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1. Sihtotstarve

In vitro diagnostiliseks kasutamiseks. Komplekti RIDA®GENE Color Compensation Kit IV
kasutatakse seadmes LightCycler® 480 Il toodete RIDA®GENE real-time PCR duplekssete
ja enamate reaalajas PCRIi tsuklite kaigus varvide kalibreerimiseks. Komplekti
RIDA®GENE Color Compensation Kit IV saab kasutada selleks, et luua
varvikompensatsioonifail, mis voimaldab seadmes LightCycler® 480 |l toodetega
RIDA®GENE real-time PCR kvalitatiivseid ja kvantitatiivseid dupleksseid ja enamaid
reaalajas PCRi analliUse teha.

Toode on mdeldud professionaalseks kasutamiseks.

2. Analliusi kokkuvote ja selgitus

Reaalajas PCRIi puhul vdib fluorestseeruva reportervarvi kiiratav fluorestsentssignaal katta
kilgneva varvikanali, tekitades seega signaali (Ulekostvus). Fluorestsentssignaalide
ulekostvus voib anda valetulemusi, kui seda ei korrigeerita varvikompensatsioonifailiga.
Varvikompensatsioonifail kompenseerib varvikanalitevahelist Ulekostvust.

3. Analuusi pohimote

Komplekti RIDA®GENE Color Compensation Kit IV kasutatakse seadmes LightCycler® 480
Il toodete RIDA®GENE real-time PCR duplekssete ja enamate reaalajas PCRIi tsiklite
kaigus varvide kalibreerimiseks.

4. Komplekti kuuluvad reaktiivid

Tabel 1. Komplekti kuuluvad reaktiivid (komplektis sisalduvad reaktiivid on piisavad
kolmeks varvikompensatsiooniga anallusiks.)

Komple . .

1 [Blank | 1x | 400 uL | valge, kasutusvalmis

2

1% 400 pL | sinine, kasutusvalmis
3 1 x 400 uL | roheline, kasutusvalmis

1% 400 pL | kollane, kasutusvalmis
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1 x 400 uL | oranz, kasutusvalmis

6 Dye 5 1 x 400 uL | punane, kasutusvalmis
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5. Sailitamisjuhised

- Jargige tabelis 2 esitatud kasitsemisjuhiseid ja sailitage komplekti vahetult parast
kasutamist neis kirjeldatud viisil.

- Kaiki reaktiive tuleb hoida valguse eest kaitstult temperatuuril -16 °C kuni -28 °C ning
avamata kujul vdib neid kasutada kuni etiketile trukitud aegumiskuupaevani. Parast
aegumiskuupaeva kvaliteedigarantii enam ei kehti.

- Kdik reaktiivid tuleb enne kasutamist hoolikalt sulatada (nt kiilmkapis temperatuuril
2-8°C).

- Kuni kolm korda uuesti kilmutamine ja sulatamine ei mdjuta analttsi omadusi.

- Jahutage kdik reaktiivid PCRIi ettevalmistamise ajal nduetekohaselt (2 - 8 °C).

Tabel 2. Sailitamistingimused ja teave

Sailitamistemperatuur Maksimaalne sailitamisaeg

Voib kasutada kuni etiketile trikitud
aegumiskuupaevani

avamata -16 °C kuni -28 °C

avatult -16 °C kuni -28 °C 3 sulatamise-kilmutamise tsuklit

RIDA®GENE Color Compensation Kit IV 2022-02-03 3



6. Vajalikud reaktiivid, mis ei kuulu komplekti

6.1 Reaktiivid

Pole.

6.2 Laboriseadmed

Analiiisi RIDA®GENE Color Compensation Kit IV tegemiseks on vaja jargmisi tarvikuid.

Reaalajas PCRi seade: LightCycler® 480 Il (Roche)

Reaalajas PCRi tarvikud (plaadid (madal profiil, valged sivendid, labipaistev raam),
reaktsiooniviaalid, kiled)

Rootoriga tsentrifuug plaatide/reaktsiooniviaalide jaoks
Vorteksmikser

Pipetid (0,5 - 20 yL, 20 - 200 pL, 100 - 1000 L)
Filtritega pipetiotsakud

Pulbrivabad Uhekordsed kindad

Kui teil on kisimusi, votke Ghendust ettevottega R-Biopharm AG meiliaadressil pcr@r-
biopharm.de.
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7. Hoiatused ja ettevaatusabinoud kasutajatele

Ainult in vitro diagnostiliseks kasutamiseks.

Seda analuusi tohivad teha ainult kvalifitseeritud laboritootajad. Jargida tuleb
meditsiinilaborites t66tamise juhiseid.

Anallusi tehes jargige alati rangelt kasutusjuhendit.

Arge kasutage proovide ega reaktiivide pipeteerimisel oma suud. Véltige haavadele ja
limaskestadele sattumist.

Kandke reaktiivide ja proovide kasitsemisel isikukaitsevahendeid (sobivaid kindaid,
laborikitlit, kaitseprille) ja peske parast analtusi Idpetamist kasi.

Arge suitsetage, s6dge ega jooge kohtades, kus proove kasitsetakse.

Ristsaastumise ja valepositiivsete tulemuste valtimiseks tuleb kasutada eraldi ruume,
erirbivaid ning ekstraheerimise, PCRIi ettevalmistamise ja PCRi jaoks vajalikke instrumente.
Kliinilisi proove tuleb kasitada potentsiaalselt nakkusohtlikena ja need tuleb
nduetekohaselt havitada, nagu kdik potentsiaalselt nakkusohtlike proovidega
kokkupuutuvad reaktiivid ja materjalid.

Arge kasutage komplekti parast aegumiskuupéeva. Kasutajad vastutavad koigi reaktiivide
ja materjalide nduetekohase jaatmekaitluse eest. Jargige riiklikke jaatmekaitluse eeskirju.

Lisateavet ohutuskaardi (Safety Data Sheet, SDS) kohta leiate kaubanumbrilt
aadressil https://clinical.r-biopharm.com/search/.

Euroopa Liidu kasutajatele. Teatage kdigist tootega seotud rasketest kdrvaltoimetest
ettevottele R-Biopharm AG ja vastavatele riiklikele ametiasutustele.
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8. Seadmes LightCycler® 480 Il varvikompensatsioonifaili loomise juhend

8.1 Varvikompensatsiooni ettevalmistamine

Enne kasutamist sulatage, segage ja tsentrifuugige reaktiive lihidalt. Jahutage
toGetappide ajal alati kdiki reaktiive (2 °C kuni -8 °C). Varvikompensatsiooni anallisi
tegemiseks pipeteerige mikrotiiterplaadile iga varviga viis reaktsiooni koguses 20 pL,
kaasa arvatud taust (Blank) (vt joonist 1).

Joonis 1. Seadme LightCycler® 480 Il varvikompensatsiooni pipeteerimise skeem
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Tabel 3. Varvikompensatsiooni ettevalmistamine seadme LightCycler® 480 Il jaoks

Kogus reaktsiooni Pipeteerige 20 pL
kohta jargmistesse siivenditesse

Komplekti
kood

1 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 pL B10, C10, D10, E10, F10
6 Dye 5 20 pL B12, C12, D12, E12, F12

Parast reaktiivide pipeteerimist sulgege mikrotiiterplaat optilise kilega ja véimaluse korral
tsentrifuugige. Kaivitage reaalajas PCR seadme satete kohaselt.

8.2 PCR-seadme seadistamine
Maérkus. Tuvastusvormingu seadistamiseks logige tarkvarasse administraatorina sisse.

1. Parast tarkvara avamist klopsake tuvastusvormingu programmeerimiseks ikooni
»Tools“ (vt jargmist joonist).

- LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3

Version 1.5.1.62

@ B8

(®[<&|m

Endpoint Genotyping

Ay wa 01,21 212 o - new run, 192]
A | Wazning 13.01.2020 15:31:54 Plesss sctivate an instzument befors sstting Gp & mew Tum. w0
Lel | &
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. Avaneb jargmine aken. Valige aknas Tools suvand ,Detection Formats“. Ki6psake

nuppu ,New*, et luua uus tuvastusvorming (vt tabelit 4). Salvestage see nimega
,RIDA®GENE* (vt jargmist joonist).

D Form: r Filter C
Active |Name L
Eerha ical SYBR Gresen I / HRM Dye Emission
-~ REPOYT Sett b7 SimpleProbe E 488 510 580 610 640 660
Erz ¥| Mono Color Hydrolysis Probe / UPL Probe x g v e
. c
iIr2 Dual Color Hydrolysis Probe / UPL Probs =
£l Database o e ! i asO F F -
LT = Color Hydrolysis Probe ¥
Update Query Engine v 4 Color Hydrolysis Probe a s O rF - For
Clean-up Database v| Mono Color HybProbe t
TInatmamanta v| gemusesssssnr HybProbe I su300 O F F T I
Detection Formats > i) RIDASGENE b
[ n et OO O OF
" W
‘ P
; _
1q 1
- | =
| - Filter C List - —
" | | Excitation | Emission Name Melt = Quant Max Integration
Filter Filter Factor Factor Time {Sec} |
: {440 | 488  440-488 1 1 1
i 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
v (=
i | Boname )( potere
|

Tabel 4. Tuvastuskanali seadistus seadme LightCycler® 480 Il jaoks

Filtri kombinatsioon

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

Markus. Maarake suvandite Quant Factor, Melt Factor ja Integration Time vaartuseks 1
(vaikevaartus).

Aknast Tools valjumiseks kldpsake nuppu ,Close*.
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3. Parast tuvastusvormingu programmeerimist kldpsake nuppu ,New Experiment® (vt
jargmist joonist).

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

Window:  [Gvarviow | User  System Admin

-3 LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3

Version 1.5.1.62

Relative Quantification

i
| Warning 13.01.2021 1$:21:41 Please activate an iNStrument before SECTINg WP & NEW Tunm. 104]
& i,u.mng 1310112021 15121154 Please sctavate sn insvrmens befors ssteing w u new mua. 103 n
il | .rj

4. Valige tuvastusvorming ,RIDA®GENE* ja sisestage reaktsioonimahu vaartuseks 20 pL
(vaikevaartus) (vt jargmist joonist).

Window:  |New Experiment | User: System Admin

Experi- RiiiE Erotent Data. ‘ Run Notes ‘

ment | i
Detection ana!\lklnh@sl-:m: I :]- Block Size |-~ Plate ID Remimt\lnlmnl |

. o] o o[

5. Programmeerige termoprofiil (vt tabelit 5).

Temperature targets

Tabel 5. Termoprofiil

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
. . 95 none 00:00:15 4.4
Cycling 5 / Quantification 50 single 00:00:30 22
95 none 00:00:01 4.4
TM Analysis | 1/ Color Compensation 50 none 00:00:30 — _2’2 s
70 continuous Acquni|t|10831 E{:ier C)

Markus. Veenduge, et suvandite ,Cycles” ja ,Analysis Mode“ arvud oleksid diged.

* Uleminekukiirus véib olenevalt valitud tuvastusvormingust veidi erineda.
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6. Parast programmeerimise |dpetamist peaks katse valja ndgema jargnevalt (vt jargmist
joonist).

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

)
Wi [New Experiment K| System Admin
> ~ Run Protocol Data s
ment Setup- T
Detection Format [Froascens ] (Customizdy  Biock size [ Plate ID Reaction Volume [20 =]
. Color Comp ID [ LotNo| TestID | .
i Programs
Program Name | Cycles
Initial Denac. 1 = vom -
| cveting B = |ouantificacion -
. @ e -
=
® , Toges .
. Target (C) Acquisition Mode. Hold (h:mm:ss) Ramp Rate (°Cls) Acquisitions (per °C) ‘Sec Target (C) Step Size (C) ‘Step Delay (cycles)
NE = = =] = =
. 7o 0,11 = = =z .

1016 10 n

30 i

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

100 4]
el |

7. Mikrotiiterplaadi paigutuse programmeerimiseks avage jaotis ,Subset Editor®. Uue
alamhulga loomiseks ja paigutusele nime sisestamiseks (nt Color Compensation)
kidpsake ,Plus®. Vajutage ja hoidke all klahvi Ctrl ja vasakut hiirenuppu ning markige
kdik mikrotiiterplaadil olevad reaktiive sisaldavad sivendid (vt jooniseid 1 ja 2).
Alamhulga I6petamiseks kldpsake nuppu ,Apply“. Kuva peaks valja nagema jargmiselt
(vt jargmist joonist).

Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System II / Not Connected Database: My Computer (Research)
Window:  [New | User: System Admin
D Name | Analysis | Report
2 Color Compensati ¥ 2]
Subset
Editor

AB ®on @ T
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8. Avage jaotis ,Sample Editor”“ Tehke 1. etapis (,,Select Workflow*) valik ,Color
Comp*. Valige 2. etapis (,,Select Samples*) varem maaratud alamhulk
(Varvikompensatsioon). Paigutuse I6petamiseks valige igale reaktiivile (Blank, Dye 1,
Dye 2, Dye 3, Dye 4, Dye 5) valjal ,Dominant Channel“ vastav domineeriv kanal (vt
tabelit 6). Valige varvide taustaga (Blank) reaktsioonidele vaartus ,Water* (vt jargmist
joonist).

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 S— Channel =
ubset: [Cotor compen. Ve m T
clm
||
| m ——
Elm
2/ m
i o m
Report | [H o m
e gl
5| 0
Sum. . 1 L
3 <
B Water (@ 440488 [@ 465510 i
B 513580 @ 533610 [ 618660 = —
E
E
q
E
P
£
=
: 7
)
£
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
Avwarning 13.01. Fesseertein erors aettlbarals ey B
A¥ezning 13.01. g u = @

Table 6. Domineeriva kanali seadistused reaktiividele (LightCycler® 480 I1)

Dominant Channel

Water
440/488
465/510
533/580
533/610
Dye 5 618/660
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9. Asetage ettevalmistatud reaktsioonidega plaat seadmesse. Kldpsake jaotist
,EXperiment” ja seejarel nuppu ,Start Run“, et katset alustada (vt jargmist joonist).

: Virtual LightCycler 480 96 System Ii / Not Connected

mputer (R
< Roche
= [NewExpomimen K|
= ‘ Run Protocol | Data | Run Notes |
P
| Detection Format [rrorscevs 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 a1 £ 8l 7] 8
0 9050101 2 gl : & 4
i o1 2
e
1

\ -
\WWWMMM

Toperature (°C)
REHSRBRINBRER
e

ol oz 058 1% 275 257 35 % 530 512 708 750 8% 913 54 076, 1053 130 1207
Estimated Time (hman:ss)

T End Program || <10 Cyces
——
[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 Varvikompensatsioonifaili hindamine ja loomine

1. Parast seadmega LightCycler® katse I6petamist kidpsake nuppu ,Analysis*“ (vt jargmist
joonist).

Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected

Wwindow:  [2021 CC Iv 11188

Experi- Run Protocol
ment | ANEE
& Run complete... :

L R —
1t
& 1o
F oo
§ 20,0{
3 700
7 s
E 50,01
4004
L 30y
20,0{
100
a0
219 345
2
L i s Fass—
=
Samples |n
Color Pos |Name | o]
B2 Blank
W 3¢ v 95|
B& Dye 2 90|
BE Dye 3 5|
[l 510 Dyc 4 o]
M 51z pye s E
=1 75|
W <z Blank ¥
M c¢ Dye1l E 70
Cé Dye 2 E 5|
ce Dye 3 5
B c0 Dye ¢ 5‘&
M c2 pyes
Il D2 Blank 50
M p: Dye 1 45]
DE Dye 2 ]
DE Dye 3
B Dpio Dye 2
B D12 Dye s om0 106 145 225, 305
B F2 Blank v

2. Tehke dialoogiboksis ,Create New Analysis“ valik ,Color Compensation“. Valige ja
kinnitage avanevas dialoogiboksis sobiv alamhulk (nt Color Compensation) (vt jargmist
joonist).

—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
Colon Compenaarion: Subset #*|Color Compensation b
Endpoint Genotyping

Melt Curve Genotyping rogram *E j
kGl T o Name *IColor Compensation for Color Compens
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3. Anallus avaneb; kldpsake nuppu ,Calculate” ja seejarel nuppu ,Save CC Object” (vt
jargmist joonist).

=]
Instrument: ~ Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected Database: My Computer (Research)
Window: [2021 cc v 11188 | User: System Admin
o e ElFlee]
e Information | ==~
o o BERR " e
2 6 /s sficiwi: m

m ‘x =
Sample| o -| 12 — ] ——— —
1 i I ———————

] f i I =

E] 8 Woer @ i io

Fluorescence (440-435)

Notes Filter CombN ..
(oammine |V == (Yoo

Al @

4. Salvestage varvikompensatsioonifail kausta ,CCC* nimega ,RIDA®GENE CCIV“ (vt
jargmist joonist).

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

See fail on seejarel saadaval teiste seadme LightCycler® 480 Il katsete jaoks.
Varvikompensatsioonifaili loomine on nuud I6petatud.
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8.4 Varvikompensatsioonifaili kasutamine

Varvikompensatsioonifaili kasutamiseks avage tootega RIDA®GENE real-time PCR tehtav
reaalajas PCRi katse ja laadige soovitud varvikompensatsioon jaotise

.-Experiment‘ alajaotises ,Data‘“. Tehke rippmenudus ,,Color Comp (Off)“ valik ,In
Database“ ja seejarel valige salvestatud varvikompensatsioonifail (vt joonist 2).

FR ]

E

Run Protocal

e 0
| [EE— @@3 - »
1
& @
8- - _ Bl
-
. \ { W. \[ f| 'WH /l f
||‘| “‘ ||H "\ | MM | ‘
HH““‘W‘H\ \|‘ i “I‘Jl\' J
i
) i i 2z ﬁxﬁl,izmul £ dz [E) B
- % DT
& S ®

Joonis 2. Varvikompensatsiooni kasutamine

Kui varvikompensatsioon on valitud, muutub nupp ,,Color Comp (Off)* nupuks ,,Color
Comp (On)“. Valitud varvikompensatsioon rakendatakse automaatselt kdigile analtusi
filtritele. Toote RIDA®GENE real-time PCR katset saab nliiid tavapéaraselt analtisida.

Maérkus. Varvikompensatsioonifail on spetsiifiline iga LightCycler® 480 Il jaoks. Seadme
vahetamisel vdi optilise seadme parandamisel on vaja uut
varvikompensatsioonifaili.
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9. Versiooniajalugu

Versiooni number | Jaotis ja tahistus

2021-09-09 Eelmine versioon

2022-02-03 Uldine versioon:

4. Komplekti kuuluvad reaktiivid

5. Sailitamisjuhised

6. Vajalikud reaktiivid, mis ei kuulu komplekti
7. Hoiatused ja ettevaatusabindud kasutajatele

10. Suimbolite selgitus
Uldised stiimbolid

In vitro diagnostiliseks kasutamiseks
Jargige kasutusjuhendit
Partiinumber

Kasutada enne
Sailitamistemperatuur

Artikli number

Analuuside arv

Tootmiskuupaev

L4 ~"E 56

Tootja

Anallusipohised sumbolid

Taihi
Dye 1 Varv 1
Varv 2
Varv 3
Varv 4
Dye 5 Varv 5

—
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