | NL-CLC Manual del usuario



3 Presione las dos conexiones rapidas del conducto fluidico y la conexion rapida del venteo
a la derecha del filtro del envolvente.

Conexiones rapidas del conducto fluidico
Conexion rapida del venteo

Filtro del envolvente

4 Deseche el filtro del envolvente de acuerdo con el protocolo habitual del laboratorio y la
normativa local.

5 Instale un nuevo filtro del envolvente con la flecha hacia arriba.

6 Reinicie el citdmetro y ejecute el modo fluidico Purge Filter (Purgar el filtro) para eliminar las
burbujas de aire (véase “Purge Filter (Purgar el filtro)” en la pagina 141). Repita este paso hasta
que se hayan purgado todas las burbujas de aire del filtro.

7 Cierre el panel delantero.

Cambio del SIT

Cambie el SIT si los tubos estan obstruidos incluso después de limpiar y purgar repetidamente
el SIT.

1 Aseglrese de que el SIT esté extendido en un tubo con agua desionizada y que el citémetro esté
apagado.

Si el citdbmetro se apag6 correctamente usando el procedimiento Fluidics Shutdown (Apagado
del sistema fluidico), el SIT ya estara extendido y sumergido en agua.

B NOTA: Si el SIT no estd extendido, encienda el citémetro y ejecute Fluidics Shutdown.
A continuacién, apague el citbmetro.

2 Obtenga un conjunto de tubos del SIT.

Tuerca de Tuerca superior Casquillo
plastico negro  de plastico beis verde

!
Loe ]
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3 Abra la puerta del SIT. Identifique los tres componentes que se muestran en la figura siguiente.

Abra el panel delantero y después abra la puerta del SIT. La puerta SIT esta situada encima del
SIP. Véase “Parte delantera del citdmetro” en la pagina 12.

0

Caudalimetro

Tuerca de plastico negro

Tuerca superior
de plastico beis

4 Desenrosquey retire con cuidado la tuerca de plastico negro de la parte inferior del
caudalimetro.
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5 Siga el tubo desde la tuerca negra hasta la tuerca de plastico beis. Desenrosque la tuerca beis

y tire suavemente de ella y del tubo para sacarlos del SIP.

6 Deseche el conjunto de tubos del SIT.

7 Inserte el nuevo tubo de muestra a través del orificio.
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9 Marque la posicién completamente enroscada en la base y en la tuerca, como se muestra.
A continuacién, desenrosque la tuerca 1% vuelta desde la posicién marcada.

Marque la posicién de la tuerca enroscada.

10 Compruebe que el tubo entra en contacto con la parte inferior del tubo en el SIP.

Bl —— ———
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11 Fije la tuerca negra a la parte inferior del caudalimetro de manera que quede bien sujeta.
Asegurese de que el conducto de muestra se curve y se aleje del conjunto del SIT al elevarse
la plataforma del SIT.

Apriete la tuerca negra.

Asegurese de que el conducto de muestra se curve
y se aleje del conjunto del SIT.

12 Cierre la puerta del SIT.

13 Encienda el sistema. Durante la inicializacién, el sistema calibra automaticamente la profundidad
del SIT en el tubo cargado en el SIP.

Mantenimiento del cargador

transmitir enfermedades potencialmente mortales. Adopte las precauciones universales
al limpiar el instrumento o al cambiar piezas. Use el equipo de laboratorio indicado,
como guantes protectores, gafas y bata de laboratorio.

|| Cualquier superficie del instrumento en contacto con muestras bioldgicas puede

Calibracion de la plataforma y la placa del cargador

Haga clicen el boton Reset (Restablecer) para volver a calibrar la plataforma y la placa si se produce
alguna de las siguientes situaciones:

« Sila propia plataforma alcanza el limite de su recorrido mecanico.

« Sialgun componente que se mueve junto con la plataforma alcanza el limite de su recorrido
mecanico.
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1 Tire del deslizador hacia delante. Observe la posicién de la guia del tubo y ajuste su recorrido
maximo a una posicién adecuada.

2 Haga clic en Alignment Point A (Punto de alineacién A) o en Alignment Point B (Punto de
alineacion B). Alinee la guia del tubo usando el marcador en forma de cruz del accesorio
de calibracién de la plataforma en las posiciones izquierda/derecha y atras/adelante.

3 Coloque una placa de pocillos convencionales o una placa de pocillos profundos en la
plataforma del agitador. Calibre la posicidén de la guia del tubo y la posicion A1.

4 Tire del deslizador hacia atras y coloque la gradilla de tubos en la plataforma del agitador.
Calibre la posicién A1.

Limpieza de las superficies externas de la cargador
Compruebe periddicamente si hay residuos de solucion salina.

1 Humedezca un pafio con una solucién de limpieza y limpie el liquido envolvente seco de las
superficies.

2 Humedezca un pafio limpio con agua desionizada y limpie las superficies para evitar la
corrosion por lejia.

3 Seque las superficies con un pafio limpio y seco.

B NOTA: Las altas concentraciones de hipoclorito sédico (lejia) y otros limpiadores pueden dafiar
el instrumento.

150 | NL-CLC Manual del usuario



Conexiones del cargador

Conexién USB

Conexion de
alimentacion

+ USB2.0: requiere un cable alargador USB2.0 del tipo A para cable USB2.0 del tipo A convencional
(aprox. 1 metro de longitud) para la conexion al ordenador.

+ Alimentacién: requiere un cable de alimentacién IEC320-C8 para conectar con la fuente de
alimentacion de CA-CC.

Desinstalacion de la fuente de alimentacién del cargador

Para desinstalar la fuente de alimentacion:

1 Desenchufe la conexién de CA.

2 Desenchufe la conexién de alimentacion del cargador.

— Conexidnde CAala
fuente de alimentacion

Conexion a la fuente
de alimentacién

Conexion a la fuente
de alimentacién

Instrucciones de elevaciéon y transporte del cargador

« Mantenga todo el equipo separado del suelo sobre una superficie firme, como una mesa.
* Nunca coloque el cargador sobre el suelo cuando esté en uso.

+ Utilice un carro u otro sistema de soporte estable para transportar el cargador.
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11

Resolucion de problemas

En esta seccidn se ofrecen consejos para ayudarle a identificar y resolver los problemas que
puedan producirse en el citbmetro de flujo. Si necesita ayuda adicional, péngase en contacto con
Cytek Biosciences. Tenga a mano la siguiente informacién: nimero de serie, mensajes de error

y datos del funcionamiento reciente.

Para obtener asistencia para el instrumento en EE. UU., llame al 1-877-92-CYTEK. Visite nuestro
sitio web www.cytekbio.com, para obtener informacién de contacto actualizada.

« “Resolucion de problemas generales” en la pagina 154
« “Resolucion de problemas del cargador” en la pagina 157
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Resoluciéon de problemas generales

Observacion

Posibles causas

Soluciones recomendadas

El CC diario no se
completa

Muestra de microesferas
de CC incorrecta.

Asegurese de que esta procesando
microesferas de CC SpectroFlo.

Muestra de microesferas
incorrectamente mezclada.

Mezcle la muestra de microesferas.

Muestra de microesferas
demasiado diluida.

Concentre la muestra de microesferas
O prepare una nueva muestra de
microesferas.

Burbuja de aire en el conducto
de muestra.

Realice una SIT Flush (Purga del SIT).

Error de CC diario

Burbuja de aire en el sistema
fluidico.

Ejecute Purge Filter (Purgar el filtro).

Camara de flujo sucia.

Ejecute Clean Flow Cell (Limpiar la camara
de flujo).

Si el problema persiste, ejecute Clean Flow
Cell usando Contrad 70 al 25-50 %,
seguido de agua desionizada.

Preparacién de muestra
dudosa.

Verifique la técnica de preparacién de
muestras.

Aire en el filtro del envolvente.

Ejecute Purge Filter.

Muestra no diluida en el mismo
liquido que el envolvente.

Diluya la muestra en el mismo liquido que
la solucion envolvente.

Aire en el filtro del
envolvente.

El citdmetro no se ha utilizado

durante un periodo prolongado.

Ejecute Purge Filter.

Compruebe que todos los conectores
del envolvente estén bien conectados.
Compruebe si hay fugas o grietas en
el reservorio interno del envolvente.
Cambiela, si es necesario.

Depdésito del envolvente vacio.

Llene el depdsito del envolvente. Ejecute
Purge Filter.
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Observacion

Posibles causas

Soluciones recomendadas

No se muestran
eventos (volumen
de adquisicidon
inferior al esperado)

No hay muestra en el tubo.

Agregue muestra o instale un tubo
de muestra nuevo.

Muestra mezclada
incorrectamente.

Mezcle la muestra para suspender las
células/particulas.

SIT obstruido.

Realice una SIT Flush (Purga del SIT).
Después ejecute Clean Flow Cell (Limpiar
la camara de flujo) con lejia al 10 %,
seguida de Clean Flow Cell con agua
desionizada.

Si la obstruccién persiste, cambie el
conducto de muestra.

No se muestran
eventos (volumen
de adquisicion
normal)

Ganancia insuficiente para
el parametro de umbral.

Aumente la ganancia del parametro
de umbral.

Umbral demasiado alto.

Baje el umbral.

Retardo entre laseres
incorrecto.

Asegurese de que los valores de retardo
entre laseres coincidan con los de la
ultima secuencia de Daily QC (CC diario).
Véase “Instrument Control (Control del
instrumento)” en la pagina 48 para
conocer la ubicaciéon del retardo entre
|[dseres. Silos valores no coinciden, vuelva
a ejecutar Daily QC.

Umbral configurado en un
parametro incorrecto.

Configure el umbral en el parametro
adecuado para la aplicacidon
(normalmente FSQC).

Gréfico referido a unaventana

sin datos en la ventana de
adquisicion.

Elimine o mueva la ventana de adquisicion.
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Observacion

Posibles causas

Soluciones recomendadas

Tasa de eventos de
la muestra baja

Umbral demasiado alto.

Baje el umbral.

Ganancia insuficiente para
el umbral.

Aumente la ganancia del parametro
de umbral.

Muestra mezclada
incorrectamente.

Mezcle la muestra para suspender las
células/particulas.

Muestra demasiado diluida.

Concentre la muestra.
Configure el volumen de adquisicion
en Medium o High (Medio o Alto).

SIT obstruido.

Realice una SIT Flush.

Después ejecute Clean Flow Cell (Limpiar
la camara de flujo) con lejia al 10 %,
seguida de Clean Flow Cell con agua
desionizada.

Si la obstruccidén persiste, cambie el
conducto de muestra.

Tasa de eventos
erratica

SIT parcialmente bloqueado.

Realice una SIT Flush.

Después ejecute Clean Flow Cell (Limpiar
la camara de flujo) con lejia al 10 %,
seguida de Clean Flow Cell con agua
desionizada.

Muestra con grumos.

Agite en vortex, filtre o disgregue la
muestra.

Los datos de los
parametros de
dispersion aparecen
distorsionados

Burbuja de aire en la camara
de flujo.

Realice una SIT Flush (Purga del SIT).

Aire en el filtro del envolvente.

Ejecute Purge Filter (Purgar el filtro).

Céamara de flujo sucia.

Ejecute Clean Flow Cell (Limpiar la camara
de flujo).

Calidad inadecuada de la
muestra.

Compruebe la viabilidad de las células.

Tampones hiperténicos.

Compruebe el pH de los tampones
y del fijador.

Configuracién del instrumento
incorrecta.

Optimice la configuracion del instrumento.
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Observacion

Posibles causas

Soluciones recomendadas

CV altos

Burbuja de aire en el sistema
fluidico.

Realice una SIT Flush y Purge Filter.

Volumen de adquisicion
de muestra configurado
en High (Alto).

Configure el volumen de adquisicién de
muestra en Low o Medium (Bajo o Medio).

Camara de flujo sucia.

Ejecute Clean Flow Cell.

Si el problema persiste, ejecute Clean Flow
Cell usando Contrad 70 al 25-50 %,
seguido de agua desionizada.

Preparacion de muestra
dudosa.

Verifique la técnica de preparacion
de muestras.

Aire en el filtro del envolvente.

Ejecute Purge Filter.

Muestra no diluida en el mismo
liquido que el envolvente.

Diluya la muestra en el mismo liquido que
la solucion envolvente.

Resolucion de problemas del cargador

Observacion

Posibles causas

Solucién recomendada

La plataforma o el motor
no se mueven

Conexién USB

Compruebe que el cable USB y el conector USB
no estén sueltos.

Conexién de alimentacién

- Compruebe que la fuente de alimentacion,

el cable de alimentacion de CA-CCy el cable de
alimentacion de CC-CC estan bien conectados.
- Utilice un medidor para comprobar si la salida
de CC de la fuente de alimentacién son 24 VCC.

Averia mecanica

Con el interruptor de alimentacion apagado,
empuje y tire manualmente de la plataforma
para comprobar si el movimiento es suave.

La plataforma no esta
alineada

La calibracién de la plataforma no
es correcta.

- Vuelva a calibrar el instrumento siguiendo los
pasos de calibracién del software.

- Compruebe si hay un sesgo significativo en la
plataforma.

- Compruebe si la configuracion del software
para Plate/Deep Well/Tube Rack (Placa/Pocillo
profundo/Gradilla de tubos) es correcta.

Capitulo 11: Resolucién de problemas | 157



158 | NL-CLC Manual del usuario



ASL

APD

archivo de datos

autofluorescencia

camara de flujo

citometria de flujo

compensacion

contaminacién
espectral

12

Glosario

El Automated Sample Loader (Cargador automatico de muestras) mezcla
muestras y suministra gradillas y placas de tubos al citdmetro para su
adquisicion.

El fotodiodo de avalancha (APD, por sus siglas en inglés) es un dispositivo
electronico semiconductor de alta sensibilidad para medir la intensidad de
la luz. Los APD convierten la luz en electricidad y se los puede
considerar fotodetectores.

Recopilacion de valores medidos a partir de una sola muestra
combinados con texto que describe los datos, que se ha almacenado
como archivo estandar de citometria de flujo (.fcs) en un disco.

Fluorescencia inherente que generan principalmente las estructuras
celulares como las mitocondrias y los lisosomas. La autofluorescencia
puede dificultar la deteccion de sefiales fluorescentes atenuadas.

La camara de flujo permite el enfoque hidrodinamico de la muestra
para que el laser o laseres puedan interrogar secuencialmente a las
células o particulas de interés individualmente.

Tecnologia que mide y analiza simultaneamente varias caracteristicas
de células o particulas individuales a medida que pasan por un haz
de laser.

Proceso por el cual se tiene en cuenta la fluorescencia de contaminacion
espectral de parametros secundarios, de modo que los valores de
fluorescencia de un parametro representen solo la fluorescencia del
fluorocromo primario.

Luz emitida por un fluorocromo que entra en el detector de otro
fluorocromo.
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deconvolucionar

detector

deconvoluciéon

espectral

FCS

filtro

fluorescencia

fluorocromo

fotodiodo

ganancia

grafico de puntos

laser

rcv

referencia

Proceso basado en algoritmos que se utiliza para invertir los efectos de
la convolucion (o superposicion) en los datos grabados.

Dispositivo que responde a un estimulo especifico. Los fotodiodos
y los tubos de APD son dos tipos de detectores en los citometros.
Convierten las sefiales de luz en sefiales electrdnicas.

Método matematico para deconvolucionar las sefiales de multiples
fluorocromos/colorantes para diferenciarlas.

Estandar de citometria de flujo, un formato convencional para archivos
de datos de citometria de flujo.

Dispositivo 6ptico que bloquea el paso de parte de la luz incidente,
permitiendo que el resto pase practicamente sin cambios.

Emision de luz de longitudes de onda mas largas que se produce
cuando una sustancia absorbe luz de longitudes de onda mas cortas.

Colorante fluorescente. Molécula capaz de absorber energia luminica
y después emitir luz a una longitud de onda mas larga (fluorescencia)
a medida que libera esa energia.

Dispositivo para medir la intensidad de la luz. Un fotodiodo genera una
corriente de salida proporcional a la intensidad de la luz incidente.

Amplificacién de una sefial. El aumento de la ganancia da lugar a una
sefal de salida mayor para una sefial de entrada determinada.

Representacion grafica de datos de dos parametros. Cada eje
de un grafico presenta los valores de un parametro.

Amplificacién de luz mediante emision estimulada de radiacion. Fuente
de luz altamente direccional, monocromatica, coherente y brillante.

La luz emitida se halla en una o mas bandas espectrales estrechasy,
en la mayoria de los laseres, se concentra en un haz intenso y estrecho.

Coeficiente de variacion robusto porcentual. EI CV robusto es una
medida de la dispersion de una distribucién de probabilidades
o de una distribucion de frecuencias.

Perfil espectral de un marcador fluorescente en todos los detectores
para todos los laseres.
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resolucion

retardo entre laseres

rSD

ruido electrénico

superposicion
espectral

sensibilidad

SIP

SIT

tasa de eventos

volumen de

adquisicion

ventana de
adquisicion

voltaje

Medida de la capacidad de un citbmetro para distinguir entre dos
poblaciones con diferentes intensidades de fluorescencia o dispersion
de luz.

Cantidad de tiempo entre las sefiales de diferentes puntos de
interrogacion de laser.

Desviacién estandar robusta. La SD robusta se basa en la desviacion
de los puntos de datos individuales con respecto a la mediana de la
poblacion.

Fluctuacion aleatoria en las sefales electrénicas, caracteristica
de todos los circuitos electrénicos.

Fenédmeno por el que diferentes fluorocromos emiten luz dentro del
mismo intervalo de deteccion. En experimentos multicolores, hay que
realizar una compensacion para corregir la superposicion espectral.

Medida de la capacidad de un citémetro para distinguir las particulas
del ruido de fondo. A menudo se expresa en términos de un numero
minimo de moléculas fluorescentes por particula necesario para
distinguir una particula tefilda de una particula sin tefiir. La sensibilidad
depende del instrumento, el colorante y el método de preparacion.

Puerto de inyeccion de muestras. Area del citdmetro donde se coloca
la muestra.

Tubo de inyeccién de muestras. Sonda que extrae la muestra del tubo
de muestray la lleva a la camara de flujo.

La velocidad a la que se adquieren las células o particulas.

Cantidad de liquido que pasa por un punto por unidad de tiempo.
El volumen de adquisicion del citbmetro NL-CLC se mide mediante
el caudalimetro.

Limite (regidon) numérico o grafico que define un subconjunto de datos.
Las ventanas de adquisicion pueden ser unidimensionales
o multidimensionales.

Medida del potencial eléctrico. El voltaje aplicado a un detector afecta
a su ganancia de amplificacion.
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Citometro

Optica

13

Especificaciones

Elemento

Especificacién

Plataforma optica

Conjunto 6ptico fijo configurado con hasta tres haces de laser
separados espacialmente. Los retardos entre ldseres se ajustan
automaticamente durante el CC del instrumento.

Laseres

405 nm: 100 mW (violeta)
488 nm: 50 mW (azul)
640 nm: 80 mW (rojo)

Geometria del haz

Perfil de haz de laser plano con altura estrecha de haz vertical,
optimizado para la deteccion de particulas pequefias.

Recogida de emisiones

Cubeta de silice fundida acoplada a una lente de alta AN para lograr
una eficacia 6éptima de recogida en fibras opticas.

Detector y filtro de
dispersion frontal

Detector semiconductor de alto rendimiento con filtro paso de banda
de 488 nm.

Detectoresy filtros de
dispersion lateral

Dos detectores semiconductores de alto rendimiento con filtros paso
de banda de 405y 408 nm.

Detectores de
fluorescencia

Conjunto de detectores semiconductores de multiplexacion por
division aproximada de longitud de onda (CWDM) de alta sensibilidad,
de 16 canales por laser, que permite una captura de espectro mas
eficaz para los colorantes que emiten en el intervalo de 420 a 830 nm.
No se requieren cambios de filtro para ningun fluorocromo excitado
por los laseres integrados.

NOTA: Véase la tabla de la pagina 112 para conocer las
especificaciones de ancho de banda de los detectores.
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Sistema fluidico

Elemento

Especificacion

Funcionamiento general

Sistema fluidico accionado por vacio con los siguientes modos
fluidicos: Long Clean, SIT Flush, Purge Filter, Clean Flow Cell, Fluidics
Shutdown (Limpieza larga, Purga del SIT, Purgar el filtro, Limpiar la
camara de flujo, Apagado del sistema fluidico).

Tubos compatibles

Tubos de poliestireno y polipropileno de 12 x 75 mm.

Contenedores
de liquidos

Se facilitan depdsitos de liquido de 4 | con deteccion de nivel.
Compatibles con contenedor de 20 | de envolvente y de residuos.

Volumenes de
adquisicion de muestra

Tres volumenes de adquisicion predefinidos medidos por
el caudalimetro:

Modo de tubos:

+ Bajo: 15 pl/min

+ Medio: 30 pl/min

+ Alto: 60 pl/min

Velocidad de adquisiciéon

Hasta 35 000 eventos/s (para sistemas de tres laseres).

de datos

Rendimiento

Caracteristica

Parametro

Criterios de aceptacién

Resultado

Sensibilidad Sensibilidad de Sensibilidad minima: Resultados de MESF:
analitica fluorescencia FITC <200 MESF FITC =51
PE <100 MESF PE =51
APC <15 MESF APC=14
Azul Pacifico <190 MESF Azul Pacifico =13
Linealidad de la R >0,98 R >0,99 para todos
fluorescencia
Sensibilidad La dispersién frontal debe Las microesferas de
de la dispersién distinguir unamicroparticula | 0,98 um se separaron de
frontal (FSC) de 1 pm de los desechos por | los desechos por FSC.
tamanio relativo.
Linealidad de la El cociente de la IFM G2/M Cociente G2/M
pruebadeploidia | a GO/G1 debera estar a G0/G1 =2,03.
del ADN comprendido entre
1,95y 2,05.
Resolucion Resolucion FSC <3,0 %CV FSC 2,96 %CV
de dispersion FSC/SSC SSC 8,0 %CV SSC 4,55 %CV
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Caracteristica

Parametro

Criterios de aceptacién

Resultado

Exactitud Exactitud de la Utilizando una muestra Las poblaciones de
deteccién de CD-Chex Plus (Streck, linfocitos analizados,
marcadores de n.° ref. 213365) para los CD3+, CD3+CD4+,
superficie celular | marcadores de superficie CD3+CD8+, CD3-CD19+,

celular CD3, CD4, CDS, CD3-(CD16+CD56+) en
CD16/56 yCD19, los linfocitos | porcentaje se hallan
positivos en porcentaje deben | dentro de los intervalos
hallarse dentro del intervalo | deseados publicados.
deseado del prospecto Datos archivados.
facilitado por el proveedor.

Precision Repetibilidad Medicién repetida El %CV de cada poblacién

(repetibilidad
y reproducibilidad)

de la deteccién
de marcadores
de superficie
celular

de muestras en varios
instrumentos con los
marcadores de superficie
celular CD3, CD4, CDS,
CD16/56 'y CD19; el %CV
de los porcentajes de
linfocitos positivos debera
cumplir los siguientes
criterios:

Si los porcentajes de
linfocitos positivos son
>30 %, %CV sera <8 %.

Si los porcentajes de
linfocitos positivos son
<30 %, %CV serad <15 %.

celular medido en

10 analisis repetidos es
inferior al 6 % y cumple
los criterios de aceptacion.
Datos archivados.

Validacién del
flujo de trabajo
del ensayo

Arrastre
Fiabilidad del
instrumento

El arrastre serd <0,5 %

Arrastre <0,003 %

Cuando la temperatura
ambiente permanece dentro
del 5 % de latemperatura de
funcionamiento del disefio,
en cualquier periodo de

8 horas no habra ninguna
variacion superior a £10 %
en la intensidad de FSC

y de cualquier canal de
fluorescencia.

Los resultados de las
pruebas demuestran
que lavariacién de la IFM
en cualquier canal fue
inferior a +10 %. Datos
archivados.
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Estacion de trabajo

Elemento

Especificacion

Sistema operativo

Microsoft® Windows® 10 Pro, 64 bits

Procesador Procesador Intel® Core™ i7, 3,6 GHz
RAM 32 GB
Disco duro SSD de 500 GB/SATA de 1 TB

Procesador de video

NVIDIA® GeForce 530

Pantalla

Pantalla UHD 4K de 32 pulgadas

Especificaciones técnicas del cargador

Especificaciones generales

Tipos de placas

Placa de pocillos profundos de 1 ml, placa de pocillos profundos de 2 ml, placa
convencional de 96 pocillos con fondo enV, placa convencional de 96 pocillos con
fondo en U, placa convencional de 96 pocillos con fondo plano

Gradilla de tubos

Gradilla de 40 tubos

Interfaz del ordenador

usB 2.0

Mezcla

Basada en un transportador concreto en software configurado con la velocidad
de agitacion, el tiempo de agitacién y la frecuencia de agitacién recomendados.

Requisitos de instalacién

Dimensiones

23x47x28cm(9,1x185x11in)

Peso

15 kg (33 Ib)

Espacio de trabajo
recomendado

65x30x30cm (26 x12x12in)

Fuente de alimentacién

Entrada: 110-240 V~, 50/60 Hz, 2,0-1,0 A
Salida: 24V CC, 6,67 A, 160 W méax.

Humedad

Del 20 al 85 % relativa, sin condensacion

Condiciones ambientales

Altitud de hasta 2000 m (6560 pies), grado de contaminacion: 2

Filtrado del aire

Sin polvo ni humo excesivos

lluminacion

Sin requisitos especiales
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Requisitos de instalacién

Elemento

Especificacion

Dimensiones (An x Pr x Al)

54 x52x52cm (21,3 x20,5x 20,5in)

Peso

61 kg (134,5Ib)a 71 kg (156,5 Ib)

Estacion de trabajo

3,5x183x17,9cm (1,4x7,2x7,0in)

Espacio de trabajo
recomendado

152,4x 61 x132cm (60 x 24 x 52 in)

Alimentaciéon

110/240 V-, 50/60 Hz, 3,5 A/1,5 A

Valor nominal del fusible

250 VCA, 5 A, tamafo 5 x 20 mm

Disipacion térmica

500 W con todos los laseres de estado sélido

Temperatura

15-28 °C

Condiciones ambientales

Para uso en interiores

Altitud

Hasta 2000 m (6562 pies)

Grado de contaminacién

2

Humedad

Del 20 al 85 % relativa, sin condensaciéon

Filtrado del aire

Sin polvo ni humo excesivos

[luminacion

Sin requisitos especiales
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14

Suministros y repuestos

Numero de C g
Elemento . Descripcion

referencia
Tanquede 4L N4-00124 Frasco de fluidica para vaina y residuos
Conjunto de tapa de N7-32015 Tapa para depdsito de funda 4L con tubo
suministro de 4L
Conjunto de tapa de N7-32014 Tapa para depdsito de residuos de 4L con tubo y sensor
residuos de 4L de nivel de liquido
Conjunto de N7-32016 Tubos y tapas para adaptarse a contenedores de vaina
adaptador Cubitainer y residuos de 20 |
de20L
Conjunto de soporte N7-32019 Soporte para vainas de 4L y depdsitos de residuos
del depdsito
SpectroFlo QC Beads B7-10001 Cuentas de control de calidad diarias para validar el
2000 Serie, 2mL rendimiento del instrumento
Conjunto del filtro del | N7-22006 Conjunto del filtro del envolvente de 0,2 pm con
envolvente (0,2 pm) conectores rapidos y colector.
Conjunto del filtro del | N7-22016 Conjunto del filtro del envolvente de 0,4 pm con
envolvente (0,4 pm) conectores rapidos y colector.
Conducto de muestra | N7-22014 Conjunto de tubos del SIT.
Derivacion del filtro N7-22010 Sustituye el filtro del envolvente durante una
del envolvente (tubos limpieza larga.
de Long Clean
[Limpieza largal)
Filtro de disco de N4-00047 Filtro en la entrada de los tubos del envolvente para

25 mm (20 pm)

la tapa del contenedor y del depdsito de 4 | del
envolvente.
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A
adquisicion
controles 47
experimentos 46
preferencias 75
agregar
etiquetas 68
marcadores fluorescentes a la biblioteca 68
nueva cuenta de usuario 87

Anélisis de datos sin conexién 104
apagar el sistema 28

archivos FCS
datos deconvolucionados 104, 105, 109
datos sin procesar 104
formatos 20, 45
preferencias de almacenamiento 84

B
barra de herramientas, experimento 50

biblioteca
configuracion de usuario 72
configuracion del cargador 72
etiquetas 68
marcadores fluorescentes 67
microesferas de CC 67
palabras clave 69
plantillas de experimentos 73
plantillas de hoja de trabajo 73

botén de encendido 12

C
camara de flujo, limpieza 141

cambio
filtro del envolvente. 144
SIT 145-149

cargador
apagado 137
calibracion de la plataforma y la placa del
cargador 149
conexiones 151
configuracion 72
configuracién de un experimento 132
configuracion y controles 130
desinstalacion de la alimentacién 151

Indice alfabético

flujo de trabajo diario 132

instrucciones de elevacion y transporte 151

mantenimiento 149

puesta en marcha 132

resolucion de problemas 157
caudalimetro 146
CCdiario

informe 32

realizar 29-32

citobmetro
apagado 28
botén de encendido 12
componentes del sistema fluidico 14-16
contenedores de liquidos 14, 25-27
filtro del envolvente 16
laseres 17
limpieza de superficies 144
Optica 16
perspectiva general 12
repuestos 169
SIT/SIP 13
conductos fluidicos
inspeccion 144
configuracion
usuario 42
configuracidn de usuario 42
biblioteca 72
configuracién del CC
preferencias 85
contaminacion espectral 95
ajuste 109
contenedor de residuos 14
vaciado 26-27
contenedor del envolvente 14
llenado 25-26
contenedores de liquidos 14, 25-27
contrasefia, restablecer 88
controles de referencia 34
actualizar 41
comparar con puntos de referencia 101
procesar 34-39
seleccion de puntos de referencia 40
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D

datos
deconvolucionados 45, 104, 105, 109
formatos 45
sin procesar 45, 104
Deconvolucién 95
deconvolucién
en tiempo real 98-104
especifica por lotes/etiquetas 76
perspectiva general 96
posterior a la adquisicion 104—109
deconvolucién posterior a la adquisicion
en el modulo de adquisicién 104-105
en el médulo de anélisis 106, 106—-109

Desgasificador 14

E

eliminar

cuenta de usuario 88
especificaciones de la estacion de trabajo 166
estadistica

creacion 53

preferencias 81
etiquetas

agregar 68

biblioteca 68
experimento

acerca de 18

barra de herramientas 50

crear nuevo 5662

exportar 20

perspectiva general de la configuracion 46

predeterminado 19, 22
experimentos

plantillas 20, 73

presentacion 46-54
exportar

experimento 20

informes de CC 32

F
factor de escala de area 49

filtro del envolvente 16
cambio 144
purgar 141

filtros virtuales 110-114

G

ganancia
ajuste 49
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configuracién 42

Véase también configuracion de usuario
graficos

preferencias 79

tipos y propiedades 50

H

hoja de trabajo
acerca de 21
plantillas 73
preferencias 77
seleccionar 50

|
informacidn sobre asistencia técnica 10

informes de CC
criterios de apto/no apto 32
exportacion 32

intervalos de alarma 43

L

laseres
detectores 17
factor de escala 49
Levey-Jennings
pestafia para el seguimiento del rendimien-
to 29
seguimiento 41
limpieza
camara de flujo 141
SIT 140
superficies externas 144

limpieza larga 142

lista de trabajo

agregar tareas 116

controles de referencia especificos del lote
119

controles de referencias 117

crear o abrir 115

deconvolucionar 118

exportar informe 122

organizar ubicaciones de muestras en un
transportador 120

recogida de datos 120

M

mantenimiento
no programado 139
programado 139

marcador fluorescente
agregar nuevo 68



biblioteca 67

deconvolucién en tiempo real 99

grupos 34

modificar propiedades 68

procesar controles de referencia 34

seleccién en un experimento 57
mediciones de sefial 49

microesferas de CC
biblioteca 67
procesar 29-32
modificar
cuenta de usuario 88
propiedades de las ventanas de adquisicion
52
propiedades de marcadores fluorescentes
68
propiedades del grafico 51

modulos, software 17

O

Optica 16
compartimento 12
especificaciones 163

P

palabras clave 69

perspectiva general
citbmetro 12
deconvolucién 96
sistema Northern Lights 11
software 17

preferencias
adquisicion 75
almacenamiento 84
configuracion del CC 85
estadistica 81
fuentes 82
graficos 79
hoja de trabajo 77
notificaciones 83
ventanas de adquisicion 80

preferencias de fuentes 82

preferencias de notificacion 83

procedimiento de apagado 28

puerto de inyeccion de muestras (SIP) 13
puntos de referencia de los controles de refer-

encia 40

R

repuestos 169

requisitos de instalacion 167
reservorio interno 14

reservorio interno del envolvente 14
resolucion de problemas 153-157

S

seguimiento
Levey-Jennings 41

seguridad
biolégica 9
eléctrica 9
informacion general 8
simbolos 7

SIP

Véase puerto de inyeccion de muestras
sistema
apagado 28
perspectiva general 11
puesta en marcha 27
sistema fluidico
componentes 14-16
descontaminacion 142
especificaciones 164

SIT
Véase tubo de inyeccién de muestras

software
formatos de archivo FCS 45
modulos 17
perspectiva general 17

T

tubo de inyeccion de muestras (SIT) 13
cambio 145-149
compartimento 12
purga 140
purga, cargador 131

U
umbral 49

usuarios
agregar nueva cuenta 87
modificar cuenta 88
quitar cuenta 88
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