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1. Uso previsto

Para el diagnéstico in vitro. EI RIDA®GENE Color Compensation Kit IV se utiliza para la
calibracién del color de las corridas de PCR en tiempo real de 2-plex y superiores de
RIDA®PGENE en el LightCycler® 480 Il. EI RIDAPGENE Color Compensation Kit IV puede
utilizarse para generar un archivo de compensaciéon de color que permita el analisis de
ensayos de PCR en tiempo real cualitativos y cuantitativos de 2-plex y superiores de
RIDA®GENE en el LightCycler® 480 II.

Este producto esta previsto para uso profesional.

2. Resumen y descripcion del ensayo

En una PCR en tiempo real, la seial fluorescente emitida de un colorante indicador
fluorescente puede superponerse a un canal de color adyacente, generando asi una senal
(diafonia) en este canal. La diafonia de las senales fluorescentes puede causar resultados
incorrectos a menos que se realice una correccion mediante un archivo de compensacién
de color. Un archivo de compensacién de color puede compensar la diafonia entre los
canales de color.

3. Principio del ensayo

El RIDA®GENE Color Compensation Kit IV se utiliza para la calibracion del color de las
corridas de PCR en tiempo real de 2-plex y superiores de RIDA®GENE en el
LightCycler® 480 II.

4. Reactivos suministrados

Tabla 1: Reactivos suministrados (los reactivos del kit son suficientes para 3 corridas de
compensacioén de color).

kit

Blan 400 pl | Blanco
2 1 x 400 pl | Azul
3 Dye 2 1 x 400 pl | Verde
4 1 x 400 ul | Amarillo
5 1 x 400 pl | Naranja
6 Dye 5 1 x 400 pl | Rojo
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5. Instrucciones de almacenamiento

- Proteja el RIDA®GENE Color Compensation Kit IV de la luz y consérvelo a -20 °C. Si no
se abre, puede utilizarse hasta la fecha de caducidad impresa en la etiqueta. Después
de la fecha de caducidad, la garantia de calidad ya no es vélida.

- Antes de utilizarlo, descongele cuidadosamente el RIDA®GENE Color Compensation Kit
IV (por ejemplo, en un refrigerador a 2 — 8 °C).

- Durante la preparacién de la compensacion de color, todos los reactivos deben enfriarse
adecuadamente (2 — 8 °C).

6. Reactivos necesarios no suministrados

El RIDA®GENE Color Compensation Kit IV es apropiado para utilizarse con el siguiente
dispositivo de PCR en tiempo real:

Tabla 2: Equipo necesario

Dispositivo de PCR en tiempo real

Roche LightCycler™ 480 Il

Si necesita usar otros procedimientos de extraccion o equipos de PCR en tiempo real,
pdngase en contacto con R-Biopharm para comprobar la compatibilidad en
mdx@r-biopharm.de.

- Consumibles para PCR en tiempo real (placa de microtitulacién, aluminio 6ptico)
- Centrifuga con rotor para placas o viales de reaccion

- Pipetas (0,5 a 20 pl, 20 a 200 pl, 100 a 1000 pl)

- Puntas de pipeta con filtros

- Guantes desechables sin talco
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7. Advertencias y precauciones para los usuarios

Exclusivamente para el diagnéstico in vitro.

- Este ensayo solo debe llevarlo a cabo personal de laboratorio capacitado. Deben
respetarse las directrices para el trabajo en laboratorios médicos.

- Siga siempre las instrucciones de uso al llevar a cabo esta prueba.

- No pipetee muestras ni reactivos con la boca. Evite el contacto con heridas de la piel y
membranas mucosas.

- Lleve equipo de proteccién personal (guantes apropiados, bata de laboratorio, gafas de
proteccion) al manipular los reactivos y las muestras y lavese las manos después de
finalizar el ensayo.

- No fume, ni coma ni beba en las zonas en que se manipulen las muestras.

- Asegurese de que la extraccion, la preparacion de PCR y la PCR se lleven a cabo en
cuartos separados, con el fin de evitar la contaminacién cruzada.

- Las muestras clinicas deben considerarse potencialmente infecciosas y se deben
desechar adecuadamente, asi como todos los reactivos y materiales que entren en
contacto con muestras potencialmente infecciosas.

- No utilice el kit después de la fecha de caducidad. Los usuarios seran los responsables
de desechar de forma correcta y responsable todos los reactivos y materiales usados.
Respete la normativa nacional en materia de eliminacion de residuos.

Para obtener informacion mas detallada, consulte las hojas de datos de seguridad (SDS)
en www.r-biopharm.com.
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8. Protocolo para generar un archivo de compensacion de color en el
LightCycler™ 480 II

8.1 Preparacion de la compensacion de color

Para una corrida de compensacion de color, agregue cinco reacciones con 20 ul de cada
colorante incluyendo el fondo (blanco) en una placa de microtitulacion (s. Fig.1).

Figura 1: Esquema de pipeteo para la compensacion de color en el LightCycler® 480 II.

Descongele, mezcle y centrifugue brevemente los reactivos antes de utilizarlos.
Refrigere siempre los reactivos de forma adecuada durante las etapas del trabajo
(2°C-8°QC).
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Tabla 3: Preparacion de la compensacion de color LightCycler® 480 II

%2?:3? Reactivo |Cantidad por reaccion Agrﬁ, gs,a;izgitlnﬁgsc:gsiﬁgg e
1 Blank 20 ul B2, C2, D2, E2, F2
2 Dye 1 20 ul B4, C4, D4, E4, F4
3 Dye 2 20 pl B6, C6, D6, E6, F6
4 Dye 3 20 ul B8, C8, D8, ES8, F8
5 Dye 4 20 ul B10, C10, D10, E10, F10
6 Blank 20 ul B12, C12, D12, E12, F12

Después de agregar los reactivos, selle la placa de microtitulacién con aluminio éptico y
centrifugue si es posible. Inicie la PCR en tiempo real de acuerdo con la configuracion del
dispositivo.

8.2 Configuracion del equipo de PCR

Nota: Inicie sesién en el software como administrador para configurar el formato de
deteccion.

1. Tras abrir el software, haga clic en el icono "Herramientas" para programar el formato
de deteccion.

Instrument:  Virtual LightCycler 480 95 System i1 Not Connecied

window:  [Overview -]

LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3

\g

Gene Scanning

Absolute Quantification
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2. Se abre la siguiente ventana. En la ventana Herramientas, seleccione “Detection
Formats”. Pulse el botén "New" para crear un nuevo formato de deteccién (ver Tabla
5) y guérdelo como "RIDA®PGENE". Haga clic en el botén "Close" para salir de la

ventana Herramientas.

—Detection Fori —Filter €

Active Name
Ica SYBR Green I / HRM Dye

Emission

v SimpleProbe E 488 510 580 610 640 660
v Mono Color Hydrolysis Probe / UPL Probe X a0l I' T I I I
v Dual Color Hydrolysis Probe / UPL Probs & »
[¥| 2 Color Hydrolysis Probe ; SEmEd e I
¥l 4 Color Hydrolysis Probe a g0 O T
¥| Mono Color HybProbe t
v fiiZ.i TiZor HybProbe i 5300 O F F T T
» ¥ RIDASGENE o
) nets] OO O O F
-
|
|
e |
| | = -1
1 i Filter Combination Li:
" | | Excitation | Emission Name Melt = Quant Max Integration
Filter Filter Factor Factor Time (Sec) |
{440 i 488  440-488 1 1 1
iy 465 510 465-510 1 1 1
533 580  533-580 1 1 1
533 610  533-610 1 1 :l
818 660  €18-660 1 1 1
i (Ctew " ((com ]
- B
o= |

Tabla 4: Configuracién del canal de deteccion para el LightCycler® 480 I

Combinacion de
filtros

440/488
465/510
533/580
533/610
618/660

Nota: Ajuste el valor de Factor Cuantitativo, Factor de Fusién y Tiempo de Integracion a

1 (predeterminado).
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3. Después de programar el formato de deteccidn, haga clic en el boton “New
Experiment”.

My Computer [Research) {ilmh9

window:  [Overview 5] m Admin —
= LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3
Version 1.5.1.62 I

(=

MNew Experimant from Template l ]

‘ Experiment

S S
[ S 2
. o
B | - | .
- |
I& ,:\}ZZZLI,Z s e T e e s | 7_
4. Seleccione el formato de deteccién "RIDA®PGENE" e introduzca un volumen de
reaccion de 20 pl (predeterminado).
Windo |New Experiment | Use System Ad
rotocol ‘ | Run tes ‘ ‘
‘De cti mat [sioascenz | mizeY Block Size |- Plate ID l— cti E‘

5. Programar el perfil térmico (ver Tabla 5).

Tabla 5: Perfil térmico

Objetivos de temperatura

Programa | Ciclos / Modo de | Objetivo| Modo de Espera Velocidad de rampa

analisis [°C] | adquisicion [[hh:mm:ss] [°c/s]

Denat , , 00:00:30 4.4
inicial. 1/ ninguno 95 ninguna

. . 95 ninguna | 00:00:15 4.4

Ciclos |5/ Cuantificacion 50 inico 00:00.30 55

95 ninguna | 00:00:01 4.4

Analisis de|1 / Compensacion 50 nlngluna 00:00:30 22
70 continuo

laT™M de color o
Adquisiciones (por °C) = 1

0.14*

Nota: Asegurese de que el numero de "Ciclos" y el "Modo de analisis" sean
correctos.

* La velocidad de rampa puede variar ligeramente en funcion del formato de detector
seleccionado.
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6. Una vez terminada la programacion, el experimento deberia tener el siguiente aspecto.

Instrument: ~ Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected Database: My Computer (Research)
ightCy yste :mn-
Window:  [New Experiment | System Admin
[ R Protoed 1 = .
>
Detection Format [RrDascene ] (CustomiaY  stock size [ Plate ID Reaction Volume [20 =]
Color Comp 1D LotNo| Test ID .
|- 4 e
Program Name Cycles. Analysis Mode
Initial Denat. 1 {None -
( ) |cveiing B *louancification )
. @ e e .
- ™A
D) e 5 .
. Target (C) Acquisition Mode Hold (bh:mm:ss) Ramp Rate (*Cls) Acquisitions (per °C) Sec Target () ‘Step Size °C) Step Delay (cycles)
s = <00: b2 < = B =
.'»70 = |continuous l5,10 SR = = = .
.
Overview
: \ \ \ .
&
! [ 15 215 257 35 5 530 612 - 708 780 846 313 344 1076 05 130 1207
) Estimated Time (h:mm:ss) ) )
=AY (ereemn ][ -0t J[_snn )

e T T e O e e T o &
& R et 559072020 15531154 iiust scrivAe a TadpeiemevAesee seteiis up £ e Suk. w3 .

7. Para programar la disposicion de la placa de microtitulacion, pase al “Subset Editor”.
Haga clic en el icono "Mas" para crear un nuevo subconjunto e introduzca un nombre
para la disposicion (por ejemplo, Compensacion de color). Mantenga pulsada la tecla
Ctrl y el boton izquierdo del ratén y marque todos los pocillos que contengan reactivos
en la placa de microtitulacion (ver Fig. 1 y 2). Haga clic en el boton “Apply” para
finalizar el subconjunto. La pantalla deberia aparecer de la siguiente manera.

Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected Database: My Computer (Research)

Window:  [New Experiment | User: System Admin

B @

AEROD e T
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8. Pase al “Sample Editor”. Del paso 1: “Select Workflow”, elija “Color Comp”. En el
paso 2: “Select Samples”, elija el subconjunto previamente establecido
(Compensacion de color). Para finalizar la disposicion, seleccione el canal dominante
correspondiente para cada reactivo (Blank, Dye 1, Dye 2, Dye 3, Dye 4, Dye 5) en el
campo “Dominant Channel”, (ver Tabla 6). Seleccione "Water" para las reacciones
con el fondo de color (Blanco).

Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected Database: My Computer (Research)

Window: INew.Expevimem - — | User: System Admin ‘
k 5:.0""‘ ?:Zlfg::: ?223:3"06C°'°'C““" :IVFuom F 465510 [ 533580 7 533610 [V 618660 ’7“"‘“ — Q’_
SE",,:: —Step 2: Select Samples— ’0 |Color ReplOf | Sample Name Dominant - 5 aw
m subset 1o e H@ OB B 5 o | m il
‘ - s ofomfi & E E
o | i
i 9
- E
—
533.580 533610 618-660 E 1
:
]
_::::, Iae ::I:“ ::ol:rEunTp Properties 73
Dominantchannel | ]
(oapienns |
G [~ i ) Comini L (oo ) mron ) eron )
et e e nmuaaeen %
Tabla 6: Ajustes del canal dominante para los reactivos (LightCycler® 480 )
Reactivo Canal dominante
Blank Agua
Dye 1 440/488
Dye 2 465/510
Dye 3 533/580
Dye 4 533/610
Dye 5 618/660
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9. Coloque la placa con las reacciones preparadas en el dispositivo. Haga clic en
“Experiment” y luego en “Start Run” para iniciar el experimento.

Instrument: ~ Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected Database: My Computer (Research)
Window:  [New Experiment | User: System Admin
Run Protocol A Data | Run Notes |
Detection Format [RTorscey omizey Block Size |- Plate ID Reaction Volume [0 =]
LotNo|
Programs
Cycles Analysis Mode
1 <[None
)
TM.Analyse Targets
Target ('C) | Acquisition Mode ‘ Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (°Cls) Acquisitions (per °C) Sec Target (°C) Step Size ('C) Step Delay (cycles)
+{tone I 2la,2 =
ZlNone B ]
~con e B
—
overview
100
|
|
= \
_ o]
£ n
£ nf
i 65]
§s
50|
5|
|
|
|
3 B 12 7t 70 T BT 016 105 T3 207
Estimated Time (himm:ss)

8.3 Evaluacion y creacion de un archivo de compensacion de color

1. Una vez completado el experimento con el LightCycler®, haga clic en el boton
“Analysis”.

Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected

Window:  [2021 cc v 11188

Experi-
ment

EEEN
Run complete...

Subset: IEnlnx Compen.

L L i 't
Samples [
Color Pos |Name |
100
Il 352 Blank B
W 3¢ Dyve 1l o 9|
BE Dy= 2 a0
B8 Dye 3 |
! B10 Dy= 4 il
B12 Dye 5 &
u E 5
W <z Blank i
W c: Dye1 .E 70
C& Dye 2 E &
ce Dye 3 &
B cio Dye ¢ |
B 12 Dye S
W 0z Blank 50
I »o: Dye: g
DE Dye 2 o
DE Dye 3
B Dpio Dye ¢
B D1z Dye S 0o 02 106 145 225, 305
Bl F2 Blank v
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2. En el cuadro de dialogo “Create New Analysis” vaya a “Color Compensation™.
Seleccione y confirme el subconjunto adecuado (por ejemplo, Compensacion de color)
en el cuadro de dialogo que se abre.

Create New Analy
Abs Quant/2nd Derivative Max s
‘Abs Quant/Fit Points Create new analysis

Advanced Relative Quantification

Basic Relative Quantification Analysis Type '*IColor Compensation j
tolandonp pkran [Sl.l_bset *ICDIDI Compensation |
Endpoint Genotyping

Melt Curve Genotyping Program ék'l‘l"M j

Tm Calling Name ‘*‘ICDJUI Compensation for Color Compens

|

3. Se abre el andlisis; haga clic en "Calculate " y luego en “Save CC Object".

2 LightCycler® 480 Software relesse 1516257

Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected Database: My Computer (Research)

Window: 2021 cC IV 11188 | User: System Admin

aaaaaaaa 18eEP

RBR
r s sficu; &
pESEEREEEEERS
i E o
immm |
gt

Rt (65558 (zoon)

1
2
i
=]

L ] ] e v

oo | HBL_
i

3se838

38

o

AN ENEEE EEEEE EEEENE

o
2
ki
8
<

Fluorescence (440-438)
58

|

o

£

Fluorescence (110-488)

ﬂ\i;\ﬂ\ﬂi\ﬂ\ﬂiﬂ\ﬂ&ﬂ\ﬂ\i;\ﬂ\i;\ﬂ%

: oo
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4. Guarde el archivo de compensacién de color como "RIDA®GENE CCIV" en la carpeta
"CCC".

Save Color Compensation

=] Root
=] System Admin
EJ Experiments —
- | Macmos
J Preferences E

: ] Std Curve
-] Templates

[IRN - S 1
m

=]

1T

Name 2021 cC IV 11188 (CC)

o®

Este archivo esta entonces dlsponlble para otros experlmentos de nghtCycIerD 480 Il. La
generacion del archivo de compensacion de color finalizé.

8.4 Uso del archivo de compensacion de color

Para utilizar el archivo de compensacion de color, abra el Experimento de PCR en tiempo
real RIDA®GENE y cargue la compensacion de color deseada en “Experiment” “Data”.
En el menu desplegable "Color Comp (Off)", seleccione “in Database” y, a continuacion,
el archivo de compensacion de color guardado.

Virtual LighiCyclor 480 96 Systam I

AT

: z =]
& — e imE
o12n 1958 [ETS on= 02300 232 PR QA20E DAg23 Q5080 L@z (%] 0
- Time: (homm:ss]

M’fi ‘Jl ‘l le "H f\|‘ W ( HL

|“
Il I

|
« M

||‘ J

o0 s (=2 1306, B3 (] B 8 [LES TAEED [EL3 [

Wi (o
B[ €0 o |

In Use:

A P,

RIDA®GENE Color Compensation Kit IV 2021-03-16 13



Cuando se selecciona la compensacion de color, el boton “Color Comp (Off)” cambia a

“Color Comp (On)". La compensacién de color seleccionada se aplica automaticamente

a todos los filtros del andlisis. La corrida de la PCR en tiempo real de RIDA®GENE puede
analizarse ahora como de costumbre.

Nota: El archivo de compensacion de color es especifico para cada LightCycler® 480
Il. Se necesita un nuevo archivo de compensacion de color si se cambia el
dispositivo o se repara la unidad éptica.

9. Historial de versiones

Numero de . . .
. Seccion y designacion
version
16/03/21 Version anterior
09/09/21 Adaptacion / Correccidén Pagina de titulo

10. Explicacion de los simbolos

Simbolos generales

Para el diagnéstico in vitro

EE] Obsérvese las instrucciones de uso.
Numero de lote

< Utilizable hasta

/E/ Temperatura de almacenamiento
Numero de articulo

V4 Numero de ensayos

dl Fecha de fabricacion

‘ Fabricante
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Simbolos especificos del ensayo

Blank

) ) )
D () ()
w N} —

W)
(O]
N

)
(0]
()]
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