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Isolierung viraler RNA

1 Komponenten
1.1 Inhalt des Kits

NucleoMag® Dx Pathogen

4 x 96 Prap.
REF Symbol 744215.4
NucleoMag® B-Beads 10 mL
Lysis Buffer NPL1 100 mL
Binding Buffer NPB2 3x 110mL
Wash Buffer NPW3 300 mL
Wash Buffer NPW4 300 mL
Elution Buffer NPE5 125 mL
Carrier RNA* 4 x 400 pg
Carrier RNA Buffer 4 x 500 pL
Proteinase K (lyophilized)* 3x75mg
Proteinase Buffer PB 15 mL
User manual Em 1

* Zur Herstellung von Arbeitslésungen und zu den Lagerungsbedingungen siehe Abschnitt 3.
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Isolierung viraler RNA

1.2 Vom Benutzer bereitzustellende Reagenzien,
Verbrauchsmaterialien und Geréate

Die benétigte Gerateausstattung kann je nach Verarbeitung (z. B. manuell oder automatisiert)
und Gerateaufbau oder -konfiguration unterschiedlich ausfallen. Bitte erkundigen Sie sich bei
Ihnrem lokalen Hersteller der Plattform nach den dafir spezifischen Verbrauchsmaterialien.
Weitere Einzelheiten zur Automatisierung von NucleoMag® Dx Pathogen finden Sie im
Abschnitt 2.7.

Produkt REF Packung mit
Magnet fiir die Trennung mit magnetischen Beads, 744900 1
NucleoMag® SEP

Trennplatte fiir die Trennung mit magnetischen Beads, 740481 4

Square-well Block (96-Well-Block mit quadratischen Wells, 740481.24 24
Volumen je 2,1 mL)

Elutionsplatte zur Gewinnung gereinigter Nukleinsduren, 740486.24 24
U-Boden-Elutionsplatte (96-Well-Mikrotiterplatte [0,3 mL] mit
300 yL-U-Boden-Wells)

Reagenzien:
e 80 %iges Ethanol (v/v) (Ethanol absolut oder nicht vergallt)
Verbrauchsmaterialien:

e Einwegpipettenspitzen (zur Vermeidung von Kreuzkontaminationen werden
Pipettenspitzen mit Aerosolbarriere und RNase-freie Pipettenspitzen empfohlen)

Geréte fUr die manuelle Probenvorbereitung
e Handpipetten, vorzugsweise elektronische 8-Kanal-Pipetten.
e Geeignetes Schuttelgerét (sieche Abschnitt 2.7)

e Personliche SchutzausrUstung (z. B. Laborkittel, Handschuhe, Schutzbrille)
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1.3 Informationen zu diesem Benutzerhandbuch

Es wird dringend empfohlen, den detaillierten Protokollteil dieses Benutzerhandbuchs zu lesen.
Das Protokoll auf einen Blick ist nur als ergéanzendes Hilfsmittel zum schnellen Nachschlagen
wahrend der Durchflihrung des Reinigungsverfahrens gedacht.

I?itte wenden Sie sich an den Technischen Kundendienst, falls Sie Informationen Uber
Anderungen des aktuellen Benutzerhandbuchs gegenuber friheren Versionen bendtigen.

Kontaktinformationen
MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG

Valencienner Str. 11

52355 Diren

Deutschland

Tel.: +49 24 21 969-0

Gebuhrenfrei: 0800 26 16 000 (nur Deutschland)
E-Mail: info@mn-net.com

Technischer Support — Bioanalytik

Tel.: +49 24 21 969-333
E-Mail: support@mn-net.com

Benutzerhandblcher in weiteren Sprachen sind im Downloads-Bereich auf der Produktseite
verflgbar.

Les manuels d'utilisation dans d’autres langues sont disponibles dans la section
Téléchargements de la page du produit.

Los manuales de usuario en otros idiomas estan disponibles en la seccidon de descargas de la
pagina del producto.

Podreczniki uzytkownika w innych jezykach sg dostepne w obszarze pobierania na stronie
produktu.

UZivatelské prirucky v jinych jazycich jsou k dispozici v sekci Ke stazeni na strance produktu.
Mas nyelvi felhasznaldi kézikdnyvek a termékoldalon talalhatd letdltési terlleten érheték el.

| manuali d’uso in altre lingue sono disponibili nell’area download della pagina del prodotto.
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2  Produktbeschreibung

2.1 BestimmungsgemaBer Gebrauch

NucleoMag® Dx Pathogen ist ein Kit fiir die Isolierung von viraler RNA aus Abstrichen der
menschlichen Atemwege und aus dem Speichel des Menschen sowie fUr die Isolierung
von viraler RNA und viraler DNA aus unbehandelten menschlichen Stuhlproben fir die
anschlieBende In-vitro-Diagnostik.

Das Produkt liefert gereinigte virale RNA und virale DNA, die fir nachfolgende Analysen wie
gRT-PCR oder Sequenzierung verwendet werden kénnen. Das Produkt wird von Fachkraften
in Diagnostiklabors verwendet. Das Kit eignet sich fur die automatisierte Verwendung auf
Laborautomationsplattformen. Das NucleoMag® Dx Pathogen-Kit ist nicht fiir Selbsttests
oder patientennahe Tests geeignet. Vom Benutzer wird Erfahrung mit molekularbiologischen
Techniken erwartet; dazu zahlt auch Erfahrung mit Abstrichen, Speichel, Stuhl und anderen
potentiell infektidsen menschlichen Probenmaterialien. Es empfiehlt sich die Verwendung
geeigneter Kontrollen, z.B. von internen Kontrollen, Extraktionskontrollen, Positiv- und
Negativkontrollen.

2.2 Anwendungseinschrankungen des Produkts

NucleoMag® Dx Pathogen ist fiir Abstriche der Atemwege sowie fiir Speichel- und
unbehandelte Stuhlproben des Menschen geeignet. NucleoMag® Dx Pathogen ist nicht fiir
andere Probenmaterialien validiert worden. Nasopharyngeale (NP) Abstriche kénnen fur die
Untersuchung asymptomatischer Personen im Gesundheitswesen verwendet werden. FUr
die Untersuchung symptomatischer Patienten sind u.U. andere Probenentnahmesysteme
erforderlich. Empfehlenswert sind Tupfer aus Synthetikfasern mit Kunststoffstiel. Calciumalginat-
Tupfer, Tupfer mit Holzstiel oder stabilisierte menschliche Stuhlproben werden nicht empfohlen,
da sie u. U. Substanzen enthalten, die den PCR-Test hemmen.

Die Leistungsfahigkeit des Produkts wurde in der SARS-CoV-2-Diagnostik anhand von
frischen und unbehandelten menschlichen Atemwegsabstrichen und Speichel sowie in der
Routinediagnostik von Magen-Darm-Erkrankungen unter Beweis gestellt. Dennoch sind
die Leistungsmerkmale nicht fir jede Virusspezies in den jeweiligen klinischen Proben oder
im jeweiligen Probenstabilisierungsreagenz nachgewiesen, sondern mussen vom Benutzer
validiert werden. Zusétzlich ist die Extraktion viraler Nukleinsauren mit dem NucleoMag® Dx
Pathogen auf verschiedenen Automationsplattformen vom Benutzer zu validieren.

Bitte beachten Sie die geltenden Richtlinien fur die Enthahme, Handhabung und Lagerung von
klinischen Proben sowie sonstige Anforderungen der Praanalytik.

2.3 Qualitatskontrolle

In Ubereinstimmung mit dem Qualitdtsmanagementsystem von MACHEREY-NAGEL wird
zur Gewéhrleistung einer gleichbleibenden Produktqualitit jede Charge des NucleoMag® Dx
Pathogen-Kits nach vorgegebenen Spezifikationen getestet.
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2.4 Das Grundprinzip

Das NucleoMag® Dx Pathogen-Kit ist fiir die Isolierung von viraler RNA aus Abstrichen der
menschlichen Atemwege und aus dem Speichel des Menschen sowie flr die Isolierung von
viraler RNA und viraler DNA aus unbehandelten menschlichen Stuhlproben bestimmt. Das Kit
enthalt Reagenzien und magnetische Beads fUr die Isolierung von 384 Proben. Das Verfahren
basiert auf der reversiblen Adsorption von Nukleinsduren an paramagnetische Beads unter
geeigneten Pufferbedingungen. Die Lyse der Proben erfolgt durch Inkubation mit einem
chaotrope lonen enthaltenden Lysepuffer NPL1; unterstitzt wird dies durch Proteinase-K-
Verdau. Zur Bindung der Nukleinsduren an die paramagnetischen Beads werden dem Lysat
der Bindungspuffer NPB2 sowie die NucleoMag® B-Beads zugesetzt. Nach der magnetischen
Trennung werden die paramagnetischen Beads zum Entfernen von Verunreinigungen und
Salzen mit den Waschpuffern NPW3 und NPW4 sowie 80 %igem Ethanol gewaschen.
Reste von Ethanol aus friheren Waschschritten werden durch Lufttrocknung entfernt. Zum
Schluss werden die hochreinen viralen Nukleinsduren mit dem Niedrigsalz-Elutionspuffer NPE5
oder Wasser eluiert. Die gereinigten viralen Nukleinséduren kdénnen direkt in Downstream-
Anwendungen eingesetzt werden. Das NucleoMag® Dx Pathogen-Kit kann entweder manuell
oder automatisiert auf standardmaBigen Liquid-Handling-Geraten oder automatischen
Magnetseparatoren zum Einsatz kommen.

Carrier RNA

FUr ein optimales Ergebnis ist Carrier RNA enthalten. Die Carrier RNA verbessert die
Bindung von viralen Nukleinsduren an die magnetischen Beads und verringert das Risiko der
Degradierung viraler RNA. Bitte beachten Sie, dass Eluate des NucleoMag® Dx Pathogen-Kits
sowohl virale Nukleinsduren als auch Carrier RNA enthalten, wobei die Menge der Carrier RNA
die Menge der viralen Nukleinsduren Uberschreiten kann. Bei Verwendung der Carrier RNA
ist es daher nicht moglich, die mit dem Kit isolierten Nukleinsduren mit Hilfe von Photometrie
oder Fluorometrie zu quantifizieren. Zur Quantifizierung werden deshalb andere Methoden wie
spezifische quantitative PCR-oder RT-PCR-Systeme empfohlen. In seltenen Fallen kann die
Carrier RNA PCR-Reaktionen inhibieren. Die Menge an zugegebener Carrier RNA kann daher
je nach dem verwendeten PCR-System sorgféltig optimiert werden.

2.5 Kit-Spezifikationen

Tabelle 1: Kit-Spezifikationen auf einen Blick

Parameter NucleoMag® Dx Pathogen
Technologie Magnet-Bead-Technologie
Probenmaterial Atemwegsabstriche und Speichel (Mensch),

nicht stabilisierter/unbehandelter Stuhl (Mensch)

Probenvolumen 200 pL

Elutionsvolumen 50-100 pL
Praparationszeit ca. 40-120 min/96 Prap. *
Verarbeitung Manuell oder automatisiert

* Je nach Geréatekonfiguration und Einrichtung
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2.6 Probenqualitit und -vorbereitung

Es kénnen sowohl nasopharyngeale (NP) Abstriche als auch andere Probenentnahmesysteme
verwendet werden. Empfehlenswert sind Tupfer aus Synthetikfasern mit Kunststoffstiel.
Calciumalginat-Tupfer, Tupfer mit Holzstiel oder stabilisierte menschliche Stuhlproben werden
nicht empfohlen, da sie u. U. Substanzen enthalten, die den PCR-Test hemmen. Stuhlproben
kénnen entweder frisch, bei 2 bis 8 °C gelagert oder gefroren (-20 °C) sein.

Bitte beachten Sie die geltenden Richtlinien fir die Entnahme, Handhabung und Lagerung von
klinischen Proben sowie sonstige Anforderungen der Praanalytik.

2.7 Leistungsbewertung auf automatisierten Systemen

NucleoMag® Dx Pathogen kann automatisiert auf verschiedenen Liquid-Handling-Plattformen
oder automatischen Magnetseparatoren zum Einsatz kommen. Die Extraktion viraler RNA oder
viraler DNA mit dem NucleoMag® Dx Pathogen auf verschiedenen Automationsplattformen
muss jedoch vom Benutzer in Verbindung mit einem Downstream-In-vitro-Diagnosetest je nach
Zielpathogen und in Verbindung mit geeigneten Kontrollen fir Downstream-Anwendungen
(z. B. internen Kontrollen, Extraktionskontrollen, Positiv-/Negativkontrollen) validiert werden.

Es wird dringend empfohlen, wahrend der Anwendung von NucleoMag® Dx Pathogen auf
automatisierten Plattformen  Extraktionskontrollen, Positiv-/Negativkontrollen und interne
Kontrollen einzusetzen sowie Kreuzkontaminationstests durchzufihren.

Die folgenden Kapitel sind ein Leitfaden fir die Automatisierung des NucleoMag® Dx Pathogen-
Kits und fur die Bewertung der Leistung auf einem automatisierten System.

2.7.1 Allgemeine Handhabung von magnetischen Beads
Verteilung der Beads

Eine homogene Verteilung der magnetischen Beads auf die einzelnen Wells der Trennplatte ist
fiir eine hohe Ubereinstimmung zwischen den einzelnen Wells von wesentlicher Wichtigkeit.
Vergewissern Sie sich daher vor dem Zuteilen der Beads, dass diese vollstandig resuspendiert
sind. Schutteln Sie die Vorratsflasche gut oder stellen Sie sie kurz auf einen Vortexer Bei der
Automatisierung empfiehlt sich ein Vormischschritt vor dem Ansaugen der Beads aus dem
Vorratsbehalter/Rohrchen, damit die Beads resuspendiert bleiben.

2.7.2 Liquid-Handling-Systeme

NucleoMag® Dx Pathogen kann auf verschiedenen Liquid-Handling-Plattformen automatisiert
werden; verwendet werden hierflr der Magnetseparator NucleoMag® SEP (MN REF:
744900) in Kombination mit dem Square-well Block (MN REF: 740481) sowie ein geeignetes
Schittelgerat zum optimalen Resuspendieren wéahrend der Bindungs-, Wasch- und
Elutionsschritte. Fir den vollautomatischen Einsatz an Liquid-Handling-Arbeitsplatzen wird
zusétzlich ein Greifwerkzeug bendtigt. Mit Hilfe des Greifers wird die Platte zum Abtrennen
der Beads auf den Magnetseparator und dann zum Resuspendieren der Beads auf das
Schittelmodul beférdert. Die vollstandige Resuspension der magnetischen Beads wahrend
der Extraktion ist fur eine zuverlassige Leistung unbedingt notwendig und sollte wahrend der
Validierung auf Liquid-Handling-Systemen Uberprift werden. Alternativ kdnnen die Beads auch
durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren im Puffer resuspendiert werden.

MACHEREY-NAGEL - 07/2025, Rev. 04 9



Isolierung viraler RNA

Das folgende Schema zeigt das Grundprinzip der Extraktion mit einem statischen
Magnetseparator, beginnend beim Bindungsschritt mit der Zugabe von magnetischen Beads
und Bindungspuffer.

Bind nucleic acids Magnetic Removal of Washing and Air drying Elute nucleic acids Transfer nucleic
to NucleoMag® separation supernatant shaking acids into elution
B-Beads plate/tubes

3 times

XD nucleic acids % 8 E contaminants (@) magnetic beads

Abbildung 1 Grundprinzip der Extraktion auf der Basis von magnetischen Beads mit
statischem Magnetseparator

2.7.3 Optimierung der Schiittlereinstellungen

Eine effiziente Resuspension der NucleoMag® B-Beads ist fir eine zuverlassige
Extraktion wesentlich und hangt von den Spezifikationen des verwendeten Schittelgerats
(z.B. Geschwindigkeit und Orbit) ab. Bei Verwendung eines Plattenschittlers fur die
Bindungs-, Wasch- und Elutionsschritte muss die Geschwindigkeit fur den Square-well Block
und das spezifische Schittelgerat sorgféltig eingestellt werden, damit Kreuzkontaminationen
von Kavitat zu Kavitat vermieden werden. Gehen Sie wie folgt vor:

Einstellen der Schiittlergeschwindigkeit fiir die Bindungs- und Waschschritte:

Geben Sie 1030 pL (Gesamtvolumen des Bindungsschritts) oder 600 pL (Volumen der
Waschschritte) geféarbtes Wasser in die Wells einer Trennplatte. Stellen Sie die Platte auf den
Schuttler und schdtteln Sie sie 30 Sekunden lang bei moderater Geschwindigkeitseinstellung.
Schalten Sie den Schittler aus und Uberprifen Sie die Plattenoberflache auf kleine gefarbte
Wassertropfchen.

Erhodhen Sie die Geschwindigkeit, schiitteln Sie weitere 30 Sekunden und Uberprifen Sie die
Plattenoberflache erneut auf Tropfchen.

Erhdhen Sie die Geschwindigkeit so lange, bis Sie Tropfchen oben auf der Trennplatte
erkennen. Reduzieren Sie die Geschwindigkeit, prifen Sie erneut und verwenden Sie diese
Einstellung fur den Waschschritt.

Einstellen der Schiittlergeschwindigkeit fiir den Elutionsschritt:

Geben Sie 100 pL gefarbtes Wasser in die Wells einer Sammelplatte und verfahren Sie wie
oben beschrieben.

Die folgende Tabelle soll einen Uberblick tiber auf verschiedenen Plattformen bereits getestete
Einstellungen geben und kann wahrend des Automatisierungsprozesses als erster Leitfaden
dienen. Es wird dringend empfohlen, bei der Validierung interne Kontrollen, Extraktions- sowie
Positiv- und Negativkontrollen anzuwenden. Zudem wird empfohlen, das Magnet-Bead-
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Pellet 30 Sekunden lang auf einem Schttelgerat zu lockern, bevor der Puffer zugegeben
wird, um das Resuspendieren der magnetischen Beads zu erleichtern. Je nach Effizienz der
Resuspendierung kann es erforderlich sein, einen Mischschritt mit der Pipette durchzuflhren.

Liquid-Handling-System/Schiittelgerat Geschwindigkeit
Thermomixer Comfort (Eppendorf) Lyse: 600 rpm 15 Min.
Bindung: 1000 rpm 5 Min.
Waschen: 1000 rpm 2 Min.
Elution: 1000 rpm 5 Min.
epMotion® 5075t TMX (Eppendorf) Lyse: 1200 rpm 15 Min.
Bindung: 1000 rpm 5 Min.
Waschen: 1200 rpm 2 Min.
Elution: 1200 rpm 5 Min.
Te-Shake™ (Tecan) Lyse: 1400 rpm 15 Min.
Bindung: 1400 rpm* 5 Min.
Waschen: 1400 rpm ** 3 Min.
Elution: 1000 rpm 5 Min.
Hamilton Heater Shaker HHS (Hamilton) Lyse: 1200 rpm 15 Min.
Bindung: 1200 rpm 5 Min.
Waschen: 1200 rpm 2 Min.
Elution: 1200 rpm 5 Min.

Es wird dringend empfohlen, wahrend der Anwendung und Anpassung des NucleoMag®
Dx Pathogen-Kits auf automatisierten Plattformen einen ersten Kreuzkontaminationstest
durchzuflhren (z. B. Schachbrettmuster aus positiven und negativen Proben).

Einzelne Protokollschritte kénnen je nach verflgbaren Verbrauchsmaterialien, Hardware,
Plattform und Gerateeinstellung abweichen. Der automatisierte Arbeitsablauf oder die
Vorschrift fir die Extraktion viraler Nukleinsduren mit dem NucleoMag® Dx Pathogen-Kit auf
verschiedenen Automationsplattformen sind vom Benutzer in Verbindung mit der jeweiligen
Downstream-Analyse zu validieren.

* EinschlieBlich der Pipettenmischschritte
** Richtung abwechseln
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2.7.4 Automatisierte Systeme zur Magnetseparation

NucleoMag® Dx Pathogen kann auf verschiedenen automatisierten
Magnetseparationsplattformen mit  den fir das jeweilige Gerat spezifischen
Verbrauchsmaterialien automatisiert werden. Die magnetischen Beads werden in der Regel
durch die Bewegung des Kunststoffmantels (Tip Comb), der die Magnetstabe umgibt,
resuspendiert. Im Anschluss an die Bindungs-, Wasch- und Elutionsschritte werden die
Beads mit den Magnetstaben wieder gesammelt. In den meisten Fallen mUssen Puffer und
Komponenten vor Beginn des Aufreinigungsprotokolls einzeln dosiert werden. Achten Sie bitte
darauf, dass das maximale Flllvolumen pro Reaktionsbehalter gemaB den Spezifikationen des
Herstellers nicht Uberschritten wird. Samtliche Einstellungen sind vom Benutzer in Verbindung
mit dessen spezifischer Plattformkonfiguration und Downstream-Analyse zu validieren. Es
wird dringend empfohlen, bei der Validierung der Plattformeinstellungen interne Kontrollen,
Extraktions- sowie Positiv- und Negativkontrollen anzuwenden.

Das folgende Schema zeigt das Grundprinzip der Extraktion mit einem automatischen System
zur magnetischen Trennung.

gopl | el _epil_

Sre’ g =
O@}’OQ%Q »f@@*@@ s @ .
Binding Washing Washing Washing Elution
XX DNA B ¢ contaminants O magnetic beads

Abbildung 2 Grundprinzip der Extraktion auf der Basis von magnetischen Beads mit
automatisiertem Trennsystem

2.8 Elutionsverfahren

Die gereinigte virale RNA oder virale DNA kann direkt mit dem mitgelieferten Elutionspuffer
eluiert werden. Die Elution kann in einem Volumen von 50-100 pL durchgeflhrt werden. Es
ist entscheidend, dass die NucleoMag® B-Beads wéhrend des Elutionsschritts vollstandig
mit Elutionspuffer bedeckt sind. FUr eine effiziente Elution muss das Magnet-Bead-Pellet
vollstéandig im Elutionspuffer resuspendiert werden.

Lagerung von Nukleinsauren

Empfehlung:
Kurzfristige Lagerung (bis zu 24 Stunden): 2-8 °C
Langfristige Lagerung (Uber 24 Stunden): -20 °C
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2.9 Analytische und klinische Leistungsféhigkeit

Die analytische Leistung des NucleoMag® Dx Pathogen wurde anhand einer Downstream-RT-
gPCR von isolierter MS2-RNA bewertet. Die Reproduzierbarkeit innerhalb eines Laufs wurde
aus der parallelen Isolierung von 96 Proben berechnet. Bei n = 96 wurden ein mittlerer Ct-Wert
von 27,92 + 0,118 und ein VK < 1 % erzielt. Die Reproduzierbarkeit zwischen verschiedenen
Laufen wurde aus 3 unabhangigen MS2-RNA-Isolierungslaufen berechnet. Bei 4 MS2-RNA-
Inputs war die Standardabweichung von 3 Laufen jeweils kleiner als 0,1 mit einem VK von
0,26 %. Zur Untersuchung der Reproduzierbarkeit zwischen einzelnen Chargen wurden 3
Chargen von NucleoMag® Dx Pathogen nebeneinander getestet. Bei 3 MS2-RNA-Inputs war
die Standardabweichung von 3 Chargen jeweils kleiner als 0,61 mit einem VK von 1,49 %.

Zur Bewertung der Reproduzierbarkeit zwischen einzelnen Bedienern wurden vier MS2-
RNA-Inputs in zwei unabhangigen Laufen von zwei verschiedenen Bedienern isoliert. Die
Berechnung des durchschnittichen AACt-Werts flr die 4 Konzentrationen zwischen den
Bedienemn ergab einen Wert von weniger als 0,1.

In einer Studie mit SARS-CoV-2-positiven Proben wurden log10-Verdinnungsreihen in
negativem Poolmaterial aus Mund- und Nasenabstrichen sowie Speichel hergestellt. Die
extrahierte RNA wurde auf zwei verschiedenen Echtzeit-RT-PCR-Systemen, mit zwei
verschiedenen Mastermixen in Kombination mit zwei verschiedenen internen Kontrollsystemen
(beta-actin-DNA-Mix 2 und IC2-RNA/EGFP-Mix 1) getestet.

40
35
(2]
g 30
©
25
© = Saliva
20 = Nasal swab
= Oral swab
15
0.01 0.001 0.0001 0.00001 0.000001

log10 dilution

Abbildung 3 Log10-Verdiinnungsreihen von SARS-CoV-2 in Speichel, Nasen- und
Mundabstrichen. NucleoMag® Dx Pathogen auf KingFisher™ Flex (Thermo Fisher Scientific),
AgPath-ID™ One-Step RT-PCR-Kit (Thermo Fisher Scientific), nCoV-IP4-Assay (Institut
Pasteur, Paris). Die Daten wurden freundlicherweise von Dr. B. Hoffmann (Friedrich-Lo6ffler-
Institut) zur Verfiigung gestellt.

Zur Bewertung der klinischen Leistungsfahigkeit wurde SARS-CoV2-RNA aus Abstrichen
isoliert und in SARS-CoV2-RT-gPCR-Assays amplifiziert. Die Positiv- und Negativkontrollen
wurden evaluiert. In 27 Laufen mit 94 Proben pro Lauf wurden alle 27 Positiv- und alle 27
Negativkontrollen wie erwartet gemessen. Die diagnostische Sensitivitat und die diagnostische
Spezifitat betrugen 100 %.
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Die Leistung des NucleoMag® Dx Pathogen bei Stuhlproben wird am Beispiel des
Blauzungenvirus (dsRNA-Virus) demonstriert.

34
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Abbildung 4 qRT-PCR-Analyse einer 1:4-Verdiinnungsreihe (iber sieben Verdiinnungsschritte
von BTV (dsRNA), extrahiert aus menschlichem Stuhl. Das eingesetzte Probenvolumen wird
in einer logarithmischen Skala angezeigt. Die mittleren Cq-Werte der Verdiinnungsreihe sind
als orange gepunktete Linie dargestellt. Die lineare Regressionskurve (blaue durchgezogene
Linie) weist eine Steigung von -3,12 und einen R?-Wert von 0,99 auf.

Die diagnostische Sensitivitat und Spezifitat in Stuhlproben werden am Beispiel des Norovirus
(ssRNA-Virus) demonstriert. Die virale RNA wurde aus Ubrig gebliebenen Stuhlproben mit
bekanntem Virusstatus, die aus der klinischen Routine stammten, isoliert. Die Eluate wurden
mittels q(RT)-PCR unter Verwendung des RIDA Gene Viral Stool Panel | (R-Biopharm) analysiert.
In einer Studie mit 93 echten positiven Proben lag die diagnostische Sensitivitat bei 94 %. In
einer zweiten Studie mit 96 echten negativen Proben lag die diagnostische Spezifitat bei 99 %.
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3

Lagerungsbedingungen und Zubereitung der
Arbeitslésungen

Achtung! NPL1, NPB2, NPW3, NPW4 und der Carrier RNA-Puffer enthalten chaotropes Salz
(z. B. Guanidinhydrochlorid und/oder Natriumperchlorat); diese Stoffe kénnen in Verbindung

mit

Bleichmittel (Natriumhypochlorit) hochreaktive Verbindungen bilden! Bleichmittel oder

Sdurehaltige Lésungen dlrfen daher NIEMALS direkt in den Probenaufbereitungsabfall
gelangen. Tragen Sie geeignete Schutzkleidung, Handschuhe und eine Schutzbrille!

Uberpriifen Sie nach Erhalt des Kits sémtliche Komponenten auf Schaden. Solite

der Inhalt des Kits (z. B. Pufferflaschen, Rohrchen mit Schraubverschluss oder
Glasflaschchen) beschadigt sein, wenden Sie sich bitte an den technischen Support und
Kundendienst von MACHEREY-NAGEL oder an lhren Handler vor Ort.

Beschéadigte Kit-Bestandteile durfen nicht verwendet werden.
Verwenden Sie RNase-freie Geratschaften.

Nach Erhalt sind alle Komponenten des NucleoMag® Dx Pathogen-Kits bei
Raumtemperatur (18 -25 °C) zu lagern. Verwenden Sie das Produkt nicht nach Ablauf
des Verfallsdatums.

Lyophilisierte Proteinase K kann bei Raumtemperatur (18 —25 °C) bis zum Verfallsdatum
gelagert werden, ohne dass die Leistung nachlésst. Rekonstituierte Proteinase Kist bei
-20 °C bis zu 6 Monate haltbar, jedoch nur innerhalb des Verfallsdatums.

Lyophilisierte Carrier RNA kann bei Raumtemperatur (18 —25 °C) bis zum Verfallsdatum
gelagert werden, ohne dass die Leistung nachlésst. Rekonstituierte Carrier RNA ist bei
-20 °C bis zu 6 Monate haltbar, jedoch nur innerhalb des Verfallsdatums.

Samtliche Puffer werden gebrauchsfertig geliefert.

Bevor Sie mit einem NucleoMag® Dx Pathogen-Protokoll beginnen, bereiten Sie Folgendes

vor:

Proteinase K: Fligen Sie vor der ersten Verwendung des Kits 3,35 mL Proteinasepuffer
PB zu jedem Flaschchen der lyophilisierten Proteinase K hinzu und 16sen Sie die
Proteinase K auf. Geloste Proteinase-K-Ldsung ist bei -20 °C bis zu 6 Monate haltbar,
jedoch nur innerhalb des Verfallsdatums.

Carrier RNA: Fligen Sie vor der ersten Verwendung des Kits 500 pL Carrier RNA-Puffer
zu jedem Flaschchen der lyophilisierten Carrier RNA hinzu. Lésen Sie die Carrier RNA
auf und lagern Sie die aufgeldste Carrier RNA-LOsung in Aliquots bei -20 °C fur bis zu 6
Monate, jedoch nur innerhalb des Verfallsdatums.

Anmerkung: Aufgrund des Herstellungsverfahrens und der geringen Menge an Carrier
RNA, die in dem Fldschchen enthalten ist, ist die Carrier RNA mdglicherweise im
Fldschchen kaum sichtbar.

Rekonstituierte Carrier RNA darf nicht wiederholt eingefroren, aufgetaut oder aufgewarmt
werden! Haufiges Einfrieren und Wiederauftauen, haufiges Erwarmen, Temperaturen Uber
80 °C und eine langere Warmeinkubation beschleunigen die Degradierung der Carrier
RNA. Es empfiehlt sich, rekonstituierte Proteinase K und Carrier RNA in Aliquots zu lagern.
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NucleoMag® Dx Pathogen

4 x 96 Prap.
REF 744215.4

Proteinase K (lyophilized) 3 Flaschchen (75 mg/Flaschchen)
Vor der ersten Verwendung 3,35 mL Puffer PB
hinzufagen.

Carrier RNA (lyophilized) 4 Flaschchen (400 pg/Flasche)
Vor der ersten Verwendung in 500 pL Carrier RNA-
Puffer auflosen.
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4  Sicherheitshinweise

Tragen Sie bei der Arbeit mit dem NucleoMag® Dx Pathogen-Kit geeignete Schutzkleidung
(z. B. Laborkittel, Einweghandschuhe und Schutzbrille). Weitere Informationen finden Sie in den
entsprechenden Sicherheitsdatenblattern (MSDS), die online unter www.mn- net.com/msds
verflgbar sind.

Vorsicht: Guanidinhydrochlorid im Lysepuffer NPL1, Natriumperchlorat in den Puffern NPB2,
NPW3, NPW4 und Guanidinthiocyanat im Carrier RNA-Puffer kdnnen in Verbindung mit
Bleichmitteln hochreaktive Verbindungen bilden! Bleichmittel oder sdurehaltige Ldsungen
durfen daher niemals direkt in den Probenaufbereitungsabfall gelangen.

Der mit dem NucleoMag® Dx Pathogen-Kit erzeugte Abfall wurde nicht auf infektidse
Ruicksténde getestet. Eine Kontamination des Fllssigabfalls mit infektiosen RUckstanden ist
aufgrund des stark denaturierenden Lysepuffers und der Proteinase-K-Behandlung sehr
unwahrscheinlich, kann jedoch nicht véllig ausgeschlossen werden. Flissigabfélle sind daher
als infektids zu betrachten und mdssen gemal den &rtlichen Sicherheitsvorschriften behandelt
und entsorgt werden.

4.1 Entsorgung

Entsorgen Sie geféahrliche, infektidse oder biologisch kontaminierte Materialien auf sichere und
vertretbare Weise und in Ubereinstimmung mit allen drtlichen und gesetzlichen Vorschriften.
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5 Protokoll fur die Isolierung von viraler RNA aus
Abstrichen der menschlichen Atemwege und
aus dem Speichel des Menschen sowie von
viraler RNA und viraler DNA aus menschlichen
Stuhlproben

Einzelne Protokollschritte kénnen je nach verflgbaren Verbrauchsmaterialien, Hardware,
Plattform und Gerateeinstellung abweichen. Der automatisierte Arbeitsablauf oder die Vorschrift
fir die Extraktion von viraler RNA und viraler DNA mit dem NucleoMag® Dx Pathogen-Kit auf
verschiedenen Automationsplattformen sind vom Benutzer in Verbindung mit der jeweiligen
Downstream-Analyse zu validieren.

Das folgende Verfahren enthalt Anweisungen fur die manuelle Bearbeitung einer Einzelprobe in
einem Square-well Block in Kombination mit dem Eppendorf Thermomixer comfort. Es kdnnen
jedoch mehrere Proben (bis zu 96 Proben pro Block) gleichzeitig manuell oder automatisch
verarbeitet werden. Bitte lesen Sie Abschnitt 2 sorgféltig durch, bevor Sie mit der Extraktion
oder Durchfihrung auf automatisierten Plattformen beginnen.

5.1 Vorbereitung der Probenmaterialien

Das NucleoMag® Dx Pathogen-Kit ist fiir frische und unbehandelte Abstriche der Atemwege,
Speichel und unbehandelte Stuhlproben des Menschen geeignet. Nasopharyngeale (NP)
Abstriche kénnen flr die Untersuchung asymptomatischer Personen im Gesundheitswesen
verwendet werden. FUr die Untersuchung symptomatischer Patienten sind u.U. andere
Probenentnahmesysteme erforderlich. Empfehlenswert sind Tupfer aus Synthetikfasern mit
Kunststoffstiel. Calciumalginat-Tupfer, Tupfer mit Holzstiel oder stabilisierte menschliche
Stuhlproben werden nicht empfohlen, da sie u.U. Substanzen enthalten, die den PCR-Test
hemmen. Bitte beachten Sie die geltenden Richtlinien fir die Entnahme, Handhabung und
Lagerung von klinischen Proben sowie sonstige Anforderungen der Praanalytik.

Bitte beachten Sie die geltenden Richtlinien fur die Entnahme, Handhabung und Lagerung von
klinischen Proben sowie sonstige Anforderungen der Praanalytik.

a) Abstrichproben

Inkubieren Sie die Abstrichtupfer schittelnd in PBS, einer Natriumchlorididsung oder
Zellkulturmedium fir 30 min. Stellen Sie sicher, dass der Kopf des Abstrichtupfers vollsténdig
in die Flussigkeit eingetaucht ist. Transferieren Sie 200 pL der Ldsung fur die weitere
Prozessierung. Falls notwendig, drlicken Sie den Abstrichtupferkopf gegen die Wand des
GefaBes, um weitere Flussigkeit zurlickzuerhalten.

b) Speichel

Frische und unbehandelte Speichelproben kénnen direkt dem Extraktionsverfahren unterzogen
werden. Bei hochviskosen Proben empfiehlt es sich, die Speichelproben mit steriler PBS zu
verdinnen. 100 pL oder 200 uL dieser Lésung werden fur die weitere Verarbeitung verwendet.
Bei der Verarbeitung von weniger als 200 pL Probe bringen Sie diese mit PBS-Puffer auf ein
Endvolumen von 200 pL.

c) Stuhl

Mischen Sie 1 Volumen Stuhl (z. B. 500 pl oder eine erbsengroBe Menge) mit dem gleichen
Volumen PBS-Puffer oder sterilem, RNase-freiem ddH20. Nun 10 Sekunden lang vortexen
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um kréftig zu mischen. AnschlieBend bei niedriger Geschwindigkeit fur 3 Minuten bei
500 x g zentrifugieren. 200 pL des geklarten Uberstands werden fUr die weitere Verarbeitung
verwendet.

Vor Beginn des Verfahrens:

Stellen Sie sicher, dass die Proteinase K nach den Angaben in Kapitel 3 vorbereitet wurde.
Stellen Sie sicher, dass die Carrier RNA nach den Angaben in Kapitel 3 vorbereitet wurde.
Stellen Sie sicher, dass 80 % Ethanol (absolut) zur Verfligung steht.

Stellen Sie sicher, dass die Automationsplattform oder der Schittler entsprechend
eingestellt/ justiert wurde.

Geben Sie den Proben Gelegenheit sich auf Raumtemperatur (18 -25 °C) zu &quilibrieren.
Stellen Sie sicher, dass die Proben gut durchmischt sind.

Verwenden Sie keine Reagenzien aus anderen Kits oder Chargen.

Geben Sie die Proteinase K Losung niemals direkt zum Lysis Buffer NPL1. Zun&chst muss
die Probe mit Lysis Buffer NPL1 gemischt werden, bevor die Proteinase K hinzugegeben
wird.

Alle Prozessierungsschritte sind bei Raumtemperatur (18 —25 °C) durchzuflhren.

5.2 Ubersichtsprotokoll

Das Ubersichtsprotokoll dient nur zur Ergénzung. Bitte lesen Sie das detaillierte Protokoll
(Abschnitt 5.3) sowie Kapitel 2, bevor Sie mit der Durchfiihrung beginnen. Die unten aufgeflhrte
Prozedur beschreibt die manuelle Prozessierung einer einzelnen Probe in dem Square-well
Block in Kombination mit dem Eppendorf Thermomixer comfort.

Stellen Sie sicher, dass Sie die oberen Kanten der Kavitaten nicht benetzen.

Bereitstellung der Probe und Lyse

1 200 yL Probe im Square-well Block

2 180 pL NPLA

3 4 pL Carrier RNA Lésung

4 20 pL Proteinase K Losung

5 Durchmischen Sie vollsténdig mittels wiederholtem Auf-und Abpipettieren

oder Schitteln

6 Inkubation bei Raumtemperatur fir 15 min bei 600 rpm
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2 Bindung von Nukleinséuren
7 20 pL NucleoMag® B-Beads
8 600 pL NPB2
9 Durchmischen Sie vollstandig mittels wiederholtem Auf-und Abpipettieren
oder Schtteln und inkubieren Sie flr 5 min bei 1000 rpm
10 Separieren Sie die magnetischen Beads flr 2 min
11 Entfernen Sie den Uberstand
12 Entfernen Sie den Square-well Block vom NucleoMag® SEP
3 Waschen der magnetischen Beads
13 600 uL NPW3
14 Durchmischen Sie vollst&dndig mittels wiederholtem Auf-und Abpipettieren
oder Schtteln und einer Inkubation fiir 2 min bei 1000 rpm
15 Separieren Sie die magnetischen Beads flr 2 min
16 Entfernen Sie den Uberstand
17 Entfernen Sie den Square-well Block vom NucleoMag® SEP
18 600 uL NPW4
19 Durchmischen Sie vollstdndig mittels wiederholtem Auf-und Abpipettieren
oder Schtteln und einer Inkubation fiir 2 min bei 1000 rpm
20 Separieren Sie die magnetischen Beads flr 2 min
21 Entfernen Sie den Uberstand
22 Entfernen Sie den Square-well Block vom NucleoMag® SEP
23 600 pL 80 % Ethanol
24 Durchmischen Sie vollstdndig mittels wiederholtem Auf-und Abpipettieren
oder Schutteln und einer Inkubation fiir 2 min bei 1000 rpm
25 Separieren Sie die magnetischen Beads fur 2 min
26 Entfernen Sie den Uberstand
4 Trocknen
27 Lassen Sie die magnetischen Beads fur 10 min bei Raumtemperatur

luftrocknen.

20
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Elution der Nukleinsauren

28 Entfernen Sie den Square-well Block vom NucleoMag® SEP

29 100 pL NPE5

30 Durchmischen Sie vollstandig mittels wiederholtem Auf-und Abpipettieren
oder Schitteln

31 Inkubation flr 5 min bei 1000 rpm.

32 Separieren Sie die magnetischen Beads flr 2 min

33 Transferieren Sie den Uberstand der eluierten Probe in die Elutionsplatte.

5.3 Detalilliertes Protokoll

Die unten aufgefiihrte Prozedur beschreibt die manuelle Prozessierung einer einzelnen Probe
in dem Square-well Block in Kombination mit dem Eppendorf Thermomixer comfort. Einzelne
Protokollschritte kdnnen in Abhangigkeit der verfigbaren Verbrauchsmaterialien, des Aufbaus,
der Konfiguration und der Plattform variieren und mussen vom Anwender validiert werden.

Alternativ kann eine Isolation von viraler RNA und viraler DNA in einem Reaktionsgefa3
mit einem kompatiblen magnetischen Separator durchgefihrt werden. Dieses Protokoll
beschreibt die manuelle Prozessierung und kann als Richtlinie fur die Adaption des Kits auf
Automationsplattform herangezogen werden.

Stellen Sie sicher, dass Sie die oberen Kanten der Kavitaten nicht benetzen.

1

Geben Sie 200 L Probe in jede Kavitat des Square-well Blocks

Flgen Sie 180 pL Lysis Buffer NPL1 zu jeder Probe hinzu.

Fligen Sie 4 puL of Carrier RNA Losung zu jeder Probe hinzu.

Fligen Sie 20 pL Proteinase K Ldsung zu jeder Probe hinzu.

2
3
4
5

Durchmischen Sie vollstandig mittels wiederholtem Auf-und Abpipettieren oder
Schutteln.

Optional: VerschlieBen Sie die Platte mit einer geeigneten Klebefolie.

Inkubieren Sie die Proben fir 15 min bei Raumtemperatur und 600 rpm.

Optional: Zentrifugieren Sie die Platte kurz, im Falle einer zugeklebten oder
verschlossenen Platte, um Tropfen vom Verschluss zu entfernen.

Fligen Sie 20 pL resuspendierte NucleoMag® B-Beads zu jeder Probe hinzu.

Anmerkung: Stellen Sie sicher, dass die NucleoMag® B-Beads vollstindig
resuspendiert sind, bevor Sie diese aus der Vorratsflasche entnehmen. Vortexen Sie
die Vorratsflasche bis Sie eine homogene Suspension erhalten.

Fligen Sie 600 pL Binding Buffer NPB2 zu jeder Probe hinzu.
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9 Durchmischen Sie vollstandig mittels wiederholtem Auf-und Abpipettieren oder
Schiitteln und inkubieren Sie flir 5 min bei 1000 rpm.
Anmerkung: Es sollte eine homogene Losung erhalten werden.

10  Platzieren Sie den Square-well Block auf dem Magnetseparator NucleoMag® SEP.

1 Mindestens 2 Minuten warten, bis alle Beads vom Magneten angezogen worden sind.
Anmerkung: Je nach Art der Probe sollte eine klare Losung zu sehen sein.

12 Uberstand vorsichtig durch Pipettieren entfernen und verwerfen.
Anmerkung: Achten Sie beim Absaugen des Uberstands darauf, dass die vom
Magneten angezogenen Beads nicht aufgewirbelt werden.

13 Entfernen Sie den Square-well Block vom Magnetseparator NucleoMag® SEP.

14  Flgen Sie 600 pL Buffer NPW3 zu jeder Probe hinzu.

15  Platzieren Sie den Square-well Block auf den Thermomixer.

16  Resuspendieren Sie die magnetischen Beads mittels Schitteln fir 2 min bei 1000 rpm
bis die Beads vollstandig resuspendiert sind.

17  Platzieren Sie den Square-well Block auf dem Magnetseparator NucleoMag® SEP.

18  Warten Sie mindestens 2 min bis alle Beads vom Magneten angezogen worden sind

19 Entfernen und verwerfen Sie vorsichtig den Uberstand mittels Pipettieren.

20  Entfernen Sie den Square-well Block vom Magnetseparator NucleoMag® SEP.

21 Flgen Sie 600 pL Buffer NPW4 zu jeder Probe hinzu.

22  Platzieren Sie den Square-well Block auf den Thermomixer.

23  Resuspendieren Sie die magnetischen Beads mittels Schditteln fir 2 min bei 1000 rpm
bis die Beads vollstandig resuspendiert sind.

24  Platzieren Sie den Square-well Block auf dem Magnetseparator NucleoMag® SEP.

25  Warten Sie mindestens 2 min bis alle Beads vom Magneten angezogen worden sind

26  Entfernen und verwerfen Sie vorsichtig den Uberstand mittels Pipettieren.

27  Entfernen Sie den Square-well Block vom Magnetseparator NucleoMag® SEP.

28  Fugen Sie 600 pL des 80 % Ethanols zu jeder Probe hinzu.

29  Platzieren Sie den Square-well Block auf den Thermomixer.

30 Resuspendieren Sie die magnetischen Beads mittels Schitteln fir 2 min bei 1000 rpm
bis die Beads vollstandig resuspendiert sind.

31 Platzieren Sie den Square-well Block auf dem Magnetseparator NucleoMag® SEP.
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32  Warten Sie mindestens 2 min bis alle Beads vom Magneten angezogen worden sind.

33  Entfernen und verwerfen Sie vorsichtig den Uberstand mittels Pipettieren.

34  Lassen Sie das magnetische Beadpellet fir 10 min bei Raumtemperatur luftrocknen.
Anmerkung: Stellen Sie sicher, dass der 80 %ige Ethanol des finalen Waschschritts
vor dem Lufttrocknungsschritt vollstandig entfernt wurde.

35  Entfernen Sie den Square-well Block vom Magnetseparator NucleoMag® SEP.

36  Flgen Sie 100 pL Elution Buffer NPE5 zu jeder Kavitat hinzu.

37 Platzieren Sie den Square-well Block auf den Thermomixer.

38  Resuspendieren Sie die magnetischen Beads mittels moderatem Schtteln fir 5 min
bei Raumtemperatur bei 1000 rpm bis die Beads vollstéandig resuspendiert sind.

39 Platzieren Sie den Square-well Block auf dem Magnetseparator NucleoMag® SEP.

40  Warten Sie mindestens 2 min bis alle Beads vom Magneten angezogen worden sind

3| Transferieren Sie vorsichtig das Eluat in eine geeignete Elutionsplatte.

Anmerkung: Achten Sie darauf, das magnetische Bead-Pellet nicht aufzumischen.
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6 Anhang

6.1 Fehlerbehebung

Problem Mégliche Ursache und Vorschlage zur Behebung
Unvollsténdige Lyse der Probe
e Die Probe wurde nicht ausreichend mit Lysepuffer und
Proteinase K durchmischt. Die Mischung muss kontinuierlich
geschuttelt werden. Alternativ kann die Inkubationszeit mit
Proteinase K verlangert werden.
Unzureichendes Volumen des Elutionspuffers
e Das Bead-Pellet muss vollstandig mit Elutionspuffer bedeckt sein
und vollstandig resuspendiert werden.
Unzureichende  Funktion des Elutionspuffers wéhrend des
Elutionsschritts
Schlechte Ausbeute; ® Entfernen Sie alle Puffer vollsténdig vom Beadpellet nach

geringe Sensitivitat

jeder Separation im Bindungs-und in den Waschschritten.
Verbleibende Pufferreste kénnen die Effizienz der nachfolgenden
Schritte verringern.

Aspiration des separierten Bead-Pellets

e Vermeiden Sie ein Aufmischen des Bead-Pellets wahrend
Sie den Uberstand abnehmen. Besondere Vorsicht ist
geboten, wenn der Uberstand des Lysats im Bindungsschritt
abgenommen wird, da die Losung h&ufig undurchsichtig ist und
das Bead-Pellet daher nicht erkennbar ist.

Aspiration und Verlust von magnetischen Beads

e Die Zeit fr die Magnetseparation ist zu kurz oder die
Aspirationsgeschwindigkeit zu hoch.

Geringe Reinheit/
geringe Sensitivitat

Unzureichendes Waschverfahren

e Verwenden Sie nur passende Kombinationen von Separator
und Platte, z. B. den Square-well Block in Kombination mit dem
NucleoMag® SEP.

e Achten Sie darauf, dass die Beads wahrend des Waschvorgangs
vollsténdig resuspendiert werden (z. B. anhand einer gleichmaBig
braunlichen FlUssigkeit). Wenn Schitteln nicht ausreicht, um die
Beads vollstandig zu resuspendieren, mischen Sie diese durch
wiederholtes Auf-und Abpipettieren.
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Problem Mégliche Ursache und Vorschlage zur Behebung

Verschleppung von Ethanol aus den Waschpuffern

e Achten Sie darauf, dass die 80 %ige Ethanol-Waschlésung aus
dem letzten Waschschritt vollstandig entfernt wird. Reste von
Ethanol wirken sich stérend auf Downstream-Anwendungen aus.

e Achten Sie darauf, den Uberstand nach jeder Magnetseparation

qugelhaﬂe volistandig zu entfernen. Uberpriifen Sie nach jedem Entfernen
E?\'ﬁu/ngl\?:rm des Uberstandes, ob noch Reste von Waschpuffer vorhanden

sind. Passen Sie die Aspirationshdhen an, falls nach dem
Downstream- Entfernen des Uberstandes ein zu groBes Puffervolumen
Anwendungen/RT-

GPCR-Hemmung verbleibt.

Verdunstung von Ethanol aus den Waschpuffern

e \VerschlieBen Sie die Pufferflaschen fest und vermeiden Sie
die Verdunstung von Ethanol aus den Pufferflaschen sowie
auch aus den Puffern in den Vorratsbehaltern. Puffer aus
Puffervorratsbehaltern durfen nicht wiederverwendet werden.

Dauer der Magnetseparation zu kurz

e Verlangern Sie die Zeit fur die Separation, damit die
magnetischenBeads vollst&ndig von den Magnetstiften
angezogen werden kdnnen, bevor FlUssigkeit aus dem Well
aspiriert wird.

Verschleppung von
Beads Aspirationsgeschwindigkeit zu hoch (Elutionsschritt)

e Eine hohe Aspirationsgeschwindigkeit oder suboptimale
Aspirationshéhen wahrend des Elutionsschritts kénnen zu
einer Verschleppung von Beads fiihren. Verringern Sie die
Aspirationsgeschwindigkeit und passen Sie die Aspirationshéhe
fUr den Elutionsschritt an.

6.2 Meldepflicht

Bitte beachten Sie, dass jeder schwerwiegende Vorfall im Zusammenhang mit dem Produkt
unverzlglich dem Hersteller sowie der zustandigen Behdrde des europaischen Mitgliedstaates,
in dem der Vorfall aufgetreten ist, zu melden ist. Européische Vigilanz-Kontaktstellen: https://
ec.europa.eu/health/md_sector/contact_en
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6.4 Informationen zur Bestellung

Produkt REF Packung mit

Kits mit CE-Kennzeichnung fiir IVD

NucleoMag® Dx Pathogen 744215.4 384 Prap.

NucleoSpin® Dx Virus 740895.50 50 Préap.

NucleoSpin® Dx Blood 740899.50 50 Prép.
740899.250 250 Prap.

NucleoSpin® Dx RNA Blood 740201.50 50 Préap.

Kit fiir Forschungszwecke

NucleoMag® Pathogen (RUO) 744210.1 1 x 96 Prép.
744210.4 4 x 96 Prap.

NucleoMag® Pathogen Prefilled Plates (RUO) 744211 96 Préap.

Zubehérprodukte

NucleoMag® SEP 744900 1

Square-well Blocks 740481 4
740481.24 24

Weitere Produktinformationen auf www.mn-net.com.
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6.6 Nutzungseinschrankung des Produkts/Garantie

Das NucleoMag® Dx Pathogen-Kit ist ein allgemeines System fiir die Isolierung und Reinigung
von viraler RNA aus Proben des menschlichen Respirationstrakts sowie Speichelproben
oder von viraler RNA und viraler DNA aus unbehandelten menschlichen Stuhlproben fir die
anschlieBende In-vitro-Diagnostik.

Das Kit ist fur alle Downstream-Anwendungen geeignet, bei denen eine enzymatische
Ampilifikation und Detektion von RNA oder DNA zur Anwendung kommt (z. B. RT-PCR, gPCR).

Alle Diagnoseergebnisse, die unter Verwendung von Nukleinséuren, die mit dem NucleoMag®
Dx Pathogen-Kit isoliert wurden, in Verbindung mit einem Diagnostikassay erzielt werden,
sind unter BerUcksichtigung zusétzlicher Klinischer oder labordiagnostischer Befunde zu
interpretieren.

Das NucleoMag® Dx Pathogen-Kit liefert kein Diagnoseergebnis. Es liegt in der alleinigen
Verantwortung des Benutzers, das Kit in Verbindung mit einem Downstream-In-vitro-
Diagnosetest zu verwenden und zu validieren. NUR Produkte von MACHEREY-NAGEL, die
speziell als IVD gekennzeichnet sind, sind fur den Einsatz in der In-vitro-Diagnostik geeignet.

Sicherheitshinweise entnehmen Sie bitte dem entsprechenden Kapitel im Benutzerhandbuch
oder der MSDS-Datei. Das NucleoMag® Dx Pathogen-Kit darf ausschlieBlich in einer
angemessenen Testumgebung (d. h. in einem geeigneten Laborbereich) verwendet werden.
Der jeweilige Benutzer haftet fir alle Schéaden, die aus der Anwendung des NucleoMag® Dx
Pathogen-Kits entgegen dem im Benutzerhandbuch angegebenen bestimmungsgeméaBen
Verwendungszweck entstehen.

Dieses Produkt von MACHEREY-NAGEL wird mit einer Dokumentation ausgeliefert, in der
die Spezifikationen und andere technische Informationen enthalten sind. MACHEREY-NAGEL
gewahrleistet die Einhaltung der angegebenen Spezifikationen. Die einzige Verpflichtung von
MACHEREY-NAGEL und das einzige Rechtsmittel des Kunden beschranken sich auf den
kostenlosen Ersatz der Produkte, falls diese nicht die zugesicherten Leistungen erbringen.
Ergdnzend wird auf die Allgemeinen Geschéftsbedingungen von MACHEREY-NAGEL
verwiesen, die auf der Preisliste abgedruckt sind. Bitte wenden Sie sich an uns, wenn Sie ein
zusatzliches Exemplar erhalten mdchten.

MACHEREY-NAGEL Ubernimmt keine Garantie und haftet weder flir Schaden oder Defekte, die
durch Transport und Handhabung (Transportversicherung fir Kunden ausgeschlossen) oder
durch Versehen oder unsachgemaBen oder anormalen Gebrauch dieses Produkts entstehen,
noch flr Defekte an Produkten oder Komponenten, die nicht von MACHEREY-NAGEL
hergestellt wurden, oder Schéden, die durch solche nicht von MACHEREY-NAGEL
stammenden Komponenten oder Produkte entstehen.

MACHEREY-NAGEL Ubernimmt keine weiteren Garantien jeglicher Art und SCHLIEST
AUSDRUCKLICH ALLE ANDEREN GARANTIEN JEGLICHER ART AUS, DIREKT ODER
INDIREKT, AUSDRUCKLICH ODER STILLSCHWEIGEND, EINSCHLIERSLICH, ABER NICHT
BESCHRANKT AUF DIE EIGNUNG, REPRODUZIERBARKEIT, HALTBARKEIT, EIGNUNG
FUR EINEN BESTIMMTEN ZWECK ODER GEBRAUCH, MARKTGANGIGKEIT, DEN
ZUSTAND ODER JEGLICHE ANDERE ANGELEGENHEIT IN BEZUG AUF PRODUKTE VON
MACHEREY-NAGEL.

In keinem Fall haftet MACHEREY-NAGEL fir Ansprliche aus anderen Schaden, ob direkt,
indirekt, beilaufig, kompensatorisch, vorhersehbar, als Folge oder speziell (einschlieBlich,
aber nicht beschrankt auf Nutzungs-, Umsatz- oder Gewinnverluste), ob auf der
Grundlage von Garantie, Vertrag, unerlaubter Handlung (einschlieBlich Fahrléssigkeit) oder
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verschuldensunabhangiger Haftung, die im Zusammenhang mit dem Verkauf von oder der
Nichterflllung der angegebenen Spezifikationen durch Produkte von MACHEREY-NAGEL
entstehen. Diese Garantie ist ausschlieBlich und MACHEREY-NAGEL Ubernimmt keine
sonstige ausdriickliche oder stillschweigende Garantie.

Die hierin enthaltene Garantie sowie die Daten, Spezifikationen und Beschreibungen dieses
Produkts von MACHEREY-NAGEL, die in den von MACHEREY-NAGEL verdffentlichten
Katalogen und der Produktliteratur erscheinen, sind die alleinigen Erkldrungen von
MACHEREY-NAGEL bezlglich des Produkts und der Garantie. Andere schriftiche oder
mundliche Erklarungen oder Zusicherungen von Mitarbeitern, Agenten oder Vertretern
von MACHEREY-NAGEL, mit Ausnahme von schriftichen Erklarungen, die von einem
ordnungsgemal bevollmachtigten Vertreter von MACHEREY-NAGEL unterzeichnet sind, sind
unzuldssig; der Kunde darf sich nicht auf sie verlassen und sie sind nicht Teil des Kaufvertrags
oder dieser Garantie.

Anderungen der Produktversprechen sind vorbehalten. Wenden Sie sich daher bitte an
unseren technischen Kundendienst, um die aktuellsten Informationen Utber Produkte von
MACHEREY-NAGEL zu erhalten. Fur allgemeine wissenschaftliche Informationen kdénnen
Sie sich auch an lhren Handler vor Ort wenden. Die in der Literatur von MACHEREY-NAGEL
erwadhnten Anwendungen dienen nur der Information. MACHEREY-NAGEL Ubernimmt
keine Gewahr dafir, dass alle Anwendungen in MACHEREY-NAGEL-Laboratorien mit
MACHEREY-NAGEL-Produkten getestet wurden. MACHEREY-NAGEL Ubermnimmt keine
Garantie fur die Korrektheit dieser Anwendungen.

Zuletzt aktualisiert: Juli 2025/Rev. 04
Grund flr die Revision:

e Hinweis auf neue Sprachen im Benutzerhandbuch.

e Erweiterung des Verwendungszwecks auf virale RNA und virale DNA aus nicht
stabilisierten/unbehandelten menschlichen Stuhlproben. Im Ergebnis wurden folgende
Abschnitte aktualisiert: Anwendungseinschrankungen des Produkts (2.2), Grundprinzip
(2.4), Probenqualitat und -vorbereitung (2.6), Analytische und klinische Leistungsfahigkeit
(2.9), Vorbereitung der Probenmaterialien (5.1). Zusammenfassung der Anderungen: Die
Verwendung von Stuhlproben wurde hinzugefligt und ,virale RNA* wurde zu ,virale RNA
und virale DNA* geédndert, um den Kontext zu korrigieren.

e Fir das Protokoll auf einen Blick (5.2) wurde ,RNA binden lassen/eluieren” zu
+Nukleinsduren binden lassen/eluieren” geéndert.

e Die Kontaktdaten von MACHEREY NAGEL wurden aktualisiert. Die Bestellinformationen
wurden aktualisiert und enthalten nun auch NucleoSpin® Dx RNA Blood und NucleoMag®
Pathogen Prefilled Plates (RUO). Probenmaterial aktualisiert mit ,Stuhlproben®.
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Bitte wenden Sie sich an:
MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG
Tel.: +49 24 21 969-333
support@mn-net.com

Markenzeichen:

NucleoMag® und NucleoSpin® sind eingetragene Marken der MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Deutschland
KingFisher und AgPath-ID sind Marken von Thermo Fisher Scientific, USA

Te-Shake ist eine Marke der Tecan Group Ltd., Schweiz

epMotion ist eine Marke der Eppendorf AG, Deutschland

Alle verwendeten Namen und Bezeichnungen kénnen Marken, Warenzeichen oder eingetragene Kennzeichen ihrer
jeweiligen Eigentlimer sein — auch wenn es sich dabei nicht um besondere Bezeichnungen handelt. Die Erwahnung
von Produkten und Marken stellt lediglich eine Art von Information dar (d. h. sie verstoBt nicht gegen Warenzeichen
und Marken und kann nicht als eine Art von Empfehlung oder Bewertung angesehen werden). In Bezug auf diese
Produkte oder Dienstleistungen kénnen wir keine Garantien hinsichtlich Auswahl, Leistungsfahigkeit oder Betrieb
Ubernehmen.
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