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1. Uso previsto

Para el uso diagnéstico in vitro. EIl RIDA®GENE Color Compensation Kit IV se utiliza para
la calibracion del color de las corridas de PCR en tiempo real de dos analitos (2-plex) y
mas de RIDA®GENE real-time PCR en el LightCycler® 480 II. El RIDA®GENE Color
Compensation Kit IV puede utilizarse para generar un archivo de compensacion de color
que permita el analisis de ensayos de PCR en tiempo real cualitativos y cuantitativos de
dos analitos (2-plex) y mas de RIDA®GENE real-time PCR en el LightCycler® 480 Il.

El producto esta previsto para uso profesional.

2. Resumen y descripcién del ensayo

En una PCR en tiempo real, la sefal fluorescente emitida de un colorante fluorescente
indicador puede superponerse a un canal de color adyacente y generar asi una sefal
(diafonia). La diafonia de las sefiales fluorescentes puede causar resultados incorrectos a
menos que se realice una correccion mediante un archivo de compensacion de color. Un
archivo de compensacion 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 dos analitos (2-plex) y mas 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).

Cédigo : _
del kit Cantidad Color de la tapa

1 [Blank | 1x | 400 uL | blanco, listo para usar

2 [Dye 1] 1x | 400 uL | azul, listo para usar

)
o

3 [Dye 2] 1x | 400 uL | verde claro, listo para usar

O
0}
N

4 [Dye 3] 1x | 400 pL | amarillo, listo para usar

W)
0]
w

5 [Dye 4] 1x | 400 uL | naranja, listo para usar

O
D
N

6 Dye 5 1 x 400 pL | rojo, listo para usar
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5. Instrucciones de almacenamiento

- Siga las directrices de manipulacién de la tabla 2 y almacene el kit directamente después
de su uso, de acuerdo con la informacién especificada.

- Todos los reactivos deben almacenarse protegidos de la luz, a una temperatura de entre
-16 °C y -28 °C, y, en caso de no abrirlos, pueden utilizarse hasta la fecha de caducidad
impresa en la etiqueta. Después de la fecha de caducidad, la garantia de calidad ya no
es valida.

- Todos los reactivos deben descongelarse cuidadosamente antes de usarlos (por
ejemplo, en un refrigeradora 2 - 8 °C).

- La congelacion y descongelacion repetida hasta 3 veces no afecta a las propiedades de
la prueba.

- Refrigere todos los reactivos adecuadamente durante la preparacion de la PCR
(2-8°C).

Tabla 2: Condiciones de almacenamiento e informacion

Temperatura de Tiempo maximo de

almacenamiento almacenamiento
sin abrir 16 °C 3 -28 °C Puede usarse ha§ta la fecha de
caducidad impresa

3 ciclos de descongelacion y

abierto -16 °C a-28 °C .
congelacion
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6. Reactivos necesarios no suministrados

6.1 Reactivos

Ninguna.

6.2 Equipo de laboratorio

El siguiente equipo es necesario para realizar la prueba RIDA®GENE Color Compensation
Kit IV:

Equipo de PCR en tiempo real: LightCycler® 480 Il (Roche)

Consumibles para PCR en tiempo real (placas [perfil bajo, pocillos blancos, marco
transparente], viales de reaccion, cubiertas de plastico)

Centrifuga con rotor para placas/viales de reaccion
Mezclador vortex

Pipetas (0,5 - 20 pL, 20 - 200 uL, 100 - 1000 pL)
Puntas de pipeta con filtros

Guantes desechables sin talco

Si tiene preguntas, pongase en contacto con R-Biopharm AG en pcr@r-biopharm.de.
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7. Advertencias y precauciones para los usuarios

Exclusivamente para el uso diagndstico in vitro.

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

Siga siempre estrictamente el manual de instrucciones 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 proteccion 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.

Deben utilizarse salas diferentes, ropa especial y equipos para la extraccion, la
preparacion de la PCR y la PCR propiamente dicha para evitar la contaminacion cruzada
y los resultados falsos positivos.

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 todos los reactivos y materiales usados. Respete la normativa
nacional en materia de eliminacién de residuos.

Encontrara mas detalles sobre la hoja de datos de seguridad (Safety Data Sheet,
SDS) bajo el numero de articulo en https://clinical.r-biopharm.com/search/.

Para los usuarios de la Union Europea: notificar todos los efectos adversos graves
asociados al producto a R-Biopharm AG y a las autoridades nacionales competentes.
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8. Protocolo para generar un archivo de compensacién de color en el
LightCycler® 480 I

8.1 Preparacioén de la compensacion de color

Descongele, mezcle y centrifugue brevemente los reactivos antes de utilizarlos. Refrigere
siempre todos los reactivos durante las etapas del trabajo (2 °C a -8 °C). Para una corrida
de compensacion de color, agregue cinco reacciones con 20 yL de cada colorante,
incluido el fondo (Blank) en una placa de microtitulacién (consulte la figura 1).

Figura 1: Esquema de pipeteo para la compensacion de color en el LightCycler® 480 II.
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Tabla 3: Preparacion de la compensacion de color LightCycler® 480 |

GGl Reactivo |Cantidad por reaccion (D A L (0 GrTell T Gl
del kit los siguientes pocillos

1 [Blank| 20 pL B2, C2, D2, E2, F2
2 20 pL B4, C4, D4, E4, F4
3 20 pL B6, C6, D6, E6, F6
4 20 pL B8, C8, D8, E8, F8
5 20 uL B10, C10, D10, E10, F10
6 Dye 5 20 pL B12, C12, D12, E12, F12

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

8.2 Configuracién del equipo de PCR

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

1. Tras abrir el software, haga clic en el icono "Tools" para programar el formato de
deteccion (consulte la figura siguiente).

Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il [Not Comneeted . Dombase: My Computer [Research} )

Window:  [Overviw E User: System Admin
LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3 .

Version 1.5.162 .

=

Cmmmss ) <

. ®

104]

i@
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2. Se abre la siguiente ventana. En la ventana Tools, seleccione "Detection Formats".
Pulse el boton "New" para crear un nuevo formato de deteccion (consulte la tabla 4) y
guardelo como "RIDA®PGENE" (consulte la figura siguiente).

Tool
D i Form: r Filter C
Active |Name L
[¥] SYBR Green I / HRM Dye Emission
v SimpleProbe E 488 510 580 610 640 660
¥| Mono Color Hydrolysis Probe / UPL Probe x g v e
c
B Da!:a-base ITnformacion : ;’Jillcnlzrdﬂy?xoljy 5 EIDDE / UPL Probe i 465 D '7 '_ '_ '_ '_
View Logged In Users Celox Hydrolysis Pzobe t
Update Query Engine v 4 Color Hydrolysis Probe a g0 O T
Clean-up Database 4 Mono Color HybProbe t
T — v LLseseCospr HybProbe i s3] O F F I' I
Detection Formats > i) RIDASGENE b
nss] O OO OF
" -
‘ " |
|
i .
1q § Clear
|
H f s Filter Combination List - —
" | | Excitation | Emission Name Melt = Quant Max Integration |
Filter Filter Factor Factor Time {Sec} |
. {440 1 488 440-488 1 1 1 |
B 465 510 465-510 1 1 5 2
533 580  533-580 1 T 1
533 610  533-610 1 1 1
618 660  €18-660 1 1 1
i Ctew " ( comy ]
- | Bename

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

Combinacion de filtros

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

Nota: Ajuste el valor de Quant Factor, Melt Factor y Integration Time a 1
(predeterminado).

Haga clic en el botén "Close" para salir de la ventana Tools.
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3. Después de programar el formato de deteccion, haga clic en el boton "New
Experiment" (consulte la figura siguiente).

Instrument:  Viriual LighiCycler 480 96 System I1 f Not Connected Datobase: My Computer [Research)

Window:  [Gvarviow | User  System Admin

-+ LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3

Version 1.5.1.62

| Warning 13.01.2021 1$:21:41 Please activate an iNStrument before SECTINg WP & NEW Tunm. 104]
A & Sarming 13.01.2021 15:31:54 Fiease activate an instemment befors ssteing m s mew run. 103 n
Lel | &

4. Seleccione el formato de deteccion "RIDAPGENE" e introduzca un volumen de reaccién
de 20 uL (predeterminado) (consulte la figura siguiente).

Window:  |New Experiment | User: System Admin

Exwi'} Run Protocol Data ‘ Rm\ﬂm ‘

ment | i
Deq.edjanqulJnm@szm I j- Block Size |- Plate ID Remimr\lnluml |
rLomp 1L | LotNo TestID

5. Programe el perfil térmico (consulte la tabla 5).

Tabla 5: Perfil térmico
Temperature targets

Cycles / Target Acquisition Hold Ramp rate
Program Analysis Mode [°C] Mode  [hh:mm:ss] [°cls]
Initial Denat.| 1/ none 95 none 00:00:30 4.4
) e L 95 none 00:00:15 4.4
Cycling 5 / Quantification 50 single 00:00:30 29
95 none 00:00:01 44
. | 1/ Color 50 none 00:00:30 2.2
TM Analysis : —
Compensation . Acquisitions (per °C)
70 continuous _ *
=10.14
Nota: Asegurese de que el numero de "Cycles" y el "Analysis Mode" sean correctos.

* La velocidad de rampa puede variar ligeramente en funcién del formato de detector seleccionado.

RIDA®GENE Color Compensation Kit IV 2022-02-03 9



6. Una vez terminada la programacion, el experimento deberia tener el siguiente aspecto
(consulte la siguiente figura).

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

[New Experiment K| System Admin

)
= b Run Protocol Data s
ment Setup- T
Detection Format [Froascens ] (Customizdy  Biock size [ Plate ID Reaction Volume [20 =]
. Color Comp ID [ LotNo| TestID | .
Program Name | Cycles
Initial Den 1 = vom -
) cveting = < Quantification -
. @ e -
Al i Tees .
. Target () Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (°Cls) Acquisitions (per °C) Sec Target (*C) Step Size (*C) ‘Step Delay (cycles)
| [s0 =laz =3 B = =
., il 0,11 = = =z .

1016 10 n

30 i

[;Mngmn J[ +10 Cycles ][ Start Run J

1 =
el |

7. Para programar la disposicion de la placa de microtitulacion, pase al "Subset Editor".
Haga clic en el icono "Plus" para crear un nuevo subconjunto e introduzca un nombre
para la disposicion (por ejemplo, Color Compensation). Mantenga pulsada la tecla Ctrl y
el boton izquierdo del ratdon y marque todos los pocillos que contengan reactivos en la
placa de microtitulacion (consulte las figuras 1y 2). Haga clic en el boton "Apply" para
finalizar el subconjunto. La pantalla deberia aparecer de la siguiente manera (consulte
la siguiente figura).

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

Window:  [New Experiment | User: System Admin
- Subsets- s

D |Name |Analysis |Report
Colos Compensati [ v

@ | &
NP @O/ @ Tle ¢

seg=

[AWarning 13.01.2021 15:21:41 Please
AWarning 13.01.2021 15:21:54 Please
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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 (Color
Compensation). 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" (consulte la tabla 6). Seleccione "Water" para las
reacciones con el fondo de color (Blank) (consulte la figura siguiente).

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

Window:  [New Experiment | User: System Admin .m
. Step 1: Select } Select Filter C Abs
EXPeri-| | ~ pbs Quant ( RelQuant ( Scanning (8 Color Comp :
‘ment Units
’V(‘Tm F MakeCano C Ennttens | |7 440488 [V 465510 |7 533580 7 533610 [V 618.660 ni
- =
| |- step 2: Setect Samplos— % | Color ReplOf SampleName| Dominant
i - Channel =
ubset: [Cotor compen. M| m T
clm
||
| m ——
Elm
2/ m
i o m
Report | [H o m
e gl
5| 0
Sum.. g
3 <
@ Wwater @ 440488 [@ 465510 D
B 513580 @ 533610 [ 618660 E —
E
: ®
q
E
P
£
=
c.
)
£
E
B
c.
D.
= = %
- Step 3: Edit Color Comp Properties——————  F1-
Sample Name.
Dominant channel |
(Make Replicates ||/
Apply  |[)|[ Configure |( Toggle View
Torplade |\—/] Frtastin Table) Reset All Import. Export
AWarning 13.01. Please activate an in: before setting up a new run. > 4]
A¥ezning 13.01. g u = @

Tabla 6: Ajustes del canal dominante para los reactivos (LightCycler® 480 I1)

Dominant Channel

Water
440/488
465/510
533/580
533/610
Dye 5 618/660
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9.

12

Coloque la placa con las reacciones preparadas en el dispositivo. Haga clic en
"Experiment” y luego en "Start Run" para iniciar el experimento (consulte la figura
siguiente).

: Virtual LightCycler 480 96 System 11 / Not Connected

< Roche;

= [NewExpomimen K|
= ‘ Run Protocol | Data | Run Notes |
v
| Detection Format [rTorscens E| Block Size Plate ID Reaction Volume [20 =]
Subset
Editor | | Cotor Comp D[ LotNo| TestiD [
; c Program: 1
: E”E
: :
S —— -
(~ TM.Analyse Temperature Targets !
Target () Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (°C/s) Acquisitions (per °C) Sec Target (C) Step Size (°C) Step Delay (cycles)
@) - ~lossosion tlaa £ 8l 7] 8
50 00:00:01 Zl2.2 = 5
i o1 2
e
1

\ -
\WWWMMM

Toperature (°C)
REHSRBRINBRER
e

obn oz [ 1% 275 257 35 % 530 512 708 750 8% 913 e 016 1053 130 1207
Estimated Time (hman:ss)

T End Program || <10 Cyces
s
[AWarning 13.01.2021 15:21:41 Please activate an instrument before setting up a new run.
A |AAWarning 13.01.2021 15:21:54 Please activate an instrument before setting up a new ru

EE
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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" (consulte la figura siguiente).

Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected

Wwindow:  [2021 CC Iv 11188

Experi- Run Protocol
ment | AEE N
Run complete...

BEER

L e
1100
= 1o
2 ap
§ 20,0{
3 700
7 s
E 50,01
100
L 0y
200
10,0
a0
219 345
2
L 2 1 I
Samples |~
Color Pos |Name | ]
B2 Blank
W 3¢ v 95|
B& Dye 2 90|
B8 Dye 3 5|
[l 510 Dyc 4 i
B Biz nye s &
B 2 Blank i
M c¢ Dye1l E 70
Cé Dye 2 E 5|
c8 Dye 3 B
B c0 Dye ¢
B ciz pye s 55
Il D2 Blank 50
M p: Dye 1 45]
D& Dye 2 40|
D8 Dye 3
B Dpio Dye 2
B D12 Dye s 000 026 106 145 2.25. 305
B F2 Blank v

2. En el cuadro de diadlogo "Create New Analysis", vaya a "Color Compensation™.
Seleccione y confirme el subconjunto adecuado (por ejemplo, Color Compensation) en
el cuadro de dialogo que se abre (consulte la figura siguiente).

—Create New Anal

Abs Quant/2nd Derivative Max

¥

\Abs Quant/Fit Points Create new analysis

INdvanced Relative Quantification :
Basic Relative Quantification Analysis Type *|Color Compensation j
Color Coopenaar ton Subset #|color Compensation hd
Endpoint Genotyping

Melt Curve Genotyping rogram *E j
kGl T o Name *Ic‘olor Compensation for Color Compens
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3. Se abre el analisis; haga clic en "Calculate" y luego en "Save CC Object" (consulte la
figura siguiente).

=]
Instrument: ~ Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected Database: My Computer (Research)
Window: [2021 cc v 11188 | User: System Admin
= =
Information | ==~
- (B o2
s BERR e (Seteq) 3;
2 6 /s sficiwi: m
fm = —
CRE S ——— g?g
wy_————————
o -
[ g - .E
B water @ 440488 g <5
£« =
X
2
o i
B 0
L] £} El = ] E] 3 E3 Bl £ ] ] El ) ] & 3 3 5] ] ]
u Temperature
] C
= - =z
] e
]
u =
H B
= :
] H
= i
| H
H H
u
] ank 5
i W = Dye1 v Temperature
< >
Apply ‘l FilterCombN (. ;1.
[ i ™M Notes Calculate eaniss B 52+ CC Obiec !
= |

Al @

4. Guarde el archivo de compensacion de color como "RIDA®GENE CCIV" en la carpeta
"CCC" (consulte la figura siguiente).

Save Color Compensation

Lig 3l

(= 2] Root
B System Admin
| Experiments —
i) Macras
--4] PFreferences
B _LSnecialNata

i L) 5id Curve
e | Templates

=

1T

Blank

Este archivo esta entonces disponible para otros experimentos con el LightCycler® 480 II.
La generacion del archivo de compensacion de color finalizo.
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8.4 Uso del archivo de compensacion de color

Para utilizar el archivo de compensacion de color, abra el experimento de RIDA®GENE
real-time PCR en cuestion y cargue la compensacion de color deseada en "Experimento”
"Datos". En el menu desplegable "Color Comp (Off)", seleccione "in Database" (En la

base de datos) y, a continuacion, el archivo de compensacion de color guardado (consulte
la figura 2).

I

Instrument;  Virtual LightCycler 48096 System 11 / Not Connocted 2

dddddddd My Comp: (R
Window:  [2021 Run File | User: System Admi @
= Run Protocel Data Run Nates. | EE
et ufl]
s 54 : EEE:E
it afs[s[7]s o [1 12 g
: | i
e | s S
| |E | i
D | @
1B | o J .
B \ =
fEREeE ——— :
o — =
0
ﬂ : L
99 I ‘ ‘
ﬁ* \»‘ mw M 7
£ ‘ ‘ \ ‘\ | ' |‘ ‘
o [ ‘ ‘\ ‘ | \ [
gﬁl \H \ | ‘! \ H ‘ Jiils
w| F
=
|
| |
ps |
ey T T = e S s e T IEE =
| Time fhm ze)
on 43 o Frogam || = 10 Cyal Start K
b e
) = o

Figura 2: Uso de la compensacion de color

Cuando se selecciona la compensacion de color, el boton "Color Comp (Off)" cambia a
"Color Comp (On)". La compensacion de color seleccionada se aplica automaticamente a
todos los filtros del andlisis. La corrida de RIDA®GENE real-time PCR puede analizarse
ahora como de costumbre.

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

Numero de versién | Seccién y designacion

2021-09-09 Version anterior

2022-02-03 Revision general:

4. Reactivos suministrados

5. Instrucciones de almacenamiento

6. Reactivos necesarios no suministrados

7. Advertencias y precauciones para los usuarios

10. Explicacion de los simbolos

Simbolos generales

Para el uso diagnéstico in vitro
Observe el manual de funcionamiento
Numero de lote

Fecha de caducidad

Temperatura de almacenamiento
Numero de articulo

Numero de ensayos

Fecha de fabricacion

LL<f~* 85

Fabricante

Simbolos especificos del ensayo

Blanco
Colorante 1
Colorante 2
Colorante 3
Dye 4 Colorante 4
Dye 5 Colorante 5

—
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