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1. Predvidena uporaba

Za uporabo v in vitro diagnostiki. Komplet RIDA®GENE Color Compensation Kit IV se
uporablja za barvno umerjanje 2- in vecpleksnih testov RIDA®GENE real-time PCR na
instrumentu LightCycler® 480 Il. Komplet RIDA®GENE Color Compensation Kit IV se lahko
uporablja za ustvarjanje datoteke barvne kompenzacije, ki omogoca analizo kvalitativnih in
kvantitativnih 2- in veépleksnih testov RIDAPGENE real-time PCR na instrumentu
LightCycler® 480 II.

Izdelek je namenjen profesionalni uporabi.

2. Povzetek in razlaga testa

Pri testu PCR v realnem Casu lahko oddani fluorescencni signal fluorescencnega
porocCevalskega barvila prekrije sosednji barvni kanal in tako ustvari signal (prekrivanje).
Prekrivanje zaradi fluorescencnih signalov lahko povzroCi napacne rezultate, Ce se ne
izvede popravek z datoteko barvne kompenzacije. Datoteka barvne kompenzacije lahko
kompenzira prekrivanje med barvnimi kanali.

3. Nacelo testa

Komplet RIDA®GENE Color Compensation Kit IV se uporablja za barvno umerjanje 2- in
vecpleksnih testov RIDA®GENE real-time PCR na instrumentu LightCycler® 480 IlI.

4. Prilozeni reagenti

Preglednica 1: PriloZeni reagenti (reagenti, ki so prilozeni v kompletu, zadostujejo za
3 teste z barvno kompenzacijo.)

Koda )

1 1 x 400 pL | bela, pripravljeno za uporabo

2 1x | 400 uL | modra, pripravijeno za uporabo
3 1 x 400 pL | zelena, pripravljeno za uporabo
4 1x | 400 uL | rumena, pripravljeno za uporabo
5 1x | 400 uL | oranzna, pripravljeno za uporabo
6 Dve 5 1 x 400 pL | rdeca, pripravljeno za uporabo
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5. Navodila za shranjevanje

- Upostevajte smernice za ravnanje v preglednici 2 in komplet shranite takoj po uporabi
skladno z navedenimi informacijami.

- Vse reagente je treba shranjevati zascCitene pred svetlobo pri temperaturi od
-16 °C do -28 °C. Ce niso odprti, se lahko uporabljajo do roka uporabnosti, natisnjenega
na oznaki. Po izreku roka uporabnosti jamstvo za kakovost ni ve¢ veljavno.

- Vse reagente je treba pred uporabo previdno odtaliti (npr. v hladilniku pri temperaturi
2-8 °C).

- Do 3-kratna ponovitev zamrzovanja in odtajanja ne vpliva na lastnosti testa.

- Med pripravo za preiskavo PCR vse reagente ustrezno ohladite (2—8 °C).

Preglednica 2: Pogoji shranjevanja in podatki o shranjevanju

Temperatura .y pexe x . .
. . NajdaljSi ¢as shranjevanja
shranjevanja

neodprto -16 °C do -28 °C Uporabi se lahko do nat|§njenega
roka uporabnosti

odprto -16 °C do -28 °C 3 cikli odtajanja/zamrzovanja

6. Potrebni materiali, ki niso prilozeni

6.1 Reagenti
Jih ni.
6.2 Laboratorijska oprema

Za izvedbo testa RIDA®GENE Color Compensation Kit IV je potrebna naslednja oprema:

Instrument za preiskave PCR v realnem ¢asu: LightCycler® 480 Il (Roche)
Potrosni material za preiskave PCR v realnem €asu (ploS€ice (z nizkim profilom, belimi
vdolbinicami, prozornim okvirjem), reakcijske viale, filmi)

Centrifuga z rotorjem za ploscice/reakcijske viale
Vrtin€ni mesalnik

Pipete (0,5-20 pL, 20—200 pL, 100-1000 pL)
Pipetne konice s filtri

Rokavice za enkratno uporabo brez smukca

Z vpra$anji se obrnite na druzbo R-Biopharm AG na elektronski naslov pcr@r-biopharm.de.
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7. Opozorila in previdnostni ukrepi za uporabnike

Samo za uporabo v in vitro diagnostiki.

Ta test sme izvajati samo kvalificirano laboratorijsko osebje. Upostevati je treba smernice
za delo v medicinskih laboratorijih.

Pri izvajanju tega testa vedno natanéno upoStevajte uporabniski priro¢nik.

Vzorcev in reagentov ne pipetirajte z usti. Preprecite stik z razpokano koZzo in sluznicami.
Pri ravnanju z reagenti in vzorci nosite osebno varovalno opremo (ustrezne rokavice,
laboratorijsko haljo, varnostna ocala) ter si po koncu testa umijte roke.

V prostorih ravnanja z vzorci ne kadite ter ne uZivajte hrane in pijace.

Za preprecCevanje navzkrizne kontaminacije in lazno pozitivnih rezultatov je treba uporabiti
loCene prostore, posebna oblacila in instrumente za ekstrakcijo, pripravo za preiskavo
PCR ter izvajanje preiskave PCR.

Klinicne vzorce je treba obravnavati kot morebitno kuzne in jih je treba ustrezno zavredi,
tako kot vse reagente in materiale, ki pridejo v stik z morebitno kuznimi vzorci.

Kompleta ne uporabljajte po izteku roka uporabnosti. Uporabniki so odgovorni za ustrezno
odstranjevanje vseh reagentov in materiala po uporabi. Pri odstranjevanju upostevajte
nacionalne predpise.

Dodatne podrobnosti o varnostnem listu (Safety Data Sheet, SDS) najdete pod
Stevilko artikla na spletni strani https://clinical.r-biopharm.com/search/.

Za uporabnike v Evropski uniji: O vseh resnih nezelenih dogodkih, povezanih z
izdelkom, porocCajte druzbi R-Biopharm AG in ustreznim nacionalnim organom.
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8. Protokol za ustvarjanje datoteke barvne kompenzacije na instrumentu
LightCycler® 480 I

8.1 Priprava barvne kompenzacije

Reagente pred uporabo odmrznite, premeSajte in na kratko centrifugirajte. Med delovnimi
koraki vedno ohladite vse reagente (od 2 °C do -8 °C). Za izvedbo barvne kompenzacije

pipetirajte pet reakcij z 20 pL vsakega barvila, vkljuéno z ozadjem (Blank), na mikrotitrsko
ploscico (glejte sliko 1).

Slika1:  Shema pipetiranja za barvno kompenzacijo na instrumentu LightCycler® 480 II.
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Preglednica 3: Priprava barvne kompenzacije za LightCycler® 480 I

Kolitina na reakeijo |  PiPetiraite po20 L v
1 20 pL 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 Dye 5 20 pL B12, C12, D12, E12, F12

Po pipetiranju reagentov mikrotitrsko ploscico zaprite z opti¢no folijo in po mozZnosti
centrifugirajte. Zazenite test PCR v realnem €asu skladno z nastavitvami pripomocka.
8.2 Nastavitev instrumenta PCR

Opomba: Prijavite se v programsko opremo kot skrbnik in nastavite obliko zaznavanja.

1. Potem ko odprete programsko opremo, kliknite ikono »Tools«, da programirate obliko
zaznavanja (glejte sliko spodaj).

Instrument:  Virtual LighiCycler 480 96 System I1/ Not Conneeted . Dambase: My Computer (Research) ]
wniow [ T e s
- LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3 .
Version 1.5.1.62 .

=

|

(oo

\% =

Gene Scanning ] ‘@

104]
=@
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2. Odprlo se bo naslednje okno. V oknu Tools izberite »Detection Formats«. Kliknite
gumb »New, da ustvarite novo obliko zaznavanja (glejte pregl. 4) in jo shranite kot
»RIDAPGENE« (glejte preglednico spodaj).

Tool
D i Form: r Filter C
Active |Name L
[¥] SYBR Green I / HRM Dye Emission
b7 SimpleProbe E 488 510 580 610 640 660
¥| Mono Color Hydrolysis Probe / UPL Probe x g v e
El-Database Information Itd Dual Color Hydrolysis Probe / UPL Probe “I S R
o - v
View Logged In Users v 3 Color Hydrolysis Probe 1 465 [ l
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 - Filter Combination List - —
" | | Excitation | Emission Name Melt = Quant Max Integration |
Filter Filter Factor Factor Time {Sec} |
. {440 1 488 440-488 1 1 1 |
o 465 510 465-510 1 1 1
533 580  533-580 1 T 1
533 610  533-610 1 1 1
618 660  €18-660 1 1 1
i Ctew " ( comy ]
- | moname.

=

Preglednica 4: Nastavitev kanala za zaznavanje za instrument LightCycler® 480 I

Kombinacija filtrov

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

Opomba: Nastavite vrednosti za Quant Factor, Melt Factor in Integration Time na 1
(privzeto).

Kliknite gumb »Close«, da zaprete okno Tools.
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3. Potem ko programirate obliko zaznavanja, kliknite gumb »New Experiment« (glejte
sliko spodaj).

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. Izberite obliko zaznavanja »RIDA®PGENE« in vnesite volumen reakcije 20 uL (privzeta
vrednost) (glejte sliko spodaj).

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. Programirajte toplotni profil (glejte pregl. 5).

Temperature targets

Preglednica 5: Toplotni profil

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 Acquisi _2’2 °c
70 | continuous Cqu'i't'fgs} ﬁfier )

Opomba: PrepriCajte se, da sta vrednosti »Cycles« in »Analysis Mode« pravilni.

* Hitrost temperaturne spremembe se lahko nekoliko razlikuje glede na izbrano obliko zaznavanja.
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6. Po kon¢anem programiranju mora biti videz eksperimenta tak3en (glejte sliko spodaj).

Instrument: Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected Database: My Computer (Research)
)
Window:  [New Experiment | User: System Admin
| B Run Protocol N s
et || =Setin -
Detection Format [Frorecer= ] (Customizdy  Biock size [ Plate ID Reaction Volume [0 =]
. Color Comp ID [ LotNo| TestID | .
i Programs
) Program Name | Cycles
Initial Denac. < one -
| [Cyeting 3 ~|ouancificacion |
. @ e .
=
® y Toges .
. Target (C) Acquisition Mode. (cle) ) rget (C) Step Size () Step Delay (cycles)
@ - . o o : . ” &
s0 ={None 00:00:01 S22 =1 =] = =
. 70 <|concinuous Zlo.ar =0 = = .
oS .
.
3 275 257 35 43 530 512 708 750 B 913 B 018 0 {3 207
Estinated Tine (runm:ss)

[mpmf-m 1[ 10 Cycles ][ Start Run ]

A | AWarning 13.01.2021 15:21:41 Please activate an instrument before Setting uUp a Dew run. 100 4]
& [AWarning 13.01.2021 15:21:54 Please activase an instrument before sevcing up a new run. w g .

7. Ce Zelite programirati postavitev na mikrotitrski plo$gici, preklopite na »Subset Editor«.
Kliknite ikono »Plus«, da ustvarite nov podnabor in vnesete ime za postavitev (npr.
Color Compensation). Pritisnite in drzite tipko Ctrl in levi gumb miske ter oznacite vse
vdolbinice na mikrotitrski ploscici, ki vsebujejo reagente (glejte sliki 1 in 2). Kliknite
gumb »Apply«, da dokonCate podnabor. Prikazati se mora naslednji zaslon (glejte sliko
spoda;j).

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

Window:  [New Experiment | User: System Admin
-New Subset 1 setting

ANB ®Cn @ T
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8. Preklopite na »Sample Editor«. V 1. koraku: V meniju »Select Workflow« izberite
»Color Comp«. V 2. koraku: »Select Samples« izberite predhodno nastavljeni
podnabor (Color Compensation). Postavitev dokoncate tako, da v polju »Dominant
Channel izberete ustrezni vodilni kanal za vsak reagent (prazno, barvilo 1, barvilo 2,
barvilo 3, barvilo 4, barvilo 5) (glejte pregl. 6). Za reakcije z barvnim ozadjem (Blank)
izberite moznost »Water« (glejte sliko spodaj).

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
"(‘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. Ve m T
clm
||
| m ——
Elm
2/ m
i o m
Report | [H o m
e gl
5| 0
Sum. . 1 L
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 = @

Preglednica 6: Nastavitve vodilnega kanala za reagente (LightCycler® 480 I1)

Dominant Channel

Water
440/488
465/510
533/580
533/610
Dye 5 618/660
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9. Ploscico s pripravljenimi reakcijami postavite v pripomocek. Kliknite »Experiment« in
nato »Start Run«, da sprozite izvajanje eksperimenta (glejte sliko spodaj).

n: : Virtual LightCycler 480 96 System Ii / Not Connected

Database: My Computer (Researc! h)
< Roche
[New Experiment E| User: System Admin
z ‘ Run Protocol | Data | Run Notes I ]
L P
| Detection Format [rrorscevs E| Block Size Plate ID Reaction Volume [20 =]
Subset
Editor | | Cotor Comp D[ LotNo| TestiD [
- ~ Programs
: -
c n 1
@ :
saven| v
Report | | - -
(~ 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)
50 00:00:01 .2
Overview

\ -
\WWWMMM

Toperature (°C)
REHSRBRINBRER
e

ol oz 058 1% 275 257 35 % 530 708 750 8% 913 54 076, 1053 130 1207

512
Estimated Time (hman:ss)

e
[AWerning 13.01.2021 15:21:41 Please actival
A [AWazrning 13.01.2021 15:21:54 Please activa

Start Run
before secting up a new run. FCTR|
fore secting up a new run. 100 j @
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8.3 Ocena in ustvarjanje datoteke barvne kompenzacije

1. Po zaklju¢ku eksperimenta LightCycler® kliknite gumb » Analysis« (glejte sliko spodaj).

Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected

Window:  [2021 CC Iv 11188

Experi- JRundocel . |
il
Run complete...
3 olor Compensatio

BERG

125,&%
1i0g]
2 1m0
F g
g 20,0{
B 70p]
7 50
g 500
400
£ ;o
200{
100{
a0
213 345
2
.._| i 4 I—i;/
Samples |n.
Color Pos |Name | 0]
Wl 52 Blank
W 3¢ Dy 95
B6 Dye 2 a0y
B8 Dye 3 el
I 510 Dye 4 i
[ 31z Dye 5 7
75|
M <z Blank T
W c: Dyel é 70
Cé Dye 2 E 65|
& Dye 3 5
I ci0 Dye 2 5‘5'
B c1z nye s
Il o2 Blank 50
W po¢ Dyel 45
DE Dye 2 ol
D8 Dye 3
B D10 Dye 2
B D12 Dye s 000 0% 106 145 225 305
B 2 Blank 2

2. V pogovornem oknu »Create New Analysis« pojdite na moznost »Color
Compensation«. V pogovornem oknu, ki se odpre, izberite in potrdite ustrezni
podnabor (npr. Color Compensation) (glejte sliko spodaj).

—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
Tm Calling Name *IColor Compensation for Color Compens

12 2022-02-03 RIDA®GENE Color Compensation Kit IV



3. Analiza se odpre; kliknite »Calculate« in nato »Save CC Object« (glejte sliko spodaj).

Virtual LightCycler 480 96 System Ii / Not Connected

[2021 cc v 11188

‘ment
Subset
Editor »
.
‘Editor

Report 3
B water @ 440488 g <5
@ 465510 @ 533580 =y

@ 533610 [ 618.660 £

Samples ~ 1
Include | Color | Pos Name
v 52

]
u EJ Gl = 5 7 3 3 B2 = ] @ El
] Teapeiature
] =
L] Compensated Data
]
]
u -
] §
u L]
u H
] g
H H
]
]
u ank 5

I = E4 Dye 1l ¥ Temperature
< >
Apply R FilterCombN .
(B B (™Y oo

A []

4. Datoteko barvne kompenzacije shranite kot »RIDA®GENE CCIV« v mapo »CCC«
(glejte sliko spodaj).

Save Color Compensation

= 2] Root
[ System Admin 5
[ | Expetiments
b ] Macios
| Preferences
B 1 GnecialFata

(i

H | Meltstd
o L) Bueny

£ L) Std Curve
= --_] Templates

=

1T

Name |2021 CC IV 11188 (CC)

Blank

Ta datoteka je nato na voljo Se za druge eksperimente z instrumentom LightCycler® 480 Il.
Ustvarjanje datoteke barvne kompenzacije je zdaj koncano.

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



8.4 Uporaba datoteke barvne kompenzacije

Datoteko barvne kompenzacije uporabite tako, da odprete zadevni test RIDA®GENE real-
time PCR in nalozite Zeleno barvno kompenzacijo v meniju »Experiment« »Data«. V
spustnem meniju »Color Comp (Off)« izberite »in Database« in nato shranjeno datoteko
barvne kompenzacije (glejte sliko 2).

NEE0o gk @&

T
”' ’u ' LJ‘UJH/ J,

\
H‘lr il

Il

Torperaturs i)
ExBIBRAINRRS AR

= In
A =

Slika 2: Uporaba barvne kompenzacije

(6]

Ko je barvna kompenzacija izbrana, se gumb »Color Comp (Off)« spremeni v »Color
Comp (On)«. Izbrana barvna kompenzacija se samodejno uporabi za vse filtre analize.
Test RIDA®GENE real-time PCR je zdaj mogoce analizirati kot obi¢ajno.

Opomba: Datoteka barvne kompenzacije je specifitna za vsak LightCycler® 480 II. Ce
pripomocCek zamenjate ali popravite opticno enoto, potrebujete novo datoteko
barvne kompenzacije.
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9. Zgodovina razlic¢ic

Stevilka razli¢ice | Del in oznaka

2021-09-09 PrejSnja razliCica

2022-02-03 Splosna revizija:

4. PriloZeni reagenti

5. Navodila za shranjevanje

6. Potrebni materiali, ki niso prilozeni

7. Opozorila in previdnostni ukrepi za uporabnike

10. Razlaga simbolov

Splosni simboli

Za uporabo v in vitro diagnostiki
Upostevaijte uporabniski priro¢nik
Serijska Stevilka

Rok uporabnosti

Temperatura shranjevanja
Stevilka artikla

Stevilo testov

Datum izdelave

L4 ~"E 56

Proizvajalec

Za test specifini simboli

Prazno
Dye 1 Barvilo 1
Barvilo 2
Barvilo 3
Barvilo 4
Dye 5 Barvilo 5
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