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1. Uso previsto

Para diagnéstico in vitro. O RIDA®GENE Color Compensation Kit IV é usado para a
calibragao de cor em execugdes PCR em tempo real RIDA®GENE 2-plex e superior no
LightCycler® 480 II. O RIDA®PGENE Color Compensation Kit IV pode ser usado para gerar
um arquivo de compensacao de cor para permitir a analise qualitativa e quantitativa de
testes PCR em tempo real RIDA®GENE 2-plex e superior no LightCycler® 480 II.

O produto é destinado ao uso profissional.

2. Sumario e explicacao do teste

Em uma PCR em tempo real, o sinal fluorescente emitido de um corante de repérter
fluorescente pode sobrepor um canal de cor adjacente, gerando assim, um sinal
(interferéncia) neste canal. A interferéncia de sinais fluorescentes pode causar resultados
incorretos, a menos que uma correcao seja realizada por um arquivo de compensacao de
cor. Um arquivo de compensacéao de cor pode compensar a interferéncia entre os canais
de cor.

3. Principio do teste

O RIDA®PGENE Color Compensation Kit IV é usado para a calibragio de cor em
execugdes PCR em tempo real RIDAPGENE 2-plex e superior no LightCycler® 480 II.

4. Reagentes fornecidos

Tabela 1: Reagentes fornecidos (Os reagentes fornecidos no kit sdo suficientes para
execucoes de compensacao de 3 cores).

kit

Blan 400 ul | Branco
2 1 x 400 pl | Azul
3 Dye 2 1 x 400 pl | Verde
4 1 x 400 pl | Amarelo
5 Dye 4 1 x 400 pl | Laranja
6 Dye 5 1 x 400 pl | Vermelho
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5. Instrucdes de armazenamento

- Proteja o RIDAPGENE Color Compensation Kit IV da luz e armazene a -20 °C. Se nao
for aberto, pode ser usado até a data de validade impressa no rétulo. Nenhuma garantia
de qualidade podera ser assegurada apds o término do prazo de validade.

- Antes de usar, descongele cuidadosamente o RIDA®GENE Color Compensation Kit 1V
(por exemplo, em um refrigerador a 2 - 8 °C).

- Durante a preparacédo da compensacao de cor, todos os reagentes devem ser resfriados
adequadamente (2 - 8 °C).

6. Reagentes necessarios, mas nao fornecidos

O RIDAPGENE Color Compensation Kit IV é apropriado para uso com o seguinte
dispositivo de PCR em tempo real:

Tabela 2: Equipamento necessario

Dispositivo de PCR em tempo real

Roche LightCycler™ 480 Il

Caso queira usar outros dispositivos PCR em tempo real, entre em contato com a R-
Biopharm para verificar a compatibilidade em mdx@r-biopharm.de.

- Consumiveis de PCR em tempo real (placa de microtitulacéo, lamina éptica)
- Centrifuga com rotor para tubos de ensaio ou placas

- Pipetas (0,5 a 20 pl, 20 a 200 pl, 100 a 1,000 pl)

- Pontas da pipeta com filtros

- Luvas descartaveis sem p6
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7. Avisos e medidas preventivas para os usuarios

Apenas para diagnostico in vitro.

- Esse teste deve ser realizado apenas por pessoal de laboratério treinado. As diretrizes
para trabalho em laboratérios médicos devem ser seguidas.

- Sempre cumpra estritamente as instrucées de uso para a realizagao desse teste.

- N&o pipete amostras ou reagentes usando a boca. Evite o contato com membranas
mucosas e pele lesionada.

- Utilize equipamentos de segurancga pessoal (luvas adequadas, jaleco, 6culos de
seguranga) ao manusear os reagentes e as amostras, e lave as maos apés concluir o
teste.

- Ndo fume, coma ou beba em areas onde as amostras estiverem sendo manipuladas.

- Garanta que a extracao, a preparacao da PCR e a PCR sejam realizadas em salas
diferentes, a fim de evitar contaminacdes cruzadas.

- As amostras clinicas devem ser vistas como potencialmente infecciosas e devem ser
descartadas adequadamente, como todos 0s reagentes e materiais que entram em
contato com amostras potencialmente infecciosas.

- Nao use o kit apds o prazo de validade. Os usuarios sao os responsaveis por descartar
de modo adequado todos os reagentes e materiais apds sua utilizacdo. Para o descarte,
cumpra com os regulamentos nacionais.

Para maiores detalhes, consulte as Folhas de Dados de Segurancga (SDSs) em
www.r-biopharm.com.
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8. Protocolo para a geracao de arquivo de compensacao de cor no
LightCycler™ 480 II

8.1 Preparacao da compensacao de cor

Para uma execucao de compensacao de cor, pipete cinco reacées com 20 ul de cada
corante incluindo o fundo (branco) em uma placa de microtitulagéo (ver Fig.1).

Fig. 1: Esquema de pipetagem para compensagao de cor no LightCycler" 480 II.

Descongele, misture e centrifugue brevemente os reagentes antes de usa-los.
Sempre resfrie os reagentes adequadamente durante as etapas de trabalho (2 °C a 8 °C).
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Tabela 3: Preparagdo da compensagao de cor LightCycler® 480 Il

Co%an 10| Reagente | QUEIIIEIEROT | HIPe suintes pocos
1 Blank 20 ul B2, C2, D2, E2, F2
2 Dye 1 20 pl B4, C4, D4, E4, F4
3 Dye 2 20 pl B6, C6, D6, E6, F6
4 Dye 3 20 pl B8, C8, D8, ES, F8
5 Dye 4 20 ul B10, C10, D10, E10, F10
6 Dye 5 20 pl B12, C12, D12, E12, F12

Apos pipetar os reagentes, selar a placa de microtitulagdo com lamina optica e
centrifugar, se possivel. Iniciar a PCR em tempo real de acordo com as configura¢des do
dispositivo.

8.2 Configuracao do instrumento de PCR

Nota: Faca o login no software como administrador para configurar o formato de
deteccéo.

1. ApGs abrir o software, clique no icone “Tools" para programar o formato de deteccao.

Instrument:  Virtual LightCycler 480 95 System i1 Not Connecied

window:  [Overview -]

LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3
Version 1.5.1.62

Gene Scanning

BB
¥r
i
i
&8
ii
Fg
&4
§
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2. A janela a seqguir é aberta. Na janela Ferramentas, selecione “Detection Formats”.
Clique no botao “New” para criar um novo formato de deteccao (ver Tab. 5) e salve
como “RIDA®GENE”. Clique no botéo “Close” para sair da janela Ferramentas.

Tool
— D i For rFilter C
Active Name L
[¥| SYBR Green I / HEM Dye Emission
v SimpleProbe E 488 510 580 610 640 660
v Mono Color Hydrolysis Probe / UPL Probe X a0l I [ I i
v Dual Color Hydrolysis Probe / UPL Probs cl »
[¥| 2 Color Hydrolysis Probe Z a5 iyl G B I
¥| 4 Color Hydrolysis Probe a g0 O T
¥l Momo Golor BybProbe t
v fiiZii TiZor HybBProbe i 5300 O F F T T
» ¥ | ripassENE o S
nets] OO O O F
A I
|
|
— * toar_
g |
| (=S -1
& i Filter Combination List
" | | Excitation | Emission Name Melt = Quant Max Integration
Filter Filter Factor Factor Time (Sec) |
. | 240 | 488 440-488 i 1 1
& 265 510  465-510 d 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 I comr ]
- oname (")
. Close

Tab. 4: Configuragéo do canal de detecgao para o LightCycler® 480 I

Combinacao de
filtros

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

Nota: Defina o valor para Quant Factor, Fator de fusdo e Tempo de integracédo para 1
(padréao).
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3. Apds programar o formato de deteccao, clique no botao “New Experiment”.

My Computer (Research]
(ﬁm@
m Admin .

= LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3
Version 1.5.1.62 I

{f 7| =8

e Experment o e [
Task:

(Qpon Existing Object Il €

Y

&@ X®

IEJ e | _7

4. Selecione o formato de deteccdo “RIDAPGENE” e insira um volume de reagéo de 20 |
(padrao).

Window: |New Experiment j User: System Admin

Run Protocol Data |

|
] (Customizey  Block Size Plate ID Reaction Volum + [0 =] ‘

‘ Detection Format [1oascene

Subset
e ‘ Color Comp ID | Lot No TestID | “

5. Programe o perfil térmico (ver Tab. 5).

Tabela 5: Perfil térmico

Temperatura-alvo

Programa Modo de Alvo Modo de | Retencéo indice de subida
ciclos/analise [°C] aquisicao |[hh:mm:ss] [°C/s]
I.Delnlat. 1/ nenhum 95 nenhum 00:00:30 4.4
inicial

. e 95 nenhum 00:00:15 4.4

Ciclagem | 5/ Quantificagao 60 individual | 00:00:30 2,2

95 nenhum 00:00:01 4.4

- 1/ Compensacao 50 nenhum 00:00:30 2,2
Analise TM 70 continuo

de cor .
Aquisicdes (por °C) = 1

0,14*

Nota: Certifique-se de que os numeros de “Ciclos” e “Modo analise” estejam corretos.

* O indice de subida pode variar ligeiramente dependendo do formato do detector
selecionado.
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6. Apds a conclusao da programacao, o experimento deve parecer da seguinte forma.

Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System I1 / Not Connected Database: My Computer (Research)

Window:  [New Experiment | User: System Admin

Detection Format [RrDascene :]- Block Size [~ Plate ID Reaction Volume [0 =]

Color Comp 1D LotNo| Test ID

Run Protocol

Cycles Analysis Mode
Inicial Denac. 1 {None

B
i

a
Target ('C) Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (Cls) i ) et (€) ‘Step Size (C) Step Delay (cycles)

XO®> <OOeb
;
H
{

N @O @l ([T

1
g h \ \
&
[ 15 215 257 38 =3 530 612 N 708 780 846 313 344 1076 05 130 1207
. Estimated Time (h:mm:ss) ) ) )

=AY e Ty
B A wezsioy’ 35203 20sv, 5iavial Bresse acvavave ] THatToment Berore seToing g & mew Eany 00
&,‘ [ Wesitus 13001 2081 15121554 Pieuse asbAvass i lysbioen NebGee sousing wh x DN e o .

7. Para programar o layout da placa de microtitulagcdo, mude para o “Subset Editor”.
Clique no icone “Plus” para criar um novo subconjunto e digite um nome para o layout
(por exemplo, Compensacgao de cor). Mantenha pressionada a tecla Ctrl e o botéao
esquerdo do mouse e marque todos 0s po¢os contendo reagentes na placa de
microtitulagdo (ver Fig. 1 e 2). Clique no botao “Apply” para terminar o subconjunto. A
tela deve aparecer da seguinte forma.

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. Mude para o “Sample Editor”. A partir da Etapa 1: “Select Workflow”, escolha
“Color Comp”. Na etapa 2: “Select Samples”, escolha o subconjunto previamente
definido (Compensacéao de cor). Para terminar o layout, selecione o canal dominante
correspondente para cada reagente (Blank, Dye 1, Dye 2, Dye 3, Dye 4, Dye 5) no
campo “Dominant Channel” (ver Tab. 6). Selecione “Water” para as reacées com o
fundo de cor (Em branco).

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

Roche)
Window:  [New Experiment | User: System Admin
Step 1: Select | - Select Filter C Ab T:ui
[Fxpe) " AbsQuant (" RelQuant (" Scanning (& Color Comp [ o A
nt ¢ X, Units E
AW ’7(‘ T  MeltGeno (" Endpt Geno 440488 | 465510 [ 533580 [ 533610 [ 618.660 Ini
= ~
SE",,:: ~Step 2: Select Samples— % | Color| ReplOf | Sample Name Dominant
Channel
subset: [c=1o comeen = (@) QBB » 2 | m
“j‘,y“‘ [ 8 oo m c | m
Editor (N - - H
E|l N
al | =l
L s ||
o alm
Ropor| |l S
i =]
|| 0
omi. = p
d (_>
B water B 440488 @ 465510 o
@ 533580 @ 533610 () 618660 B
B C)
L .
d
: .
=
: =
= =
. 7
)
=
£
52
c
».
m——— 1
- Step 3: Edit Color Comp Properties F12
Sample Name
Dominant channel ¥
Make Replicates ||/
~_Apply Configure. Toggle View
[ Template: | )| Properties (Table) Reset All Import Export
= =

ﬁiZiZiZZ e EEaE T %
Tabela 6: Configuracio dos Canais Dominantes para os reagentes (LightCycler® 480 1)
Reagente 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 a placa com as reacdes preparadas dentro do dispositivo. Clique em
“‘Experiment” e depois em “Start Run” para iniciar o experimento.

Instrument: ~ Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected Database: My Computer (Research)
Window:  [New Experiment | User: System Admin
Run Protocol ] Data | Run Notes. I
] (CustomiaY  Biock size [ Plate ID Reaction Volume [20 =]
LotNo| Test ID
Programs
Cycles Analysis Mode.
1 *|None
o
TM-Analyse Targets
T Acquisition Mode. ‘ Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (°Cls) Acquisitions (per °C) Sec Target (°C) Step Size (C) Step Delay (cycles)

<|Non | ae {

Zlvone Zh2 B

=con: <l B

ey o
100
|
|
|
- o]
2 |
£ nf
i 65|
£
= s
|
|
|
|
ofo o ob 3 215 257 E3 =3 530 612 B 750 G 7 076 105 170 1207
Estimated Time (fem:ss)

s,

=AY e E |

[ Rarning 13.01.2021 1s:21:
[AWarning 13.01.2021 1s:21:

8.3 Avaliacao e criacao de um arquivo de compensacao de cor

1. Apds completar o experimento LightCycler®, clique no botdo “Analysis”.

Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected

Wwindow: [2021 cC Iv 11188

Experi-
ment

EEEE
Run complete...

v :
Subset: [color Compensacion B
5 E: B it

I— L e S —
1100
= 100
F oo
§ 0
g 700
§ s00f
E 50,0
100|
;o
20,0
10,0
a0
219 345
2
L L i |
Samples B
Color Pos |Name | ol
Bz Blank B
W ¢ Dvel i £
B& Dye 2 a0
B8 Dve 3 =
[l 50 Dy 4 o
M 51z Dyve s o)
B 2 Blank e
W c: Dye1l E 70
Cé Dye 2 E 5|
C8 Dy= 3 Bl
B cio Dye ¢ -
B ciz2 pye s 55
W Dz Blank 50
M po: Dye 1 45]
D& Dye 2 a0
DE Dye 3
B Dpio Dye ¢
B D12 Dye S 000 026 106 1:45 225, 305
Bl F2 Blank v
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2. Na caixa de didlogo “Create New Analysis”, va para “Color Compensation”.
Selecione e confirme o subconjunto apropriado (por exemplo, Compensacao de cor) na

caixa de didlogo que se abre.

Create New Analysi

Abs Quant/2nd Derivative Max
\Abs Quant/Fit Points

Advanced Relative Quantification

Basic Relative Quantification

Color Compensation

Endpoint Genotyping
Melt Curve Genotyping
Tm Calling

Create new analysis

Analysis Type *|Color Compensation b
Subset #|Color Compensation -l
Program *| 1 i

*Itolnr Compensation for Color Compens

3. A analise se abre; clique em “Calculate” em seguida “Save CC Object”.

12

-

Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System II / Not Connected

Database: My Computer (Research)

Window:  [2021CC IV 11188

ER

System Admin

1@8@e@

(6558) zoom)

//

]
|@ 533610 O 618660
e T

B2 Blank

~ Samples~ |
Include | Color | Pos |Name H
v

Fluorescence (440-438)

R S N S SIS
EN EEEEE EEEEE EEEEE

NElEE TR

2nEZgserflaganfieae
PEpeEEEEEE Ry v
FERRFFFERINY 7
: 8
rhenoovrRonunrfonene
<

2021-09-09

S &% ' 8 & 5 & § & 5% & & @ & & & & &
Temperature
I
compensatea baa (6558) zoom)
5
e
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4. Salve o arquivo de compensacéo de cor como “RIDAPGENE CCIV” na pasta “CCC”.

7 Save Color Compensatian

=] Root
=) System Admin
J Evxperiments —
{7 Macros
(| Preferences =

]

i el | Meisd
¢ Buer

¢ %) Std Curve
-] Templates

hlE & E

=]

1T

Name 2021 cC IV 11188 (CC)

@ ®)

Este arquivo estara entdo disponivel para outros experimentos no LightCycler” 480 Il.
geracao do arquivo de compensacao de cor esta agora completa.
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8.4 Utilizacao do arquivo de compensacao de cor

Para usar o arquivo de compensacao de cor, abra o experimento de PCR em tempo real
RIDA®PGENE e carregue a compensacgao de cor desejada em “Experiment” “Data”. No
menu suspenso “Color Comp (Off)”, selecione “in Database” e, entdo, o arquivo de
compensacao de cor salvo.

]

strument:  Virtual LightCyclor 480 96 Systam 11 / Not Connected Database: My Computer [Rosearch)
findow: 21 K| U System Adm
= Run Protocal Data i Run Notes ‘ EE
2Ll
(= Jar
| 1B@R® -
Editor lofwfn|n £
il J 4
== T T
5%
@ i ‘ §us
| \ foo ®
i [ \ ;L :
= NN : =)
) E—— - 5
" [ e EEEw L)
.
- |
: \ \ \ \
: \ | 7
\ \l‘\" \“ \I I “ “ \\
ke
‘ \ \ \‘ \' | M
B ! WML p
— \ Fit r rr r
=l
]
“ \
0000 [ECED [T R 9152 12440 0257 [ 04ize 4550 astor 28
Time fhome #¢)
on | a T kit
& = -

Quando a compensacao de cor é selecionada, o botao “Color Comp (Off)” muda para
“Color Comp (On)”. A compensagao de cor selecionada é aplicada automaticamente a
todos os filtros da analise. A PCR em tempo real RIDA?GENE pode agora ser analisada
como usualmente.

Nota: O arquivo de compensacao de cor é especifico para cada LightCycler® 480 Il. Um
novo arquivo de compensacao de cor é necessario se o dispositivo for trocado ou
se a unidade Optica for reparada.
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9. Historico de versoes

Numero da versao| Secao e designacao

16/03/2021 Versao anterior

09/09/2021 Adaptacéao / Correcéao Pagina de titulo

10. Explicacao dos simbolos

Simbolos gerais

LL<f~"EEE

VD Para utilizacdo em diagndéstico in vitro
Respeitar as instru¢des de utilizagao
Numero do lote

Data de validade

Temperatura de conservagao
Numero do item

Ndmero de testes

Data de fabricacao

Fabricante
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Simbolos especificos do teste

Blank

) )
) )
N -

O
D
w

W)
(0]
N

)
D
(@]
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