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1. Uso previsto

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

O produto é destinado ao uso profissional.

2. Sumario e explicacao do teste

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

3. Principio do teste
O RIDA®GENE Color Compensation Kit IV é usado para a calibragdo de cor em

execucgOes RIDA®PGENE real-time PCR 2-plex e superior no LightCycler® 480 Il.

4. Reagentes fornecidos

Tabela1: Reagentes fornecidos (os reagentes fornecidos no kit sdo suficientes para
3 execugdes de compensagéao de cor).

Cadigo .
Quantidade | Cor da tampa

1 [Blank | 1 x 400 yL | branco, pronto para uso

2 [Dye 1] 1x | 400 uL | azul, pronto para uso

)
O

3 [Dye 2] 1x | 400 uL | verde, pronto a usar

O
@
N

4 [Dye 3] 1x | 400 uL | amarelo, pronto para uso

W)
()
w

5 [Dye 4] 1 x 400 pL | laranja, pronto para uso

W)
(0]
N

400 uL | vermelho, pronto para uso

(=]
W)
()
()]
—
X

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



5. Instrugdes de armazenamento

- Siga as diretrizes de manuseamento da Tabela 2 e guarde o kit diretamente apds a
utilizacdo, de acordo com as informacdes especificadas.

- Todos os reagentes devem ser armazenados longe da luz de -16 °C a -28 °C e, se nao
abertos, podem ser usados até a data de validade impressa no rétulo. Nenhuma garantia
de qualidade podera ser assegurada apos o término da data de validade.

- Todos os reagentes devem ser cuidadosamente descongelados antes do uso (por
exemplo, em uma geladeira entre 2 - 8 °C).

- O congelamento/descongelamento repetido até 3 vezes nao afeta as propriedades do
teste.

- Arrefecer todos os reagentes adequadamente durante a preparagéo do PCR (2 - 8 °C).

Tabela 2: Condi¢cbes de armazenamento e informacgao

Temperatura de Tempo maximo de
armazenamento armazenamento
P té t
fechado 16 °C 2 -28 °C ode ser usadgaeadaade
validade impressa

3 ciclos de

aberto -16 °Ca-28 °C
descongelamento-congelamento

6. Reagentes necessarios, mas nao fornecidos

6.1 Reagentes

Nenhum.

6.2 Equipamento laboratorial

Os seguintes equipamentos sdo necessarios para realizar o teste RIDA®GENE Color
Compensation Kit IV:

Equipamentos

Instrumento de PCR em tempo real: LightCycler® 480 Il (Roche)

Consumiveis PCR em tempo real (placas (baixo perfil, pogos brancos, armagao
transparente), tubos de ensaio, filmes)

Centrifuga com rotor para placas / tubos de ensaio
Vortexer

Pipetas (0,5 - 20 L, 20 - 200 uL, 100 - 1000 pL)
Pontas da pipeta com filtros

Luvas descartaveis sem po

Para perguntas, entre em contato com a R-Biopharm AG em pcr@r-biopharm.de.
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7. Avisos e medidas preventivas para os usuarios

Apenas para uso em Diagnéstico in vitro.

Esse teste deve ser realizado apenas por pessoal de laboratoério qualificado. As diretrizes
para trabalho em laboratérios médicos devem ser seguidas.

Ao realizar este teste, sempre siga estritamente o manual de operagao.

Nao pipete amostras ou reagentes usando a boca. Evite o contato com membranas
mucosas € pele lesionada.

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

Nao fume, coma ou beba em areas onde as amostras estiverem sendo manipuladas.
Salas separadas, vestuario especial e instrumentos para extracéo, preparacao de PCR, o
PCR deve ser usado para evitar a contaminagao cruzada e resultados falso-positivos.

As amostras clinicas devem ser vistas como potencialmente infecciosas e devem ser
descartadas adequadamente, como todos os 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 apos sua utilizagdo. Para o descarte,
cumpra com os regulamentos nacionais.

Mais detalhes sobre a Folha de Dados de Seguranga (Safety Data Sheet, SDS)
podem ser encontrados sob o numero do item em
https://clinical.r-biopharm.com/search/.

Para usuarios na Unido Europeia: Comunicar todos os eventos adversos graves
associados ao produto a R-Biopharm AG e as autoridades nacionais competentes.
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8. Protocolo para a geragao de arquivo de compensacgao de cor no
LightCycler® 480 I

8.1 Preparagdao da compensacgao de cor

Descongele, misture e centrifugue brevemente os reagentes antes de usa-los. Sempre
resfrie todos os reagentes durante as etapas de trabalho (2 a -8 °C). Para uma execugéao
de compensacéao de cor, pipete cinco reagdes com 20 pL de cada corante incluindo o
fundo (Blank) em uma placa de microtitulagao (ver Fig.1).

-

HEEEEN
=

HEEREN
-

HEEEEEN
=

—
—
-
T
I
[—

HEEREN

Figura1: Esquema de pipetagem para compensacao de cor no LightCycler® 480 II.

Tabela 3: Preparacgédo da compensacéo de cor no LightCycler® 480 I

1 20 uL B2, C2, D2, E2, F2
2 20 uL 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 20 pL B12, C12, D12, E12, F12

ApOs pipetar os reagentes, selar a placa de microtitulagdo com lamina éptica e centrifugar,
se possivel. Iniciar o PCR em tempo real de acordo com as configurag¢des do dispositivo.
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8.2 Configuragao do instrumento de PCR

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

1. Apés abrir o software, clique no icone “Tools” para programar o formato de detecgao

(consulte a figura seguinte).

Instrument:  Virtual LightCycler 480 95 Systsm Il | Not Cannected Database: My Computer (Research)

Window:  [overview E| User: System Admin
- LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3

Version 1.5.1.62

Melt Curve Genotyping

Endpoint Genotyping

Absolute Quantification

[AWazning 13.01.2021 15:21:41 Please activace an instrument before 3eCting W a Rew Tud.
Warming 13.01.2021 15:21:54 Pl £

104]
I~ e R e T 103 -
4] |

2. A janela a seguir € aberta. Na janela Tools, selecione “Detection Formats”. Clique no

botao “New” para criar um novo formato de deteccéo (ver Tab. 4) e guarde como
“RIDA®PGENE" (consulte a figura seguinte).

Tools
El-User Access — Dk i = —Filter C - . Sal
.. Current Password
. Users and Groups HELTE |Name Emiasinn
.. Syatem Settings — SYBR Green I / HRM Dye
..Report Settings || SimpleProbe E 488 510 580 610 640 660
.Error Log || Mono Color Hydrolysis Probe / UPL Probe z AT F T T T
E-Database Information || Dual Color Hydrolysis Probe / UPL Probs i e D = - - - -
View Logged In Users [¥| 3 Color Hydrolysis Probe t
Update QuE}, Engine || I 4 Color Hydrolysis Probe a w8 O F F F I
=T - tabase il Mono Color HybProbe t
.. Instruments | ] Multi Color HybProbe I ss:3Q O F F I I
..Detection Formats > RIDASGENE o
B " es0 OO O O F
 Sel d Filter C
Excitation Emission
Filter Filter
440 488 440-488
465 510 465-510
[ ] 533 580 533-580
=33 610 533-810
618 660
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Tabela 4: Configuragéo do canal de detecgdo para o LightCycler® 480 I

Combinagao de
filtros

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

Nota: Defina o valor para Quant Factor, Melt Factor e Integration Time para 1
(padréao).

Clique no botao “Close” para sair da janela Ferramentas.

3. Apos programar o formato de detecgéo, clique no botao “New Experiment” (consulte a
figura seguinte).

Instrument:  Virtual LightCyeler 480 96 System II / Not Connected Database: My Computer [Research)

Window:  [Grorview E| User:  System Admin

- LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3

Version 1.5.1.62

Absolute Quantification

[AWarning 13.01.2021 15:21:41 Please activate an iNSCrument before JECCING UD & mew rum. 104
[AWesnsng 13.01.2021 15:21:5% Pleass activete an instrument befors sstting up a mew T, 107
il | »

4. Selecione o formato de detecgdo “RIDA®PGENE’ e insira um volume de reagdo de 20 uL
(padrao) (consulte a figura seguinte).

Window:  |Mew Experiment = u
FRpE Run Protocol % w f—ﬁ
ment Setup- 1

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

Temperature targets

Tabela 5: Perfil térmico

Cycles / Target Acquisition Hold Ramp rate
Program Analysis Mode [°C] Mode  [hh:mm:ss] [°cls]

Initial Denat.| 1/ none 95 none 00:00:30 44

95 none 00:00:15 4.4
l tificati ’

Cycling 5/ Quantification 60 | single | 00:00:30 2,2
95 none 00:00:01 4.4

TM Analysis | 1/ Color Compensation 50 none 00:00:30 Acquisi _2’2 °c
70 continuous Cqu'ilt|10881 (4;1er )

Nota: Certifique-se de que os numeros de “Cycles” e “Analysis Mode” estejam
corretos.

* O indice de subida pode variar ligeiramente dependendo do formato do detector selecionado.

6. Apds a conclusao da programacéo, o experimento deve ser feito da seguinte forma
(consulte a figura seguinte).

Instrument: ~ Virtual LightCycler 480 9 System Il / Not Connected Database: My Computer (Research)

< Roche’
Window:  [New Experiment | User: System Admin
1 —_
o Run Protocol ‘ Data ‘ Run Notes ‘ ifﬂl
ent P =t
Detection Format [RrbAeceie E| Block Size Plate ID Reaction Volume [20 =]
Subset
i | | cotor Compin [ LotNo| TestiD [
Program:
Cycles nalysis Mode E
v|
- =
X\ TM-Analyse Temperature Targets
E] Target (C) Acquisition Mode Hold (hhimm:ss) Ramp Rate (°Cls) Acquisitions (per °C) Sec Target (*C) Step Size (C) Step Delay (cycles)
®
o
E \
% —
f {
@
= ’/ \ \ ¥ f \
2 7 \ | \ \ [ /
in \ >
. \ o\ \ / [\ \ -
g o S e = 5
s |
sl | —
| |
40! |
*
3l
000 024 [ 135 215 257 353 435 530 B2 708 750 45 513 344 1016 1053 1130 1207
Estimated Time (homm:ss)
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7. Para programar o layout da placa de microtitulagdo, mude para o “Subset Editor”.
Clique no icone “Plus” para criar um novo subconjunto e digite um nome para o layout
(por exemplo, Color Compensation). Mantenha pressionada a tecla Ctrl e o botao
esquerdo do mouse e marque todos os pogos contendo reagentes na placa de
microtitulagao (consulte a Fig. 1 e 2). Clique no botao “Apply” para terminar o
subconjunto. A tela deve aparecer da seguinte forma (consulte a figura seguinte).

Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected Database;

H
:
H
=]
2
g
2
:
Ll
5
&

New Subset 1 settings-

4z

{futycs Report |
= |
Fati

E 3

por

] I] g
S g 2
|
¥
O
g
8

~
—J
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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 (Color Compensation). 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 reagdes com 0
fundo de cor (Blank) (consulte a figura seguinte).

Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected Database
Window; pilausEsposimont j User:
E Slep1 Select Workil H Select Filter C
(" Abs Quant r‘Reman " Scanning  (® (olor Comp ‘ [,_““,
iz ‘ @ T\Melt Geno ¢ Endpt Ger H_“ ne [ 465510 [+ 533580 [ 533610 [~ 618660
e
Tty —Stan 2 Salacr Sar pl — | |0 _|color ReplOf  Sampl Name| Dominant
] Channel
—— |Subset:[corox compen 3] @E v 82| W Blank Water -
s | 9 [ | | Blank Water
EEM ol | x pz | W Blank Water
’% B 2| W Blank Water
D] 8 2| W Blank Wacer
IE 8¢ | W Dye 1 440-288
. ’E [ ca | W Dye 1 440-488
H =1 pa | W Dye 1 440-433
[ | s | W Dye 1 440-488
| W Dye L sa0-ass
@ [ponsnant cnanne: E| B Dye 2 465-510
ce Dye 2 465-510
@ water @ 440488 @ 465510 = Dye 2 465-510
@ 533580 @ 533610 [ 618660 E6 Dye 2 465-510
[l | Fe Dye 2 465-510
B8 Dye 3 533-580
cs Dye 3 533-580
De Dye 3 533-580
E8 Dye 3 533-580
F8 Dye 3 533-580
810 Dye 4 533-810
c1o Dye 4 533-610
Do D 4 533-610
E10 Dye 4 533-610
F10 Dye 4 533-610
B12 Dye 5 618-660
c1z Dye 5 618-660
D12 Dye 5 618-660
|E12 Dye 5 615-660
Step 3: Edit Color Comp Propertit Fiz Dye 5 618-660
’VSnmple Name

Tabela6: Configuragdo de Dominant Channel para os reagentes (LightCycler® 480 Il)

Dominant Channel

Blan Water

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

10

0| 10|10 |0
D |D]||D]| |D
BN [=]]|=

O
()
(6)]

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



9. Coloque a placa com as reagdes preparadas dentro do dispositivo. Clique em
“‘Experiment” e depois em “Start Run” para iniciar o experimento (consulte a figura
seguinte).

Instrument: ~ Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected Database
indaw:  [New Experiment 5] U
- Run Protocol | Data ‘ Run Notes
' || p—
\ | Detection Format [z7ozsszie <] [customizey  Block Size | Pl
Subset
Color Comp ID [ Lot No TestID |

. Programs
Program Name

. b/ TM-2nalyse

e @ Initial Denat.
Cycling
| ==t
’ 7 Vv

= =
TM-Analyse Temperature Targets

A,ﬁﬂl Target (°C) Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (*Cls) Acquisitions (per °C) Sec Target (°C) Ste
>95 v|oo:00:01 214,49
50 00:00:01 ={2,2
@ 10 0,11 i
]
Overview

a

B
P
P
P
i
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8.3 Avaliagao e criagcao de um arquivo de compensacgao de cor

1. Apds completar o experimento LightCycler®, clique no botdo “Analysis” (consulte a
figura seguinte).

Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected

Window:  [2021 cC IV 11188

Run Protocol
EEEN
Run complete...
SuhseQ:ICnlnI Compensation j ....
10 12 r
- .= —————
10
—_—
s ————— —
F 00
F 800
T 700
8
g 600
~| ﬁ 50.0
5 400
=300
200
10
0.0
219
e
O . |r £
Samples |n
Color Pos Name | o0l
I B2 Blank H
I 382 Dye 1l 95
B& Dye 2 90
BE Dye 3 o5
B 10 Dye 2 o
B B12 Dye 5 g
Il c2 Blank ¥ 5
I c: Dye 1 E 70
Cé Dye 2 E‘ 55
C8 Dye 3 3 e
B cilo Dye 2
o = 551

2. Na caixa de dialogo “Create New Analysis”, va para “Color Compensation”.
Selecione e confirme o subconjunto apropriado (por exemplo, Color Compensation) na
caixa de didlogo que se abre (consulte a figura seguinte).

—Create New Analysis

Bbs Quant/2nd Derivative Max
Abs Quant/Fit Points Create new analysis
Advanced Relative Quantification
Basic Relative Quantification Analysis Type ¥ |Color Compensati
Seltll COLNEERETT Subset Color Compensation
Endpoint Genotyping

Melt Curve Genotyping Program -)FITM
Tm Calling

Name ‘*‘ICD].DI Compensation 1
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3. A anadlise se abre; clique em “Calculate” em seguida “Save CC Object” (consulte a
figura seguinte).

[

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

[2021 cc v miss = User:

Analyses [Color Compensation for Color Compensation

=
e =
E%
=2

Information | xcozan: i,

pmet| suser [ (B RDRR —
112 304 56 78 ok =

i

oe
§

>

]
|
|
|2
|
i
0
i
0
i
|
Tl
L]

i

1 o o
ARmmEn
ARmmRE
|
|

g
g

120 %//

e -l
SJ 110{
[=)

gl

100{
Analysis| gl .
(| g
: an|
1 it
Report BE 2 3
Color ca F ol
@ Water B 440488 g iy
D 465510 @ 533580 =
@ 533610 [] 618660 30
s it 20]
Samples ~ [ m
Include | Color | Pos Name
v B 52 Blenk o
= W s ove EY Bl 52 5 51 55 3 57 E3 £ 0 Bl (3 3 6 &5 &
v Il 86 Dve2 Temperature
c B 58 Dyes
v [ 510 Dye ¢ pensated Data
v 812 Dye 5 Som
v Il c2z Blank
v W c: Dve1
v (=) Cé Dye 2
v W ce Dyes g
v [l cio pye s §
v c1z fye 5 e
v [ | Dz Hlank T
v B o: ovET i
v W s vy g
v B s v =
: - =

4. Salve o arquivo de compensacéo de cor como “RIDA®GENE CCIV” na pasta “CCC”
(consulte a figura seguinte).

Save Color Compensation

B3] Root
B[] System Admin
[ ] Experiments
" Macios
Bl ) Prefirences
—1-__| Special Data

Este arquivo estara entdo disponivel para outros experimentos no LightCycler® 480 II. A
geracgéo do arquivo de compensacgao de cor esta agora completa.

RIDA®GENE Color Compensation Kit IV 2022-02-03 13



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 compensacgio de cor desejada em “Experiment” “Data”. No
menu suspenso “Color Comp (Off)”, selecione “in Database” e, entdo, o arquivo de
compensacgao de cor salvo (consulte Fig. 2).

Bl \f :

=
H
El

L
g
)

H

L

=
=
L

=2

o
g

RESDC @ T ¢

| 650
Samples |
for Pos Name =y
W Ao ¥
% ,

| Bl h l

JH ‘H \

=5
b | Time (himenss)

i
i
e n
A e

Figura 2: Uso da compensacao de cor

il il ‘/’u”\) I/M{

Tomperature ()

5

9

Quando é selecionada a compensacgao de cor, o botdo “Color Comp (Off)” muda para
“Color Comp (On)”. A compensacgéao de cor selecionada € aplicada automaticamente a
todos os filtros da analise. O PCR em tempo real RIDA®GENE pode agora ser analisado
como usualmente.

Nota: O arquivo de compensagao de cor é especifico para cada LightCycler® 480 II.
Um novo arquivo de compensacao de cor € necessario se o dispositivo for
trocado ou se a unidade 6ptica for reparada.
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9. Historico de versoes

Numero da versao| Sec¢ao e designacgao

2021-09-09 Versao anterior

2022-02-03 Revis&o geral:

4. Reagentes fornecidos

5. Instrucdes de armazenamento

6. Reagentes necessarios, mas nao fornecidos

7. Avisos e medidas preventivas para os usuarios

10. Explicagado dos simbolos

Simbolos gerais

Diagndstico in vitro

Consulte o manual de operacao
Numero do lote

Data de validade

Temperatura de armazenamento
Numero do item

Numero de testes

Data de fabricacéo

L4 ~"E 56

Fabricante

Simbolos especificos do teste

Em branco
Corante 1
Corante 2
Corante 3
Dye 4 Corante 4
Dye 5 Corante 5
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