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1. Application

Pour usage diagnostique in vitro. RIDA®GENE Color Compensation Kit IV est utilisé pour
I'étalonnage des couleurs des tests RIDA®GENE real-time PCR 2-plex et supérieur sur le
LightCycler® 480 Il. RIDA®GENE Color Compensation Kit IV peut étre utilisé pour générer
un fichier de compensation de couleur pour permettre I'analyse des tests qualitatifs et
quantitatifs RIDA®GENE real-time PCR 2-plex et supérieur sur le LightCycler® 480 II.

Ce produit est destiné a un usage professionnel.

2. Résumé et explication du test

Dans une PCR en temps réel, le signal fluorescent émis par un colorant fluorescent
indicateur peut recouvrir un canal de couleur adjacent, générant ainsi un signal
(diaphonie). La diaphonie des signaux fluorescents peut entrainer des résultats incorrects,
a moins qu’une correction ne soit effectuée par un fichier de compensation des couleurs.
Un fichier de compensation des couleurs peut compenser la diaphonie entre les canaux
de couleur.

3. Principe du test

RIDA®GENE Color Compensation Kit IV est utilisé pour I'étalonnage des couleurs des
tests RIDA®GENE real-time PCR 2-plex et supérieur sur le LightCycler® 480 Il.

4. Contenu du paquet

Tableau 1 : Contenu du paquet (les réactifs fournis dans le kit permettent de réaliser
3 compensations de couleur.)

Co:ietdu mm Couleur du bouchon

1 Blank 1 x 400 uL | blanc, prét a 'emploi

2 [Dye 1] 1x | 400 pL | bleu, prét a 'emploi

3 [Dye 2] 1x | 400 uL | vert, prét a I'emploi
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4 [Dye 3] 1x | 400 uL | jaune, prét a 'emploi

5 [Dye 4] 1x | 400 puL | orange, prét a 'emploi

6 Dye 5 1 x 400 pL | rouge, prét a 'emploi

O O
0] ()
~ w

2 2022-02-03 RIDA®GENE Color Compensation Kit IV



5. Instructions de conservation des réactifs

- Respecter les consignes de manipulation figurant dans le tableau 2 et stocker le kit
directement apres utilisation conformément aux instructions.

- Tous les réactifs doivent étre conservés a I'abri de la lumiére, a une température
comprise entre -16 °C et -28 °C et, s’ils ne sont pas ouverts, ils peuvent étre utilisés
jusqu’a la date de péremption figurant sur I'étiquette. Aprés la date de péremption, la
qualité n’est plus garantie.

- Tous les réactifs doivent étre soigneusement décongelés avant leur utilisation (p. ex.,
dans un réfrigérateur entre 2 et 8 °C).

- La congélation et la décongélation répétées jusqu’a 3 fois n’affectent pas les propriétés
du test.

- Refroidir correctement tous les réactifs pendant la préparation de la PCR (2 - 8 °C).

Tableau 2 : Informations et conditions de conservation

Température de

Durée maximale de conservation

conservation
Utilisable jusqu’a la date de

non ouvert -16 °Ca-28 °C , o s
péremption figurant sur I'étiquette

3 cycles de

ouvert -16°Ca-28°C s X e
congeélation-décongélation
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6. Réactifs requis, mais non fournis

6.1 Réactifs

Aucun.

6.2 Matériel de laboratoire

Le matériel suivant est nécessaire pour réaliser le test RIDA®GENE Color Compensation
Kit IV :

Instrument de PCR en temps réel : LightCycler® 480 Il (Roche)

Consommables de PCR en temps réel (plaques [profil bas, puits blancs, support
transparent], flacons de réaction, films)

Centrifugeuse avec rotor pour les plaques/flacons de réaction
Agitateur-mélangeur vortex

Pipettes (0,5 - 20 L, 20 - 200 pL, 100 - 1 000 uL)

Pointes de pipettes dotées de filtres

Gants jetables non poudrés

Pour toute question, veuillez contacter R-Biopharm AG a I'adresse pcr@r-biopharm.de.
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7. Mesures de précaution

Exclusivement réservé au diagnostic in vitro.

Ce test doit étre réalisé uniquement par un personnel de laboratoire formé. Il convient de
respecter les directives de travail dans les laboratoires médicaux.

Toujours respecter strictement le manuel d’utilisation lors de la réalisation du test.

Ne pas pipeter les échantillons ou les réactifs a la bouche. Eviter tout contact avec des
plaies et des membranes muqueuses.

Lors de la manipulation des réactifs et des échantillons, porter un équipement de
protection individuelle (gants adaptés, blouse, lunettes de protection) et se laver les mains
a I'issue du test.

Ne pas fumer, manger ou boire dans les zones de manipulation des échantillons.

Des pieces séparées, des vétements spéciaux et des instruments pour I'extraction, la
préparation de la PCR et la PCR doivent étre utilisés pour éviter la contamination croisée
et les résultats faux positifs.

Les échantillons cliniques doivent étre considérés comme du matériel potentiellement
infectieux, de méme que tous les réactifs et le matériel exposés a des échantillons
potentiellement infectieux, et doivent étre éliminés comme il se doit.

Ne pas utiliser le kit aprés sa date de péremption. Apres utilisation, les utilisateurs sont
responsables de I'élimination correcte de tous les réactifs et matériaux. Pour I'élimination,
respecter les réglements nationaux.

De plus amples informations sur la fiche de données de sécurité (Safety Data Sheet,
SDS) sont disponibles sous le numéro d’article a I'adresse suivante
https://clinical.r-biopharm.com/search/.

Pour les utilisateurs de I'Union européenne : signaler tout événement indésirable
grave associé au produit a R-Biopharm AG et aux autorités nationales compétentes.
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8. Protocole pour générer un fichier de compensation de couleur sur le
LightCycler® 480 I

8.1 Préparation de la compensation de couleur

Décongeler, mélanger et centrifuger brievement les réactifs avant de les utiliser. Toujours
refroidir tous les réactifs pendant les étapes de travail (2 a -8 °C). Pour un cycle de
compensation de couleur, pipeter cinq réactions avec 20 yL de chaque colorant, y compris
le fond (Blank) dans une plaque de microtitration (voir Fig.1).

Figure 1: Schéma de pipetage pour la compensation de couleur sur le LightCycler®
480 II.
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Tableau 3 : Préparation de la compensation de couleur pour le LightCycler® 480 I

Code du Quantité par réaction Pipeter 20 uL de chaque dans
kit les puits suivants

[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

Apres avoir pipeté les réactifs, sceller la plaque de microtitration avec une feuille optique
et centrifuger si possible. Démarrer la PCR en temps réel selon les paramétres de
I'appareil.

8.2 Configuration de I'instrument de PCR

Remarque : Connectez-vous au logiciel en tant qu’administrateur pour configurer le
format de détection.

1. Aprés avoir ouvert le logiciel, cliquez sur I'icbne « Tools » pour programmer le format
de détection (voir la figure suivante).

Instrument:  Virual LighiCycler 480 96 System || [ Not Conneeted . Dowbase: My Computer [Research) ]
Wi e T e
LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3 .

Version 1.5.162 .
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2. La fenétre suivante s’ouvre. Dans la fenétre « Tools », sélectionnez « Detection
Formats ». Cliquez sur le bouton « New » pour créer un nouveau format de détection
(voir tableau 4) et enregistrez-le sous le nom de « RIDA®GENE » (voir la figure

Tool
D i Form: r Filter C
Active |Name L.
[¥] SYBR Green I / HEM Dye Emission
v SimpleProbe E 488 510 580 610 640 660
v Mono Color Hydrolysis Probe / OPL Probe x aoF I T T I '
¥| Dual Color Hydrolysis Probe / UPL Probe EI
View Logged In Users ¥| 3 Color Hydrolvsis Probe o LRI BT T l
Ubdate Query Engine v| 4 Color Hydrolysis Probe a sl O T
Batabase ¥| Mono Color HybProbe t
zn V| o riemescwoonr HybProbe i ss300 O F F I
» v RIDASGENE I
netsl O OO O F
" -—l
i€ ‘ = 2
B 4 = Filter Combination Li - —
itation | Emission Name Melt Quant Max Integration |
Filter Factor Factor  Time {Sec)
. { a0 7 488 34o0-ass ) 1 3 |
= 465 510  465-510 1 a1 1
533 580  533-580 1 1 1
533 610 533-610 1 1 1
618 660 618-660 1 1 3
i ((_ew
F e
|
- — T

Tableau 4 : Configuration du canal de détection pour le LightCycler® 480 I

Combinaison de
filtres

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

Remarque : Réglez la valeur des parametres « Quant Factor », « Melt Factor » et

« Integration Time » sur 1 (par défaut).

Cliquez sur le bouton « Close » pour quitter la fenétre Tools.
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3. Aprés avoir programmeé le format de détection, cliquez sur le bouton « New
Experiment » (voir la figure suivante).

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

/7 7/ ¥ 4 |
N 1~
‘\:5
\ ¥ :

Gene Scanning

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

4. Sélectionnez le format de détection « RIDA®PGENE » et saisissez un volume de réaction
de 20 uL (par défaut) (voir la figure suivante).

Window:  |New Experiment | User: System Admin

Exper- Run Protocol o ‘ s ‘

ment

. Dem'mqulJnm@Gm I j- Block Size |- Plate ID Remimt\lnluml |

rLomp 11| LotNo TestID

5. Programmez le profil thermique (voir tableau 5).

Temperature targets

Tableau 5 : Profil thermique

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 60 single 00:00:30 22
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*

Remarque : Assurez-vous que le nombre de « Cycles » et « Analysis Mode » est
correct.

* La montée en température peut varier Iégérement en fonction du format de détecteur sélectionné.
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6. Une fois la programmation terminée, I'expérience doit se présenter comme suit (voir la
figure suivante).

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. Pour programmer la disposition de la plaque de microtitration, passez dans le « Subset
Editor ». Cliquez sur l'icbne « Plus » pour créer un nouveau sous-ensemble et
saisissez un nom pour la disposition (par exemple, Color Compensation). Maintenez la
touche Ctrl et le bouton gauche de la souris enfoncés et sélectionnez tous les puits
contenant des réactifs dans la plaque de microtitration (voir les figures 1 et 2). Cliquez
sur le bouton « Apply » pour terminer le sous-ensemble. L’écran devrait apparaitre
comme suit (voir la figure suivante).

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. Passez dans le « Sample Editor ». A partir de I'étape 1 : « Select Workflow »,
choisissez « Color Comp ». A I'étape 2 : « Select Samples », choisissez le sous-
ensemble précédemment défini (Color Compensation). Pour terminer la mise en page,
sélectionnez le canal dominant correspondant a chaque réactif (Blank, Dye 1, Dye 2,
Dye 3, Dye 4, Dye 5) dans le champ « Dominant Channel » (voir tableau 6). Veuillez
sélectionner « Water » pour les réactions avec le fond de couleur (Blank) (voir la figure
suivante).

trument:  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-| | ~ AbsQuant (" RelQuant (" Scanning (& Color Comp. .

‘ment - - 4 ~ Units

"(‘ Tt MektGeno' (C EndptGeno “ 7 440488 ¥ 465510 [ 533580 [ 533610 I 618660
z =
smm ot] |- step 2: Setect Samples— ‘o | Color Repl Of  Sample Name —Dominant
~ Channel
ubset:[Fo1or comeen = (@) D)BRIB)| > = s E
Sy 9 12 c lan]
o

@ Water @ 440488 @ 465510
@ 533580 @ 533610 [ 618660

NE @O @k [T

= = 3
[~ Step 3: Edit Color Comp Properties—————  Fi-
Sample Name

Dominant channel -]

(s |

T = .

Tableau 6 : Parameétres du canal dominant pour les réactifs (LightCycler® 480 I1)

m Dominant Channel

Water

440/ 488
Dye 2 465 /510
533 / 580
533 /610
Dye 5 618/ 660
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9. Placez la plaque avec les réactions préparées dans I'appareil. Cliquez sur

« Experiment » puis sur « Start Run » pour démarrer I'expérience (voir la figure
suivante).

Instrument: ~ Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected

Database: My Computer (Research)
Window:  [New Experiment | User: System Admin
= ‘ Run Protocol | Data | Run Notes |
Detection Format [reoascen El BlockSize [--  PlatelD[  Reaction Volume [ =]
Color Comp ID [ LotNo| TestiD [
Program;

cion |

&
)
|
@

{EEE

Koe> <™

=

TM.Analyse Temperature Targets
Target (C) Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (°Cls Acquisitions (per °C) Sec Target (°C) Step Size (°C) Step Delay (cycles)
P

~[o0:00:01 “fa.s
00:00:01 e

2ot

Toperature (°C)
REHSRBRINBRER
e

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

AR ol

=

20 3’@
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8.3 Evaluation et création d’un fichier de compensation de couleur

1. Aprés avoir terminé I'expérience LightCycler®, cliquez sur le bouton « Analysis » (voir
la figure suivante).

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. Dans la boite de dialogue « Create New Analysis », ouvrez « Color Compensation ».
Sélectionnez et confirmez le sous-ensemble approprié (par exemple, Color
Compensation) dans la boite de dialogue qui s’ouvre (voir la figure suivante).

—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. L'analyse s’ouvre ; cliquez sur « Calculate », puis sur « Save CC Object » (voir la
figure suivante).

=]
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
[ Compensated Data (65ie8)(zoom)
] e
]
u =
H B
= :
] H
= i
| H
H H
u
] ank 5
i W = Dye1 v Temperature
< >
Apply '| T | .,
[ i ™M Notes Calculate eaniss B 52+ CC Obiec !
= |

Al @

4. Enregistrez le fichier de compensation de couleur sous le nom de « RIDA®GENE
CCIV » dans le dossier « CCC » (voir la figure suivante)

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

Ce fichier est ensuite disponible pour d’autres expériences du LightCycler® 480 Il. La
génération du fichier de compensation de couleur est maintenant terminée.
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8.4 Utilisation du fichier de compensation de couleur

Pour utiliser le fichier de compensation de couleur, ouvrez I'expérience RIDA®GENE real-
time PCR et chargez la compensation de couleur désirée sous « Experiment » « Data ».
Dans le menu déroulant « Color Comp (Off) », sélectionnez « in Database », puis le
fichier de compensation de couleur enregistré (voir Figure 2).

;u

wumont;  Virtual LightCyclor 480 96 Systorn 11 Not Connocte Database: My Computer (Rasearch

Window:  [7577 Fon Pl ER

QML

wEE 658 WaE [BE] [ [E=07] [ THEGE I (B [ [EF3
Time (o s

H| H!l ‘J}JI ‘

TR [ [ [T (e 03857 0ETE 0z [E) G0 08824
- Tine (- s5)

NEE0o gk @&

I
| \ ‘w

‘lr

T
B EHSABRENBRAES

In Use:

A =

Figure 2 : Utilisation de la compensation de couleur

(6]

Lorsque la compensation de couleur est sélectionnée, le bouton « Color Comp (Off) »
devient « Color Comp (On) ». La compensation de couleur sélectionnée est
automatiquement appliquée a tous les filtres de I'analyse. L’analyse RIDA®GENE real-time
PCR peut maintenant étre analysée comme d’habitude.

Remarque : Le fichier de compensation de couleur est spécifique a chaque
LightCycler® 480 II. Un nouveau fichier de compensation de couleur est
nécessaire si I'appareil est échangé ou si I'unité optique est réparée.
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9. Historique des versions

Numéro de version | Section et désignation

2021-09-09 Version précédente

2022-02-03 Révision générale :

4. Contenu du paquet

5. Instructions de conservation des réactifs
6. Réactifs requis, mais non fournis

7. Mesures de précaution

10. Signification des symboles

Symboles généraux

Pour usage diagnostique in vitro
Respecter le manuel d’utilisation
Numeéro de lot

Date de péremption
Température de conservation
Numeéro d’article

Nombre de tests

Date de fabrication

LL<f~* 85

Fabricant

Symboles spécifiques aux tests

Blanc

Colorant 1
Colorant 2
Colorant 3
Dye 4 Colorant 4
Dye 5 Colorant 5

—
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