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1. Utilizare preconizata

Se utilizeaza pentru diagnosticare in vitro. RIDA®*GENE Color Compensation Kit IV se
utilizeaza pentru calibrarea culorii in cadrul testelor RIDA®GENE real-time PCR duplex
sau in mai multi pasi efectuate pe LightCycler® 480 Il. Cu ajutorul RIDA®GENE Color
Compensation Kit IV se poate genera un fisier de compensare a culorii, pentru analiza
calitativa si cantitativa a testelor RIDA®GENE real-time PCR duplex sau in mai multi pasi
efectuate pe LightCycler® 480 II.

Produsul este destinat doar utilizarii profesionale.

2. Scurta prezentare si explicare a testului

in cadrul metodei PCR in timp real, semnalul fluorescent emis de un colorant raportor
fluorescent poate suprapune un canal de culoare adiacent, generand astfel un semnal
(diafonie). Diafonia de la semnalele fluorescente poate provoca rezultate incorecte, cu
exceptia cazului in care corectia este efectuata printr-un fisier de compensare a culorii.
Fisierul de compensare a culorii poate compensa diafonia dintre canalele de culoare.

3. Principiul testului

RIDA®GENE Color Compensation Kit IV se utilizeaza pentru calibrarea culorii in cadrul
testelor RIDA®GENE real-time PCR duplex sau in mai multi pasi efectuate pe LightCycler®
480 II.

4. Reactivi furnizati

Tabelul 1:  Reactivii furnizati (reactivii furnizati in kit sunt suficienti pentru 3 cicluri de
compensare a culorii.)

1 1x | 400 uL | alb, gata de utilizare

2 1x | 400 uL | albastru, gata de utilizare
3 1x | 400 uL | verde, gata de utilizare

4 1x | 400 uL | galben, gata de utilizare

5 1x | 400 uL | portocaliu, gata de utilizare
6 Dye 5 1 x 400 pL | rosu, gata de utilizare
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5. Instructiuni de depozitare

- Va rugam sa urmati instructiunile de manipulare din Tabelul 2 si sa pastrati trusa dupa
utilizare conform informatiilor specificate.

- Toti reactivii trebuie pastrati intr-un loc ferit de lumina, la o temperatura intre
-16 °C si -28 °C. Daca ambalajul nu a fost deschis, pot fi utilizati pana la data expirarii
imprimata pe eticheta. Dupa data expirarii, garantia de calitate nu mai este valabila.

- Inainte de utilizare, toti reactivii trebuie decongelati cu grija (de ex., in frigider, la 2 - 8 °C).

- Congelarea si decongelarea repetata de pana la 3 ori nu afecteaza proprietatile testului.

- Raciti toti reactivii corespunzator in timpul pregatirii PCR (2 - 8 °C).

Tabelul 2:  Conditii si informatii pentru depozitare

Temperatura de L. .
. Durata maxima de depozitare
depozitare

nedeschis 116 °C I3 -28 °C Se poate utiliza <Ijova.r. pana la data
expirarii
3 de cicluri de

deschis -16 °Cla-28 °C
decongelare-recongelare

6. Reactivi necesari care nu sunt furnizati

6.1 Reactivi
Fara.
6.2 Echipamente de laborator

Pentru efectuarea testului RIDA®GENE Color Compensation Kit IV sunt necesare
urmatoarele echipamente:

Instrument PCR in timp real: LightCycler® 480 Il (Roche)

Consumabile pentru PCR in timp real (placi (profil redus, godeuri albe, cadru
transparent), fiole pentru reactie, folii)

Centrifuga cu rotor pentru placi/fiole de reactie
Agitator

Pipete (0,5 - 20 pL, 20 - 200 pL, 100 - 1.000 pL)
Varfuri de pipeta cu filtru

Manusi de unica folosinta, fara pudra de talc

Pentru intrebari, , va rugam sa contactati R-Biopharm AG la pcr@r-biopharm.de.
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7. Avertismente si masuri de precautie pentru utilizatori

Se utilizeaza doar pentru diagnosticare in vitro.

Acest test trebuie efectuat doar de personal de laborator calificat. Trebuie respectate
regulile de lucru ale laboratoarelor medicale.

Respectati intotdeauna cu strictete manualul de utilizare atunci cand efectuati acest test.
Nu picurati cu pipeta probe sau reactivi folosind gura. Evitati contactul cu leziuni ale pielii
Si mucoase.

Purtati echipament de protectie personala (manusi adecvate, halat de laborator, ochelari
de protectie) cand manipulati reactivii si probele. Spalati-va pe maini dupa finalizarea
testului.

Nu fumati, nu mancati si nu beti in zonele in care sunt manipulate probele.

Trebuie folosite incaperi separate, imbracaminte speciala si instrumente pentru extractia,
pregatirea PCR si testarea PCR, pentru a se evita contaminarea incrucisata si rezultatele
fals pozitive.

Probele clinice trebuie considerate ca potential infectioase si trebuie aruncate ih mod
corespunzator, la fel ca toti reactivii si materialele care vin in contact cu probele potential
infectioase.

Nu utilizati trusa dupa data expirarii. Utilizatorii sunt responsabili pentru eliminarea corecta
a tuturor reactivilor si materialelor dupa utilizare. Respectati reglementarile nationale
privind aruncarea deseurilor.

Puteti gasi mai multe detalii privind Fisa cu date de securitate (Safety Data Sheet,
SDS) cautand dupa numarul articolului pe https://clinical.r-biopharm.com/search/.

Pentru utilizatorii din Uniunea Europeana: Raportati toate evenimentele adverse grave
asociate produsului catre R-Biopharm AG si autoritatile nationale competente.
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8. Protocol pentru generarea unui figsier de compensare a culorii pe
LightCycler® 480 I

8.1 Pregatirea compensarii culorii

Decongelati, amestecati si centrifugati pentru scurt timp reactivii inainte de utilizare. Raciti
intotdeauna toti reactivii in timpul etapelor de lucru (intre 2 °C si -8 °C). Pentru un ciclu de
compensare a culorii, picurati cu pipeta cinci doze de 20 yL din fiecare colorant, inclusiv
fundalul (Blank), intr-o placa de microtitrare (Fig. 1).
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Figura 1: Schema adaugarii colorantilor pentru compensarea culorii pe
LightCycler® 480 II.
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Tabelul 3: Pregatirea compensarii culorii pentru LightCycler® 480 Il

coss | s | con v | TR 2 0
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

Dupa adaugarea reactivilor, sigilati placa de microtitrare cu folie optica si centrifugati, daca
este posibil. Porniti PCR in timp real conform setarilor dispozitivului.
8.2 Configurarea instrumentului PCR

Nota: Conectati-va la software ca administrator, pentru a configura formatul detectiei.

1. Dupa deschiderea software-ului, dati clic pe pictograma ,Tools”, pentru a programa
formatul detectiei (consultati figura urmatoare).

Instrument:  Virtual LighiCycler 480 9 System Il | Not Connected

Window:  [overview

: LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3

Version 1.5.1.62
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2. Se deschide fereastra urmatoare. in fereastra Tools, selectati ,Detection Formats”.
Dati clic pe butonul ,New” pentru a crea un format al detectiei nou (consultati Tabelul 4)
si salvati-l ca ,RIDA®GENE” (consultati figura urmatoare).

Tools
B-User Access — D i Formats- —Filter C bi i Sel
i Current Password -
Users and Groups activeliNums Emission
= L —— v SYBR Green I / HRM Dye
et aeieanag Cd SimpleProbe E 488 510 580 610 640 660
et v Mono Color Hydrolysis Probe / UPL Probe : CET (o (om0 (0 (o
H = 4 Dual Color Hydrolysis Probe / UPL Probs 5
senese Intometion S o RS i
: Update Quelv Engine Ld 4 Color Hydrolysis Probe a 498 EI EI I | I | I | I |
CIreER=Up " Database v Mono Color HybProbe t
Instruments [ Multi Color HybProbe i 531 1 » I+ I I
\..Detection Formats » v| RIDASGENE o
" e8s0 O OO0OO F
L
- fme
~ Sel d Filter Combination List:
Excitation Emission Name
Filter Filter
| i 488  440-488
= 510 465-510
£ 533 580 533-580
533 610 533-610
618 660 v i

Tabelul 4: Configurarea canalului de detectie pentru LightCycler® 480 II

Combinatie de filtre

440/488
465/510
533/580
533/610
618/660
Nota: Setati valoarea pentru Quant Factor, Melt Factor si Integration Time la 1
(implicita).

Dati clic pe butonul ,Close”, pentru a inchide fereastra Tools.
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3. Dupa programarea formatului detectiei, dati clic pe butonul ,New Experiment”
(consultati figura urmatoare).

Instument:  Virtual LightCycler 480 9 System Il { Not Connected Database: My Computer (Research)

Window:  [Grorview e System Admin

: LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3

Version 1.5.1.62

yd

——
ion

Relative Quantificati
2

|AWarning

srning 13.00.3020 16321161 Plenas activase an inserument before seteing up o new o, 102]
‘Mmm 13101/2020 15121154 Plense asvivate an instrumens before sstving w & new . 103 .
4] | »

4. Selectati formatul detectiei ,RIDA®GENE” si introduceti la cantitatea dozei 20 pL
(implicita) (consultati figura urmatoare).

Run Protocol Data ‘ ﬂ

5. Programati profilul termic (consultati Tabelul 5).

Temperature targets

Tabelul 5: Profilul termic

Cycles / Target Acquisition Hold Ramp rate
Program Analysis Mode [°C] Mode  [hh:mm:ss] [°cls]
Initial Denat.| 1/ none 95 fara 00:00:30 4,4
. o 95 fara 00:00:15 4.4
Cycling 5 / Quantification 60 unul 00:00:30 22
95 fara 00:00:01 4,4
TM Analysis | 1/ Color Compensation 50 fara 00:00:30 — _2’2
. Acquisitions (per °C)
70 continuu =10.14*
Nota: Asigurati-va ca numarul de la ,Cycles” si ,Analysis Mode” este corect.

* Rata de crestere poate diferi putin, in functie de formatul detectiei selectat.

8 2022-02-03 RIDA®GENE Color Compensation Kit IV



6. Dupa finalizarea programarii, experimentul trebuie sa arate dupa cum urmeaza
(consultati figura urmatoare).

Instrument: Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected Database: My Computer (Research)
Window:  [New Experiment K| User: System Admin
exper| L T e un otes
ment | ~Setup- 3
Detection Format [Fronecer= ] (Customiae  Block size [+ Plate D | Reaction Volume [0 =]
. Color Comp ID [ LotNo| TestID | .
Program Name Cycles
Initiar pemsc. o 5
cccccc Z|ouancificavion v
. @ e .
=
N . i L . . .
. Target (0) Acquisition Mode Hold (hhzmim:ss) Ramp Rate (C/s) Acquisitions (per ) Sec Target (C) Step Size () Step Delay (cycles)
1[50 2 = =] = =
. 7o 6,11 = = 3 e .
- .
B T K 7 I R TR 7 EE
Estimated Time (h:mnss)

(o ] v J e )

oo 4
©s@

7. Pentru a programa aspectul placii de microtitrare, comutati in ,Subset Editor”. Dati clic
pe pictograma ,Plus” pentru a crea un subset nou si introduceti un nume pentru
configurare (de ex., Color Compensation). Apasati lung tasta Ctrl si butonul stang al
mouse-ului si marcati toate godeurile care contin reactivi din placa de microtitrare
(consultati Fig. 1 si 2). Pentru a finaliza configurarea subsetului, dati clic pe butonul
,Apply”. Pe ecran trebuie sa apara imaginea care urmeaza (consultati figura
urmatoare).

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

Window:  [New Experiment

s Report |
iy
2 Color Compensati
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8. Comutati in ,Sample Editor”. De la Pasul 1: la ,Select Workflow”, alegeti ,Color
Comp”. La Pasul 2: la ,Select Samples”, alegeti subsetul configurat anterior (Color
Compensation). Pentru a finaliza configurarea, selectati canalul predominant
corespunzator fiecarui reactiv (Blank, Dye 1, Dye 2, Dye 3, Dye 4, Dye 5) in rubrica
,Dominant Channel’ (consultati Tabelul 6). Selectati ,Water” pentru reactiile cu
fundalul de culoare (Blank) (consultati figura urmatoare).

Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected Database
Window; pilausEsposimont j User:
o Slep1 Select Workil H Select Filter C
(‘AbsQ nt r‘Reman " Scanning  (® (olor Comp ‘ [,_““,
mef“ ‘ =~ ® e @ H_“ 12 [V 465510 [ 533580 [V 533610 [V 618.660
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

Tabelul 6: Setarile canalului predominant pentru reactivi (LightCycler® 480 II)

Dominant Channel

Blan Water

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

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

O
()
(6)]
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9. Puneti placa cu dozele pregatite in dispozitiv. Dati clic pe ,Experiment” si apoi pe
,Start Run”, pentru a porni experimentul (consultati figura urmatoare).

nstrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected

[New Experiment

|

Run Protocol |

|
:

Detection Format [rIp2sszn

<] [customizey  Block Size |
Color Comp ID [

Subset

7 5
n

e Lot No TestID |

{

Programs
Program Name

Initial Denat.

g
H

@ | W6

Cycling
b TH-Znalyse

gocihy

<

>

= =
TM-Analyse Temperature Targets

G| Target (°C) Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (°Cls) Acquisitions (per °C) Sec Target (°C)
>g5 *lHone ~|oo:00:01 4.2
50 | None 00:00:01 2
]
Overview
0
g
L
g
_ o
g 75
-Gy
E 65
2
)
551
e =
4
4
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8.3 Evaluarea si crearea unui fisier de compensare a culorii

1. Dupa finalizarea experimentului LightCycler®, dati clic pe butonul ,Analysis” (consultati
figura urmatoare).

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. in caseta de dialog ,Create New Analysis”, accesati ,Color Compensation”. Selectati
si confirmati subsetul corespunzator (de ex., Color Compensation) in caseta de dialog
care se deschide (consultati figura urmatoare).

—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. Se deschide analiza; dati clic pe ,Calculate” si apoi pe ,Save CC Object” (consultati
figura urmatoare).

[

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 =
: - e

4. Salvati fisierul de compensare a culorii ca ,RIDA®°GENE CCIV” in folderul ,CCC”
(consultati figura urmatoare).

Save Color Compensation

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

Astfel, acest fisier va fi disponibil si pentru alte experimente pe LightCycler® 480 II.
Generarea fisierului de compensare a culorii este acum finalizata.
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8.4 Utilizarea figierului de compensare a culorii

Pentru a utiliza fisierul de compensare a culorii, deschideti experimentul RIDA®GENE real-
time PCR respectiv si incarcati compensarea culorii dorita in sectiunea ,Experiment’
,Data”. in meniul vertical ,Color Comp (Off)”, selectati ,in Database” si apoi fisierul de
compensare a culorii salvat (consultati 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: Utilizarea compensarii culorii

il il ‘/’u”\) I/M{

Tomperature ()

5

9

Dupa selectarea compensarii culorii, butonul ,,Color Comp (Off)” devine ,Color Comp
(On)”. Compensarea culorii selectata este aplicata automat tuturor filtrelor analizei. Testul
RIDA®GENE real-time PCR poate fi analizat acum ca de obicei.

Nota: Fisierul de compensare a culorii este specific fiecarui LightCycler® 480 Il. Daca
dispozitivul este schimbat sau unitatea optica este reparata, este necesar un
nou fisier de compensare a culorii.

14 2022-02-03 RIDA®GENE Color Compensation Kit IV



9. Istoricul versiunilor

Numarul versiunii | Sectiune si denumire

2021-09-09 Versiunea anterioara

2022-02-03 Revizuire generala:

4. Reactivi furnizati

5. Instructiuni de depozitare

6. Reactivi necesari care nu sunt furnizati

7. Avertismente si masuri de precautie pentru utilizatori

10. Explicatia simbolurilor
Simboluri generale

Se utilizeaza pentru diagnosticare in vitro
Respectati manualul de utilizare

Numarul lotului

A se utiliza inainte de

Temperatura de depozitare

Numarul articolului

Numar de teste

Data producerii

L4 ~"E 56

Producatorul

Simboluri specifice testului

Fundal

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