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1 Elementy

1.1 Zawartosé zestawu

NucleoMag® Dx Pathogen

4 x 96 preparatow
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

* Przygotowanie roztwordw roboczych i warunki przechowywania, patrz punkt 3.
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1.2 Odczynniki materiaty eksploatacyjne i sprzet dostarczane

przez uzytkownika

Potrzebny sprzet moze sie rézni¢ w zaleznosci od przetwarzania (np. reczne lub automatycznie)
i ustawien lub konfiguracji analizatora. Nalezy skontaktowaé sie z lokalnym producentem
platformy w sprawie materiatdw eksploatacyjnych dla danej platformy. Ponadto nalezy
zapoznac sie z punktem zawierajgcym dalsze szczegdtowe informacije dotyczace automatyzacji

NucleoMag® Dx Pathogen 2.7.

Produkt REF Opakowanie
Magnes do separacji kulek magnetycznych, 744900 1
NucleoMag® SEP

Ptytka rozdzielajaca do separacji kulek magnetycznych, 740481 4
Square-well Block (blok 96-studzienkowy z kwadratowymi 740481.24 24
studzienkami o pojemnosci 2,1 mL)

Ptytka do elucji do zbierania oczyszczonych kwaséw 740486.24 24

nukleinowych,

ptytka do elucji U (96-studzienkowa ptytka mikrotitracyjna
0,3 mL ze studzienkami z dnem w ksztatcie litery U o
pojemnosci 300 plL)

Odczynniki:
e 80 % etanol (v/V) (etanol absolutny lub niedenaturowany)

Materiaty eksploatacyjne:

e Jednorazowe koricowki do pipet (zalecane sg koricowki do pipet z barierg aerozolowg i

wolne od RNazy, aby unikng¢ przeniesienia zakazenia)
Sprzet do recznego przygotowania probki
* Pipetory reczne, najlepiej elektroniczne 8-kanatowe.

e Odpowiednie urzagdzenie do wytrzgsania (patrz punkt 2.7)

e Sprzet ochrony osobistej (np. fartuch laboratoryjny, rekawiczki, okulary)
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1.3 Informacje o tej instrukcji obstugi

Zdecydowanie zaleca sie przeczytanie szczegdtowej czesci dotyczacej protokotu, zamieszczonej
w niniejszej instrukcji obstugi. Skrocony protokdt jest przeznaczony do stosowania wytacznie
jako narzedzie uzupetniajgce do szybkiego odniesienia sie podczas wykonywania procedury
oczyszczania.

W sprawie informacji o zmianach aktualnej instrukcji obstugi w poréwnaniu z poprzednimi
wersjami nalezy skontaktowac sig z dziatem obstugi technicznej.

Dane do kontaktu
MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG

Valencienner Str. 11

52355 Diren

Niemcy

Tel.: +49 24 21 969-0

Potaczenie bezptatne: 0800 26 16 000 (tylko Niemcy)
E-mail: info@mn-net.com

Pomoc techniczna dot. bioanaliz

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 talalhato letdltési terlleten érheték el.

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

2.1  Przeznaczenie

NucleoMag® Dx Patogen to zestaw do izolacji wirusowego RNA z ludzkich wymazdéw z drdg
oddechowych i 8liny oraz do izolacji wirusowego RNA i wirusowego DNA z nieprzygotowanych
probek katu ludzkiego w celu dalszej analizy diagnostycznej in vitro.

Produkt pozwala uzyskaé oczyszczone wirusowe RNA i wirusowe DNA, ktére mozna
wykorzysta¢ w dalszych analizach, takich jak gRT-PCR lub sekwencjonowanie. Produkt jest
uzywany przez profesjonalnych uzytkownikdw w laboratoriach diagnostycznych. Zestaw nadaje
sie do zautomatyzowanego stosowania na automatycznych platformach laboratoryjnych.
Zestaw NucleoMag® Dx Pathogen nie nadaje sie do samodzielnego testowania ani badan
wykonywanych przy pacjencie. Uzytkownik powinien mie¢ doswiadczenie w zakresie technik
biologii molekularnej, w tym doswiadczenie z wymazami, prébkami Sliny, katu i innymi
potencjalnie zakaznymi materiatami zawierajagcymi probki pochodzace od ludzi. Zaleca sie
stosowanie odpowiednich kontroli, takich jak kontrole wewnetrzne, kontrole ekstrakcji oraz
kontrole dodatnie/ujemne.

2.2 Ograniczenia dotyczace uzytkowania produktu

NucleoMag® Dx Pathogen nadaje sie do badania wymazéw z drég oddechowych, $liny i
nieprzygotowanego katu ludzkiego. NucleoMag® Dx Pathogen nie zostat zwalidowany z
innymi materiatami prébek. Wymazy z nosogardzieli (NP) mozna wykorzystywa¢ do badania
0sob bezobjawowych w placéwce ochrony zdrowia. Do testowania pacjentéw objawowych
moga by¢ wymagane inne systemy pobierania probek. Zalecane sg wymazowki z widkien
syntetycznych z plastikowymi trzonkami. Nie zaleca sie stosowania wymazdwek z alginianem
wapnia, wymazéwek z drewnianym trzonkiem ani stabilizowanych prébek katu ludzkiego,
poniewaz moga one zawiera¢ substancje hamujace test PCR.

Skutecznos¢ produktu zostata potwierdzona w protokotach diagnostycznych SARS-CoV-2
na swiezych i nieprzetworzonych wymazach z drég oddechowych oraz sliny ludzkiej, a takze
w rutynowych protokotach diagnostycznych w diagnostyce choréb przewodu pokarmowego.
Niezaleznie od tego charakterystyka dziatania dla kazdego gatunku wirusa w odpowiednich
probkach klinicznych lub odczynniku stabilizujgcym probke nie zostata ustalona i musi zostac
zwalidowana przez uzytkownika. Ponadto ekstrakcja wirusowego kwasu nukleinowego przy
uzyciu zestawu NucleoMag® Dx Pathogen na réznych platformach automatyzacji musi zostad
zwalidowana przez uzytkownika.

Nalezy zapozna¢ sie z odpowiednimi wytycznymi dotyczacymi pobierania, obstugi i
przechowywania prébek klinicznych oraz innymi wymaganiami przedanalitycznymi.
2.3 Kontrola jakosci

Zgodnie z systemem zarzgdzania jakoscig firmy MACHEREY-NAGEL kazda partia zestawu
NucleoMag® Dx Pathogen jest testowana pod kgtem wczesniej okreslonych specyfikacii, aby
zapewni¢ statg jakos$¢ produktu.
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2.4 Podstawowa zasada

Zestaw NucleoMag® Dx Pathogen stuzy do izolacji wirusowego RNA z ludzkich wymazdw
z drég oddechowych i sliny oraz do izolacji wirusowego RNA i wirusowego DNA z
nieprzygotowanych prébek katu ludzkiego. Zestaw zawiera odczynniki i kulki magnetyczne do
izolacji 384 probek. Procedura opiera sie na odwracalnej adsorpcji kwaséw nukleinowych na
kulkach paramagnetycznych w odpowiednich warunkach buforowych. Lize prébki uzyskuje
sie przez inkubacje z Lysis Buffer NPL1 zawierajgcym jony chaotropowe i trawienie przez
Proteinase K. W celu zwigzania kwaséw nukleinowych z kulkami paramagnetycznymi do lizatu
dodaje sie Binding Buffer NPB2 oraz NucleoMag® B-Beads. Po separacji magnetycznej kulki
paramagnetyczne sa przeptukiwane w celu usuniecia zanieczyszczen i soli przy uzyciu Wash
Buffers NPW3 i NPW4 oraz 80 % etanolu. Pozostatosci etanolu z poprzednich etapdw ptukania
usuwa sie poprzez suszenie na powietrzu. Bardzo czyste wirusowe kwasy nukleinowe sg
eluowane za pomoca Elution Buffer NPE5 o niskiej zawartosci soli lub wody. Oczyszczone
kwasy nukleinowe moga zosta¢ bezposrednio wykorzystane do dalszych zastosowan. Zestaw
NucleoMag® Dx Pathogen moze byé uzywany recznie lub automatycznie w standardowych
przyrzadach do obstugi cieczy lub automatycznych separatorach magnetycznych.

Carrier RNA

W celu zapewnienia optymalnego dziatania dotgczono Carrier RNA. Carrier RNA wzmacnia
wigzanie wirusowych kwasdéw nukleinowych z kulkami magnetycznymi i zmnigjsza ryzyko
rozktadu wirusowego RNA. Nalezy pamietad, ze eluaty z zestawu NucleoMag® Dx Pathogen
zawierajg zardwno wirusowe kwasy nukleinowe, jak i Carrier RNA, przy czym ilos¢ nosnika
RNA moze przekraczac¢ ilos¢ wirusowych kwaséw nukleinowych. W zwigzku z tym nie jest
mozliwe ilosciowe oznaczenie kwaséw nukleinowych wyizolowanych za pomoca tego
zestawu z wykorzystaniem metod fotometrycznych lub fluorymetrycznych, kiedy korzysta
sie z nosnika RNA. Dlatego tez zalecane sa inne metody oznaczania ilosciowego, takie jak
specyficzne ilosciowe systemy PCR lub RT-PCR. Ponadto Carrier RNA moze w rzadkich
przypadkach hamowac reakcje PCR. llos¢ dodawanego nosnika RNA mozna zatem ostroznie
zoptymalizowac w zaleznosci od zastosowanego systemu PCR.

2.5 Specyfikacja zestawu

Tabela 1: Specyfikacja zestawu w skrécie

Parametr NucleoMag® Dx Pathogen

Technologia Technologia kulek magnetycznych

Materiat probki Wymazy z drég oddechowych i $lina (ludzka),
niestabilizowany/nieprzygotowany kat (ludzki)

Objetos¢ probki 200 pL

Objetos¢ elucii 50-100 pL

Czas przygotowania Okoto 40-120 min /96 preparatow*

Przetwarzanie Reczne lub automatyczne

* W zaleznosci od konfiguracji aparatu
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2.6 Jakos¢ i przygotowanie prébki

Mozna stosowaé wymazowki do pobierania probek z nosogardzieli (NP) oraz inne systemy
pobierania prébek. Zalecane sa wymazowki z widkien syntetycznych z plastikowymi trzonkami.
Nie zaleca sie stosowania wymazdwek z alginianem wapnia, wymazowek z drewnianym
trzonkiem ani stabilizowanych prébek katu ludzkiego, poniewaz moga one zawiera¢ substancje
hamujace test PCR. Probki katu moga by¢ swieze, przechowywane w temperaturze 2-8 °C
lub zamrozone (20 °C).

Nalezy zapozna¢ sie z odpowiednimi wytycznymi dotyczacymi pobierania, obstugi i
przechowywania probek klinicznych oraz innymi wymaganiami przedanalitycznymi.

2.7 Ocena dziatania w systemach automatycznych

Zestaw NucleoMag® Dx Pathogen moze byé uzywany automatycznie na réznych platformach
do obstugi cieczy lub automatycznych separatorach magnetycznych. Niemnigj ekstrakcja
wirusowego RNA lub wirusowego DNA przy uzyciu zestawu NucleoMag® Dx Pathogen na
réznych platformach automatycznych musi zosta¢ zwalidowana przez uzytkownika w potgczeniu
z dalszym testem diagnostycznym in vitro, w zaleznosci od docelowego patogenu oraz w
potaczeniu z odpowiednimi kontrolami do dalszych zastosowan (np. kontrole wewnetrzne,
kontrole ekstrakcji, kontrole dodatnie/ujemne).

Podczas wdrazania zestawu NucleoMag® Dx Pathogen na platformach zautomatyzowanych
zdecydowanie zaleca sie stosowanie kontroli ekstrakcji, kontroli dodatnich/ujemnych, kontroli
wewnetrznych, jak réwniez wykonywanie testéw w kierunku przeniesienia zakazenia.

Ponizsze rozdziaty zawieraja wytyczne dotyczace automatyzacji zestawu NucleoMag® Dx
Pathogen oraz sposobu oceny dziatania w systemie zautomatyzowanym.

2.7.1 Ogodlna obstuga kulek magnetycznych
Dystrybucja kulek

Jednorodne rozmieszczenie kulek magnetycznych w poszczegdinych studzienkach ptytki do
separacji ma zasadnicze znaczenie dla uzyskania wysokiej zgodnosci pomiedzy studzienkami.
Dlatego przed dozowaniem kulek nalezy sie upewni¢, ze sa one catkowicie ponownie
zawieszone. Dobrze wstrzasng¢ butelka do przechowywania lub umiesci¢ jg na krotko na
worteksie. Podczas automatyzacji zalecany jest etap mieszania wstepnego przed aspiracja
kulek ze zbiornika/probdwki, aby kulki zostaty ponownie zawieszone.

2.7.2 Systemy obstugi cieczy

Zestaw NucleoMag® Dx Pathogen mozna zautomatyzowac na réznych platformach do obstugi
cieczy za pomocg NucleoMag® SEP (MN REF: 744900) w potgczeniu z blokiem z kwadratowymi
studzienkami (MN REF: 740481) oraz z odpowiednim urzadzeniem wytrzasajgcym dla
optymalnego ponownego zawieszania podczas etapow wigzania, ptukania i elucji. Dodatkowo
do w petni zautomatyzowanego uzytkowania na stanowiskach pracy z cieczami wymagane jest
narzedzie chwytajace. Chwytak musi przenies¢ ptytke do separatora magnetycznego w celu
oddzielenia kulek, a nastepnie do modutu wytrzgsarki w celu ponownego zawieszenia kulek.
Catkowite ponowne zawieszenie kulek magnetycznych podczas ekstrakcji ma zasadnicze
znaczenie dla niezawodnego dziatania i powinno zosta¢ sprawdzone podczas walidacji w
systemach obstugi cieczy. Alternatywnie kulki mozna ponownie zawiesi¢ w buforze poprzez
kilkakrotne pipetowanie w gore i w dét.
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Ponizszy schemat przedstawia podstawowg zasade ekstrakcji przy uzyciu statycznego
separatora magnetycznego, poczawszy od etapu wigzania z dodatkiem kulek magnetycznych
i buforu wigzgcego.

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

Rysunek 1 Podstawowa zasada ekstrakcji opartej na kulkach magnetycznych z
wykorzystaniem statycznego separatora magnetycznego

2.7.3 Regulacja ustawien wytrzgsarki

Skuteczne ponowne zawieszenie kulek NucleoMag® B-Beads jest niezbedne do niezawodnej
ekstrakgji i zalezy od specyfikacji uzywanego urzadzenia do wytrzasania (np. predkosci i
orbity). W przypadku korzystania z wytrzasarki do ptytek podczas etapdw wigzania, ptukania i
elucji ustawienia predkosci nalezy doktadnie dostosowac do Square-well Block i konkretnego
urzadzenia do wytrzasania, aby zapobiec przeniesieniu zakazenia pomiedzy studzienkami.
Nalezy postepowac w nastepujacy sposob:

Regulacja predkosci wytrzasarki dla etapéw wigzania i ptukania:

Zatadowa¢ 1030 pL (catkowita objetos¢ z etapu wigzania) lub 600 pL (objetos¢ z etapow
ptukania) zabarwionej wody do studzienek na ptytce do separacji. Umiesci¢ ptytke na
wytrzasarce i rozpocza¢ wytrzasanie z umiarkowang predkoscig przez 30 sekund. Wytaczy¢
wstrzgsarke i sprawdzi¢, czy na powierzchni ptytki nie ma matych kropelek zabarwionej wody.

Zwiekszy¢ ustawienie predkosci, wytrzasac przez kolejne 30 sekund i ponownie sprawdzic, czy
na powierzchni ptytki nie ma kropelek.

Kontynuowaé zwigkszanie ustawienia predkosci do momentu, kiedy na gérze ptytki do
separacji pojawia sie krople. Zmniejszy¢ ustawienie predkosci, sprawdzi¢ ponownie i uzy¢ tego
ustawienia na etapie ptukania.

Regulacja predkosci wytrzasarki dla etapu eluciji:

Zatadowa¢ 100 pL zabarwionej wody do studzienek na ptytce do pobierania i postepowac w
sposdb opisany powyze;j.

Ponizsza tabela zawiera przeglad ustawien przetestowanych juz na réznych platformach i moze
stuzy¢ jako pierwsza wskazéwka podczas procesu automatyzacji. Podczas walidacji zaleca
sig stosowanie kontroli wewnetrznych, kontroli ekstrakcji oraz kontroli dodatnich i ujemnych.
Przed dozowaniem buforu zaleca sie wzniesienie osadu kulek magnetycznych na wytrzgsarce
przez 30 sekund. Utatwi to ponowne zawieszenie kulek magnetycznych. W zaleznosci od
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skutecznosci ponownego zawieszania moze by¢ konieczne wykonanie etapu mieszania za
pomoca pipety.

System obstugi cieczy / wytrzasarka Predkosé Czas
Thermomixer comfort (Eppendorf) Liza: 600 obr./min 15 min
Wiagzanie 1000 obr./min 5 min
Ptukanie: 1000 obr./min 2min
Elucja 1000 obr./min 5 min
epMotion® 5075t TMX (Eppendorf) Liza: 1200 obr./min 15 min
Wigzanie: 1000 obr./min 5 min
Ptukanie: 1200 obr./min 2 min
Elucja 1200 obr./min 5min
Te-Shake™ (Tecan) Liza 1400 obr./min 15 min
Wigzanie: 1400 obr./min* 5min
Ptukanie: 1400 obr./ 3 min
min™ 5min
Elucja: 1000 obr./min
Hamilton Heater Shaker HHS (Hamilton) Liza: 1200 obr./min 15 min
Wigzanie: 1200 obr./min 5min
Ptukanie: 1200 obr./min 2min
Elucja: 1200 obr./min 5 min

Zdecydowanie zaleca sie wykonanie wstepnego testu w kierunku przeniesienia zakazenia
(np. wzdr szachownicy probek dodatnich i ujemnych) podczas wdrazania i dostosowywania
zestawu NucleoMag® Dx Pathogen na platformach zautomatyzowanych.

Poszczegdlne etapy protokotu moga sie rézni¢ w zaleznosci od dostgpnych materiatdw
eksploatacyjnych, sprzetu, platformy i konfiguracji aparatu. Zautomatyzowana procedura lub
skrypt do ekstrakcji wirusowych kwaséw nukleinowych przy uzyciu zestawu NucleoMag® Dx
Pathogen na réznych platformach automatyzacji musi zosta¢ zatwierdzony przez uzytkownika
w potgczeniu z odpowiednig dalszg analiza.

2.7.4 Zautomatyzowane systemy separacji magnetycznej

Zestaw NucleoMag® Dx Pathogen mozna zautomatyzowaé na réznych platformach do
automatycznej separacji magnetycznej przy uzyciu okreslonych materiatéw eksploatacyjnych
danego instrumentu. Kulki magnetyczne sg zwykle zawieszane w wyniku ruchu plastikowej
ostony (grzebien z korcéwkami) ostaniajacej prety magnetyczne. Po etapach wigzania,
ptukania i elucji kulki sa ponownie zbierane za pomoca pretéw magnetycznych. W wigkszosci
przypadkéw bufory i komponenty musza by¢ dozowane indywidualnie przed rozpoczeciem

* W tym etapy mieszania za pomoca pipety
** W réznych kierunkach
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protokotu oczyszczania. Nalezy uwazac, aby nie przekroczy¢ maksymalnej objetosci napetienia
pojemnika reakcyjnego zgodnie ze specyfikacjami producenta. Wszystkie ustawienia powinny
zosta¢ zweryfikowane przez uzytkownika w potaczeniu z konkretng konfiguracjg platformy i
dalszg analiza. Podczas walidacji ustawient platformy zdecydowanie zaleca sie stosowanie
kontroli wewnetrznych, kontroli ekstrakcji oraz kontroli dodatnich i ujemnych.

Ponizszy schemat przedstawia podstawowg zasade ekstrakcji przy uzyciu zautomatyzowanych
systemow separacji magnetyczne;.

I L (R

000 |BaREl  |8qRsl  [SgRE

r’\‘o@@fﬁ‘ — 78“ =l —| QO —| QO | — =
Soet = | & W B
0850 x?ém@ ® ® %58
Binding Washing Washing Washing Elution
XA DNA H@@oontaminants Omagnetic beads

Rysunek 2 Podstawowa zasada przedstawiajgca ekstrakcje oparta na kulkach
magnetycznych przy uzyciu zautomatyzowanych systeméw separaciji.

2.8 Procedury eluciji

Oczyszczone wirusowe RNA lub wirusowe DNA mozna eluowac bezposrednio za pomoca
dostarczonego buforu do elucji. Elucje mozna przeprowadzi¢ w objetosci 50— 100 pL. Podczas
etapu elucji nalezy catkowicie pokry¢ kulki NucleoMag® B-Beads buforem do elucji. W celu
skutecznej elucji osad kulek magnetycznych nalezy catkowicie ponownie zawiesi¢ w buforze
do eluciji.

Przechowywanie kwaséw nukleinowych

Zalecenie:
Przechowywanie krétkoterminowe (do 24 godzin): 2—-8 °C
Dtugotrwate przechowywanie (ponad 24 godziny): =20 °C
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2.9 Dziatanie analityczne i kliniczne

Dziatanie analityczne zestawu NucleoMag® Dx Pathogen zostato ocenione za pomoca pézniejszej
RT-gPCR wyizolowanego MS2-RNA. Powtarzalno$¢ w ramach serii obliczono na podstawie
rownolegtej izolacji 96 probek. Przy n = 96 uzyskano $rednig wartos¢ Ct 27,92 + 0,118 i CV
< 1 %. Powtarzalno$¢ miedzy seriami obliczono na podstawie 3 niezaleznych serii izolacji MS2-
RNA. W przypadku 4 MS2-RNA odchylenie standardowe z 3 serii byto mniejsze niz 0,1 przy
CV 0,26 %. W celu uzyskania powtarzalnosci migdzy partiami poréwnywano obok siebie trzy
partie zestawu NucleoMag® Dx Pathogen. W przypadku 3 MS2-RNA odchylenie standardowe
z 3 partii byto mniejsze niz 0,61 przy CV 1,49 %.

W celu oceny powtarzainosci migdzy operatorami wyizolowano cztery MS2-RNA w dwdch
niezaleznych seriach wykonanych przez dwoéch réznych operatorow. Srednia wartos¢ AACt dla
4 stezen pomiedzy operatorami zostata obliczona jako mniejsza niz 0,1.

W badaniu z wykorzystaniem prébek dodatnich pod wzgledem SARS-CoV-2 utworzono
serie rozcienczen log10 w ujemnym materiale zbiorczym z wymazdw z jamy ustnej, nosa i
probek $liny. Wyekstrahowany RNA testowano w dwdéch réznych systemach RT-PCR w
czasie rzeczywistym, dwdch réznych mieszaninach mastermix w potaczeniu z dwoma réznymi
systemami kontroli wewnetrznej (beta-aktyna-DNA-mix 2 i IC2-RNA/EGFP-Mix 1).

40
35
(2]
g 30
©
25
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20 = Nasal swab
= Oral swab
15
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Rysunek 3 Seria rozcienczen log10 wirusa SARS-CoV-2 w $linie, wymazach z nosa i jamy
ustnej. NucleoMag® Dx Pathogen na aparacie KingFisher™ Flex (Thermo Fisher Scientific),
zestaw AgPath-ID™ One-Step RT-PCR (Thermo Fisher Scientific), test nCoV-IP4 Assay
(Instytut Pasteura, Paryz). Dane udostepnione przez dr B. Hoffmanna z Friedrich-Léffler
Institute, Niemcy.

W celu oceny dziatania klinicznego RNA wirusa SARS-CoV2 wyizolowano z wymazow i
amplifikowano w testach SARS-CoV2 RT-gPCR. Oceniono kontrole dodatnig i ujemna. W
27 seriach z 94 probkami na serie wszystkie 27 kontroli dodatnich i wszystkie 27 kontroli
ujemnych dato wyniki pomiaréw zgodne z oczekiwaniami. Czutos¢ diagnostyczna i swoistosé
diagnostyczna wyniosty 100 %.
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Przyktadem skutecznosci testu NucleoMag® Dx Pathogen jest badanie probek katu na
obecnos¢ wirusa wywotujgcego chorobe niebieskiego jezyka (wirus dsRNA).

34
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Rysunek 4 Analiza qRT-PCR serii rozcienczen 1:4 w siedmiu etapach rozciericzania wirusa
BTV (dsRNA) wyekstrahowanego z prébek katu ludzkiego. Objetosé probki wejsciowej jest
wyswietlana w skali logarytmicznej. Srednie wartosci Cq serii rozcienczer sa wyswietlane
jako pomaranczowa linia przerywana. Krzywa regresiji liniowej (niebieska linia ciggta)
wykazuje nachylenie -3,12 i warto$é R? réwna 0,99.

Czutos¢ i swoistos¢ diagnostycznag probek katu przedstawiono na przyktadzie norowirusa (wirus
ssRNA). Wirusowy RNA wyizolowano z pozostatosci prébek katu, pochodzacych z rutynowych
badan klinicznych o znanym statusie wirusowym. Eluaty poddano analizie q(RT)-PCR przy
uzyciu zestawu RIDA Gene Viral Stool Panel | (R-Biopharm). W badaniu obejmujacym 93 probki
prawdziwie dodatnie czutos¢ diagnostyczna wyniosta 94 %. W drugim badaniu, obejmujacym
96 probek prawdziwie ujemnych, swoistos¢ diagnostyczna wyniosta 99 %.
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3

Warunki przechowywania i przygotowanie
roztworéw roboczych

Uwaga: NPL1, NPB2, NPW3, NPW4 i Carrier RNA Buffer zawierajg sdl chaotropowg
(np. chlorowodorek guanidyny i/lub nadchloran sodu), ktore w polfaczeniu z wybielaczem
(podchloryn sodu) moga tworzy¢ wysoce reaktywne zwigzki! NIE WOLNO dodawac wybielaczy
ani kwasnych roztwordw bezposrednio do odpaddw pozostatych po przygotowaniu probki.
Nosic¢ odpowiednig odziez ochronng, rekawiczki i okulary ochronne!

Po otrzymaniu zestawu nalezy sprawdzi¢ wszystkie elementy pod katem uszkodzen. Jesli
zawartos¢ zestawu, np. butelki z buforami, zakrecane probdwki lub szklane fiolki, jest
uszkodzona, nalezy skontaktowac sie z dzialem pomoca technicznej i obstugi klienta firmy
MACHEREY-NAGEL lub z lokalnym dystrybutorem.

Nie uzywac uszkodzonych elementéw zestawu.
Nalezy uzywac sprzetu wolnego od RNazy.

Po dostarczeniu wszystkie sktadniki zestawu NucleoMag® Dx Pathogen nalezy
przechowywac w temperaturze pokojowej (18 —25 °C). Nie uzywaé produktu po uptywie
terminu waznosci.

Liofilizowana Proteinase K moze by¢ przechowywana w temperaturze pokojowej
(18-25 °C) do terminu waznosci bez niekorzystnego wptywu na jej dziatanie.
Rekonstytuowana Proteinase K nalezy przechowywac w temperaturze —20 °C do 6
miesiecy, ale tylko do uptywu terminu waznosci.

Liofilizowany Carrier RNA moze by¢ przechowywany w temperaturze pokojowej
(18-25 °C) do terminu waznosci bez niekorzystnego wptywu na jego dziatanie.
Rekonstytuowany Carrier RNA nalezy przechowywaé w temperaturze —20 °C do 6
miesiecy, ale tylko do uptywu terminu waznosci.

Wszystkie bufory sg dostarczane w stanie gotowym do uzycia.

Przed rozpoczeciem jakiegokolwiek protokotu z uzyciem NucleoMag® Dx Pathogen nalezy
przygotowac:

Proteinase K: przed pierwszym uzyciem zestawu dodac¢ 3,35 mL Proteinase Buffer PB
do kazdej fiolki liofilizowanej Proteinase K i rozpusci¢ Proteinase K. Rozpuszczony
roztwor Proteinase K nalezy przechowywac¢ w temperaturze —20 °C do 6 miesiecy, ale
tylko do terminu waznosci.

Carrier RNA: przed pierwszym uzyciem zestawu dodac 500 pL Carrier RNA Buffer do
kazdej fiolki z liofilizowanym Carrier RNA. Rozpusci¢ Carrier RNA i przechowywac
rozpuszczony roztwoér w porcjach w temperaturze —20 °C przez maksymalnie 6 miesiecy,
ale tylko do terminu waznosci.

Uwaga: Ze wzgledu na procedure produkcji i niewielkg ilos¢ nosnika RNA zawartg w fiolce
nos$nik moze byc¢ ledwo widoczny.

Nie zamrazac/rozmrazac i nie podgrzewac rekonstytuowanego nosnika RNA wielokrotnie!
Czeste cykle zamrazania/rozmrazania, podgrzewanie, temperatury > 80 °C i przedtuzona
inkubacja w cieple przyspiesza rozktad nosnika RNA. Zaleca sie przechowywanie
zrekonstytuowanej Proteinase K i zrekonstytuowanego nosnika RNA w porcjach.
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NucleoMag® Dx Pathogen

4 x 96 preparatow

REF 744215.4
Proteinase K (lyophilized) 3 fiolki (75 mg/fiolke)
Przed pierwszym uzyciem dodac¢ 3,35 mL Buffer PB.
Carrier RNA (lyophilized) 4 fiolki (400 pg/fiolke)
Przed pierwszym uzyciem rozpusci¢ w 500 L Carrier
RNA Buffer.
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4  Instrukcje dotyczace bezpieczenstwa

Podczas pracy z zestawem NucleoMag® Dx Pathogen nalezy nosié odpowiednig odziez
ochronng (np. fartuch laboratoryjny, jednorazowe rekawiczki i okulary ochronne). Aby uzyskaé
wiecej informacji, nalezy zapozna¢ sie z odpowiednimi kartami charakterystyki substancji
(MSDS) dostepnymi online pod adresem www.mn-net.com/msds.

Przestroga: Chlorowodorek guanidyny w Lysis Buffer NPL1, nadchloran sodu w buforze NPB2,
NPW3, NPW4 i tiocyjanian guanidyny w Carrier RNA Buffer moga tworzy¢ wysoce reaktywne
zwigzki w potaczeniu z wybielaczem! Dlatego nie nalezy dodawac wybielaczy ani kwasnych
roztworow bezposrednio do odpaddw pozostatych po przygotowaniu probki.

Odpady powstafe po uzyciu zestawu NucleoMag® Dx Pathogen nie zostaly przetestowane
pod kagtem pozostatosci materiatu zakaznego. Skazenie plynnych odpaddw pozostatosciami
materiatu zakaZnego jest wysoce nieprawdopodobne ze wzgledu na silnie denaturujgcy bufor
do lizy i uzycie Proteinase K, ale nie mozna tego catkowicie wykluczy¢. Dlatego odpady plynne
nalezy traktowac jako zakazne i nalezy z nimi postepowac oraz utylizowac je zgodnie z lokalnymi
przepisami dotyczacymi bezpieczenstwa.

4.1 Utylizacja

Materiaty niebezpieczne, zakazne Iub skazone biologicznie nalezy utylizowac¢ w bezpieczny i
akceptowalny sposdb oraz zgodnie ze wszystkimi wymogami lokalnymi i przepisami.
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5  Protokét stuzy do izolacji wirusowego RNA z
wymazow z drog oddechowych i Sliny oraz
wirusowego RNA i wirusowego DNA z probek
katu ludzkiego.

Poszczegdline etapy protokotu moga sie rézni¢ w zaleznosci od dostgpnych materiatdw
eksploatacyjnych, sprzetu, platformy i konfiguracji aparatu. Zautomatyzowana procedura lub
skrypt do ekstrakcji wirusowego RNA i wirusowego DNA przy uzyciu zestawu NucleoMag® Dx
Pathogen na réznych platformach automatyzacji musi zostac¢ zatwierdzony przez uzytkownika
w pofgczeniu z odpowiednig dalszg analiza.

Ponizsza procedura zawiera instrukcje recznego przetwarzania pojedynczej probki w Square-
well Block w pofgczeniu z urzadzeniem Eppendorf Thermomixer comfort. Jednak wiele
probek (do 96 prébek na Square-well Block) moze by¢ przetwarzanych w tym samym czasie
w sposdb reczny lub zautomatyzowany. Przed rozpoczeciem ekstrakcji lub wdrozeniem na
zautomatyzowanych platformach nalezy dokfadnie przeczyta¢ punkt 2.

5.1 Przygotowanie probek materiatow

Zestaw NucleoMag® Dx Pathogen nadaje sie do stosowania ze $wiezymi i nieprzygotowanymi
ludzkimi wymazami z drég oddechowych, prébkami sliny i nieprzygotowanymiludzkimi probkami
katu. Wymazy z nosogardzieli (NP) mozna wykorzystywac do badania oséb bezobjawowych w
placéwce ochrony zdrowia. Do testowania pacjentdw objawowych moga by¢ wymagane inne
systemy pobierania prébek. Zalecane sa wymazowki z widkien syntetycznych z plastikowymi
trzonkami. Nie zaleca sie stosowania wymazéwek z alginianem wapnia, wymazdéwek z
drewnianym trzonkiem ani stabilizowanych prébek katu ludzkiego, poniewaz moga one
zawiera¢ substancje hamujace test PCR. Nalezy zapoznaé sie z odpowiednimi wytycznymi
dotyczacymi pobierania, obstugi i przechowywania probek klinicznych oraz innymi wymaganiami
przedanalitycznymi.

Nalezy zapozna¢ sie z odpowiednimi wytycznymi dotyczacymi pobierania, obstugi i
przechowywania probek klinicznych oraz innymi wymaganiami przedanalitycznymi.

a) Probki wymazéw

Inkubowacé wymazéwki w PBS, chlorku sodu lub pozywce do hodowli komdrkowej przez
30 min, wytrzasajac. Upewnic sig, ze gtdwka wymazdwki jest catkowicie zanurzona. Przeniesé
200 pL roztworu do dalszego przetwarzania. W razie potrzeby docisngé wymazdwke do Scianki
probdéwki, aby wycisnac ptyn.

b) Slina

Swieze i nieprzygotowane prébki $liny mozna bezposrednio poddaé procedurze ekstrakcii.
W przypadku prébek o duzej lepkosci zaleca sie rozciericzenie probek sliny sterylnym PBS.
Przenies¢ 100 pL lub 200 pL roztworu do dalszego przetwarzania. Podczas przetwarzania
mniej niz 200 pL prébki nalezy dopetni¢ buforem PBS do korcowej objetosci 200 pL.

c) Kat

Wymiesza¢ 1 objetos¢ katu (np. 500 pL lub ilo$¢ odpowiadajaca wielkoscia ziarnku grochu) z
takg samag objetoscig buforu PBS lub sterylnej, wolnej od RNazy ddH20. Energicznie mieszac
przez 10 sekund, wirujgc z niskg predkoscig przez 3 minuty przy 500 x g. Przenies¢ 200 uL
klarownego supernatantu do dalszego przetwarzania.
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Przed przystapieniem do przygotowania:

Sprawdzi¢, czy Proteinase K zostata przygotowana zgodnie z opisem w punkcie 3.
Sprawdzi¢, czy Carrier RNA zostat przygotowany zgodnie z opisem w punkcie 3.
Sprawdzi¢, czy dostepny jest 80 % etanol (niedenaturowany).

Sprawdzi¢, czy zautomatyzowana platforma lub wytrzasarka zostaty odpowiednio
skonfigurowane.

Doprowadzi¢ probki do temperatury pokojowej (18 —25 °C). Upewnic sie, ze prébki sa
dobrze wymieszane.

Zasadniczo nie nalezy miesza¢ odczynnikdw z réznych zestawodw i partii.

Nie dodawac Proteinase K bezposrednio do Lysis Buffer NPL1. Probke nalezy potaczy¢ z
Lysis Buffer NPL1 przed dodaniem Proteinase K.

Wszystkie etapy przetwarzania nalezy przeprowadza¢ w temperaturze pokojowej
(18-25 °C).

5.2 Skrécony protokét

Dodatkowy przeglad protokotu:

Przed rozpoczeciem procedury nalezy uwaznie przeczyta¢ szczegdtowy protokét (punkt 5.3)
oraz punkt 2. Ponizsza procedura zawiera instrukcje recznego przetwarzania pojedynczej
probki w Square-well Block w potgczeniu z urzadzeniem Eppendorf Thermomixer comfort.

Nie zwilza¢ krawedzi studzienki.

1 Dostarczenie probki i liza wirusow
1 200 pL prébki w Square-well Block
2 180 pL Lysis Buffer NPL1
3 4 pL podstawowego roztworu Carrier RNA
4 20 L roztworu Proteinase K
5 Dobrze wymieszac¢, powtarzajac pipetowanie w gore i w doét lub wytrzasajac.
6 Inkubowac w temperaturze pokojowej przez 15 min przy 600 obr./min
2 Wiagzanie kwaséw nukleinowych

7 20 plL kulek NucleoMag® B-Beads
8 600 pL Binding Buffer NPB2

9 Dobrze wymieszaé, powtarzajac pipetowanie w gore i w doét lub wytrzasajac,
i inkubowag przez 5 minut przy 1000 obr./min

10 Separowac kulki magnetyczne przez 2 min
11 Usuna¢ supernatant

12 Usungd Square-well Block z NucleoMag® SEP
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3 Ptukanie kulek magnetycznych

13
14

15
16
17
18
19

20
21
22
23
24

25
26

600 pL Wash Buffer NPW3

Dobrze wymieszac, powtarzajac pipetowanie w gore i w doét lub wytrzasajac,
i inkubowac przez 2 minuty przy 1000 obr./min

Separowac kulki magnetyczne przez 2 min
Usuna¢ supernatant

Usuna¢ Square-well Block z NucleoMag® SEP
600 pL Wash Buffer NPW4

Dobrze wymieszac, powtarzajac pipetowanie w gore i w dot lub wytrzasajac,
i inkubowac przez 2 minuty przy 1000 obr./min

Separowac kulki magnetyczne przez 2 min
Usuna¢ supernatant

Usuna¢ Square-well Block z NucleoMag® SEP
600 pL 80 % etanolu

Dobrze wymieszac, powtarzajac pipetowanie w gore i w dot lub wytrzasajac,
i inkubowac przez 2 minuty przy 1000 obr./min

Separowac kulki magnetyczne przez 2 min

Usuna¢ supernatant

4 Suszenie

27

Suszy¢ kulki magnetyczne na powietrzu przez 10 minut w temperaturze
pokojowe;j

5 Elucja kwasow nukleinowych

28
29
30

31
32
33

Usuna¢ Square-well Block z NucleoMag® SEP
100 pL Elution Buffer NPE5

Dobrze wymieszac, powtarzajac pipetowanie w goére i w doét lub
wytrzasajac.

Inkubowac przez 5 min przy 1000 obr./min.
Separowac kulki magnetyczne przez 2 min

Przenies¢ supernatant eluowanej prébki na ptytke do elucii

5.3 Protokodt szczegétowy

Ponizsza procedura zawiera instrukcje recznego przetwarzania pojedynczej probki w bloku
z kwadratowymi studzienkami w potaczeniu z NucleoMag® SEP i urzadzeniem Eppendorf
Thermomixer comfort. Poszczegdlne etapy protokotu moga rézni¢ sie w zaleznosci od
dostepnych materiatéw eksploatacyjnych, sprzetu, platformy i konfiguracji aparatu i musza
zosta¢ zwalidowane przez uzytkownika.

20
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Alternatywnie izolacje wirusowego RNA i wirusowego DNA mozna przeprowadzi¢ w probéwkach
reakcyjnych z odpowiednimi separatorami magnetycznymi. Ten protokdt jest przeznaczony do
uzytku recznego i stuzy jako wytyczna przy dostosowywaniu zestawu do instrumentéw platform
automatycznych.

Nie zwilza¢ krawedzi studzienki.

1 Do kazdej studzienki Square-well Block nalezy wprowadzi¢ 200 pL prébki

Do kazdej prébki doda¢ 180 pL Lysis Buffer NPL1.

Do kazdej prébki dodac¢ 4 pL roztworu podstawowego Carrier RNA.

2

3

4 Do kazdej probki dodaé 20 pL roztworu Proteinase K.

5 Dobrze wymieszac, powtarzajac pipetowanie w gore i w dét lub wytrzasajac.

Opcjonalnie: Uszczelni¢ ptytke odpowiednia folig samoprzylepna

6 Inkubowac przez 15 min w temperaturze pokojowej z predkoscig 600 obr./min

Opcjonalnie: W przypadku ptytki uszczelnionej lub zamknietej. Krotko odwirowac, aby
pobra¢ probki z zatyczki.

7 Do kazdej prébki doda¢ 20 pL ponownie zawieszonych kulek NucleoMag®B-
Beads.

Uwaga: Upewni¢ sig, ze kulki NucleoMag® B-Beads sg catkowicie zawieszone przed
wyjeciem ich z butelki. Worteksowac butelke do przechowywania az do uzyskania
jednorodnej zawiesiny Kulek.

8 Do kazdej prébki doda¢ 600 pyL Binding Buffer NPB2.

9 Dobrze wymieszac przez pipetowanie w goére i w dot lub wytrzgsanie i inkubowac przez
5 minut przy 1000 obr./min.

Uwaga: Powinien by¢ widoczny jednorodny roztwor.

10  Umiescié Square-well Block na separatorze magnetycznym NucleoMag® SEP.

1 Odczekac co najmniej 2 minuty, az wszystkie kulki zostang przyciagnigte do magnesu.

Uwaga: W zaleznosci od rodzaju probki powinien by¢ widoczny klarowny roztwor.

12 Ostroznie usuna¢ i wyrzuci¢ supemnatant przez pipetowanie.

Uwaga: Nie zaktéca¢ przyciggnigtych kulek magnetycznych podczas zasysania
supernatantu.

13 Wyjaé Square-well Block z separatora magnetycznego NucleoMag® SEP.

14 Do kazdej prébki doda¢ 600 pL Buffer NPW3.

15 Przenies¢ Square-well Block na termomikser.

16  Zawiesi¢ kulki magnetyczne, wytrzasajac z predkoscia 1000 obr./min przez 2 min, az
zostang catkowicie zawieszone.
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17  Umiesci¢ Square-well Block na separatorze magnetycznym NucleoMag® SEP.

18  Odczekac co najmniej 2 minuty, az wszystkie kulki zostang przyciagniete do magnesu.

19  Ostroznie usunaé i wyrzuci¢ supernatant przez pipetowanie.

20  Wyjg¢ Square-well Block z separatora magnetycznego NucleoMag® SEP.

21 Do kazdej probki doda¢ 600 uL Buffer NPW4.

22  Przenies$¢ Square-well Block na termomikser.

23  Zawiesi¢ kulki magnetyczne, wytrzasajac z predkoscig 1000 obr./min przez 2 min, az
zostang catkowicie zawieszone.

24  Umiesci¢ Square-well Block na separatorze magnetycznym NucleoMag® SEP.

25  Odczekac co najmniej 2 minuty, az wszystkie kulki zostang przyciagniete do magnesu.

26  Ostroznie usunac i wyrzucic¢ supernatant przez pipetowanie.

27  Wyjaé Square-well Block z separatora magnetycznego NucleoMag® SEP.

28 Do kazdej probki doda¢ 600 pL 80 % etanolu.

29  Przenies¢ Square-well Block na termomikser.

30  Zawiesi¢ kulki magnetyczne, wytrzasajac z predkoscia 1000 obr./min przez 2 min, az
zostang catkowicie zawieszone.

31 Umiesci¢ Square-well Block na separatorze magnetycznym NucleoMag® SEP.

32  Odczekac co najmniej 2 minuty, az wszystkie kulki zostang przyciagniete do magnesu.

33  Ostroznie usunac i wyrzuci¢ supernatant przez pipetowanie.

34  Osad kulek magnetycznych suszy¢ na powietrzu przez 10 minut w temperaturze
pokojowe;.
Uwaga: Nalezy pamigtac, aby usungc¢ caty 80 % etanolowy roztwdr do pfukania z
ostatniego ptukania przed etapem suszenia.

35  Wyja¢ Square-well Block z separatora magnetycznego NucleoMag® SEP.

36  Dodac 100 pL buforu do elucji NPE5 do kazdego pojemnika reakcyjnego.

37  Przenies¢ Square-well Block na termomikser.

38  Zawiesi¢ kulki magnetyczne przez umiarkowane wytrzasanie az do catkowitego
ponownego zawieszenia przez 5 minut w temperaturze pokojowej przy 1000 obr./min.

39  Umiescié Square-well Block na separatorze magnetycznym NucleoMag® SEP.

40  Odczekac co najmniej 2 minuty, az wszystkie kulki zostang przyciaggniete do magnesu.
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41

Ostroznie przenies¢ eluat na odpowiednia ptytke do eluciji

Uwaga: Nie naruszac¢ osadu kulek magnetycznych.
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6 Zatacznik

6.1 Rozwigzywanie problemow

Problem

Mozliwa przyczyna i sugestie

Niewielki uzysk/
niska czutos¢

Niepetna liza probki

e Probka zmieszana z Lysis Buffer i Proteinase K nie zostata
doktadnie zhomogenizowana i zmieszana z Lysis Buffer,
Proteinase K. Mieszaning nalezy ciggle wytrzasa¢. Ewentualnie
przedtuzy¢ czas inkubacji z Proteinase K.

Niewystarczajgca objetos¢ buforu elucyjnego

e Osad kulek musi by¢ catkowicie pokryty buforem do elucji i musi
zostac catkowicie ponownie zawieszony.

Niewystarczajgca wydajnosc buforu elucyjnego podczas etapu elucji

e Po wigzaniu i ptukaniu catkowicie usuna¢ wszystkie bufory z
osadu kulek. Pozostaty bufor zmniejsza wydajnosé kolejnych
czynnosci.

Zasysanie przyciggnietego osadu kulek

¢ Nie zakiocac przyciggnigtych kulek podczas zasysania
supernatantu. Wymaga to szczegdlnej ostroznosci podczas
usuwania lizatu z kulek, poniewaz lizat jest zwykle zbyt
nieprzezroczysty, aby umozliwi¢ wizualng kontrole grudek.

Aspiracja i utrata kulek

e Zbyt krétki czas separacji magnetycznej lub zbyt duza predkosé
aspiraciji.

Niska czystos¢/
niska czuto$é

Niewystarczajgca procedura ptukania

e Uzywacd tylko odpowiednich kombinacji separatora i ptytki (na
przyktad Square-well Block w potgczeniu z NucleoMag® SEP).

e UpewniC sig, ze kulki zostaly catkowicie zawieszone (np.
réwnomiernie brazowawy ptyn) podczas procedury mycia. Jesli
wytrzasanie nie wystarcza do ponownego zawieszenia kulek,
nalezy je catkowicie wymieszac, powtarzajac pipetowanie w gore
i w dot.
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Problem Mozliwa przyczyna i sugestie

Przenoszenie etanolu z buforéow ptuczacych

e Nalezy pamietac, aby usunac caty 80 % etanolowy roztwoér do
ptukania z ostatniego ptukania. Resztki etanolu zaktdcaja dalsze
zastosowania.

Po kazdej separacji magnetycznej nalezy catkowicie odessac

Stabe dziatanie RNA/ supernatant. Po kazdym usunieciu supermnatantu sprawdzic
DN.A wldalszych dwukrotnie pod katem pozostatosci buforu ptuczacego.
apllkaqach / Dostosowac wysokosci aspiracji w przypadku nadmiaru
ggg%wame (RT)- pozostatosci buforu po usunieciu supernatantu.

Odparowywanie etanolu z buforéw do ptukania.

e Zamkna¢ szczelnie butelki z buforami, unika¢ parowania etanolu
z butelek z buforami, jak rdwniez z bufordw napemionych w
zbiornikach. Nie uzywac¢ ponownie buforéw ze zbiornikdw na
bufory.

Zbyt krotki czas na separacje magnetyczna

e Wydtuzy¢ czas separacji, aby kulki mogty zosta¢ catkowicie
przyciagnigete do kotkdw magnetycznych przed zassaniem
jakiejkolwiek cieczy ze studzienki.

Przeniesienie kulek 7yt wysoka predkosé aspiracii (etap elucii)

e Wysoka predkosc¢ aspiracji lub suboptymalne wysokosci
aspiracji podczas etapu elucji moga powodowac przenoszenie
kulek. Zmniejszy¢ predkos¢ aspiracii i dostosowaé wysokosé
aspiracji dla etapu eluciji.

6.2 Koniecznos¢ powiadomienia

Nalezy pamigta¢, ze kazdy powazny incydent, ktéry miat miejsce w zwigzku z produktem,
nalezy niezwtocznie zgtasza¢ producentowi i wiasciwemu organowi europejskiego panstwa
czionkowskiego, w ktérym incydent miat miejsce. Europejskie punkty kontaktowe ds. nadzoru:
https://ec.europa.eu/health/md_sector/contact_en

6.3 Pismiennictwo ogdine

Thiemann F. et al. (2006) Leitfaden Molekulare Diagnostik — Grundlagen, Gesetze, Tipps und
Tricks, WILEY-VCH, 1%t ed., ISBN 3-527-31471-7.

Paysic J. et al. (2015). Standardization of Nucleic Acid Tests for Clinical Measurements of
Bacteria and Viruses. J Clin Microbiol., 53(7), 2008 - 14.

Cohen, J. et al. (2016) Infectious Diseases, Elsevier, 4" ed., ISBN: 9780702062858.

Vemula S. V. et al. (2016) Current Approaches for Diagnosis of Influenza Virus Infections in
Humans, Viruses 8(4), 96.
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6.4 Zamawianie
Produkt REF Opakowanie

Zestawy z oznaczeniem CE-IVD

NucleoMag® Dx Pathogen 744215.4 384 preparaty
NucleoSpin® Dx Virus 740895.50 50 preparatow
NucleoSpin® Dx Blood 740899.50 50 preparatéw
740899.250 250 preparatow
NucleoSpin® Dx RNA Blood 740201.50 50 preparatow

Zestaw do celow badawczych

NucleoMag® Pathogen (RUO) 744210.1 1x96
744210.4 preparatow
4 x 96
preparatow
NucleoMag® Pathogen Prefilled Plates (RUO) 744211 96 preparatow
Produkty dodatkowe
NucleoMag® SEP 744900 1
Bloki z kwadratowymi studzienkami 740481 4
740481.24 24

Wiecej szczegdtowych informacji o produkcie mozna znalez¢ na stronie www.mn-net.com.
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.5 Objasnienie symboli
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Identyfikator partii

Producent

Produkty do diagnostyki in vitro
Nalezy przeczytac instrukcije obstugi

Wystarcza na < n> testow

Dopuszczalny zakres temperatur
przechowywania

Termin waznosci

Przestroga: Dalsze informacje w instrukciji
obstugi

Nie uzywac ponownie

4@k~ <d-EE

384

6.6 Ograniczenie stosowania produktu / gwarancja

Zestaw NucleoMag® Dx Pathogen to uniwersalny system do izolacji i oczyszczania RNA
wirusowego z ludzkich probek z drog oddechowych i Sliny lub RNA wirusowego i DNA
wirusowego z nieprzygotowanych probek katu w celu dalszej diagnostyki in vitro.

Zestaw jest przeznaczony do dalszych zastosowan z uzyciem enzymatycznej amplifikacji i
detekcji RNA lub DNA (np. RT-PCR, gPCR).

Wszelkie wyniki diagnostyczne uzyskane przy uzyciu kwasow nukleinowych wyizolowanych za
pomoca zestawu NucleoMag® Dx Pathogen w pofgczeniu z testem diagnostycznym nalezy
interpretowac z uwzglednieniem dodatkowych wynikéw badan klinicznych lub laboratoryjnych.

Zestaw NucleoMag® Dx Pathogen nie dostarcza wyniku diagnostycznego. Uzytkownik ponosi
wytaczng odpowiedzialnos¢ za uzywanie i walidacje zestawu w potaczeniu z dalszym testem do
diagnostyki in vitro. TYLKO produkty firmy MACHEREY-NAGEL specjalnie oznaczone jako IVD
nadaja sie do stosowania w diagnostyce in vitro.

Instrukcje dotyczace bezpieczenstwa znajduja sie w odpowiednim rozdziale instrukcji obstugi
lub MSDS. Zestaw NucleoMag® Dx Pathogen moze by¢ uzywany wytgcznie w odpowiednim
Srodowisku testowym, tj. w odpowiednich warunkach laboratoryjnych. Uzytkownik ponosi
odpowiedzialno$é za wszelkie szkody wynikajgce z zastosowania zestawu NucleoMag® Dx
Pathogen niezgodnie z przeznaczeniem okreslonym w instrukgcji obstugi.

Ten produkt firmy MACHEREY-NAGEL jest dostarczany z dokumentacjg okreslajaca
specyfikacje i inne informacje techniczne. Firma MACHEREY-NAGEL gwarantuje spetienie
podanych specyfikacji. Jedynym zobowigzaniem firmy MACHEREY-NAGEL i jedynym srodkiem
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zaradczym wobec klienta jest bezptatna wymiana produktow w przypadku, gdy produkty nie
beda dziata¢ zgodnie z gwarancjg. Dodatkowo nalezy zapozna¢ sie z ogolnymi warunkami
handlowymi firmy MACHEREY-NAGEL, ktére sa wydrukowane w cenniku. W razie checi
otrzymania dodatkowej kopii nalezy skontaktowac sie z naszg firma.

Firma MACHEREY-NAGEL nie ponosi odpowiedzialnosci za uszkodzenia lub wady powstate
podczas transportu i obstugi (z wytaczeniem ubezpieczenia transportowego dla klientéw)
lub w wyniku wypadku, lub niewtasciwego lub nieprawidtowego uzytkowania tego produktu;
wad produktéw lub komponentéw niewyprodukowanych przez firme MACHEREY-NAGEL
lub uszkodzenn wynikajgcych z takich komponentéw lub produktéw firm innych niz
MACHEREY-NAGEL.

Firma MACHEREY-NAGEL nie udziela zadnych innych gwarancji, a W SZCZEGOLNOSCI
ZRZEKA SIE | WYKLUCZA WSZELKIE INNE GWARANCJE JAKIEGOKOLWIEK RODZAJU
LUB NATURY, BEZPOSREDNIO LUB POSREDNIO, WYRAZNE LUB DOROZUMIANE, W
TYM MIEDZY INNYMI DOTYCZACE PRZYDATNOSCI, TRWALOSCI, ODTWARZALNOSCI DO
OKRESLONEGO CELU LUB UZYTKOWANIA, WARTOSCI HANDLOWEJ, STANU LUB INNYCH
KWESTII DOTYCZACYCH PRODUKTOW FIRMY MACHEREY-NAGEL.

W Zzadnym wypadku firma MACHEREY-NAGEL nie ponosi odpowiedzialnosci za roszczenia
z tytutu jakichkolwiek innych szkdd, bezposrednich, posrednich, przypadkowych,
kompensacyjnych, przewidywalnych, nastepczych lub specjalinych (w tym m.in. utraty
uzytkowania, przychodow lub zyskéw), niezaleznie od tego, czy sg one oparte na gwarancii,
umowie, czynie niedozwolonym (w tym zaniedbaniu) lub Scistej odpowiedzialnosci powstatej w
zwigzku ze sprzedaza lub niezgodnoscia produktow firmy MACHEREY-NAGEL z okreslonymi
specyfikacjami. Niniejsza gwarancja ma charakter wytaczny. Firma MACHEREY-NAGEL nie
udziela zadnych innych gwarancji wyraznych ani dorozumianych.

Gwarancja opisana w niniejszym dokumencie oraz dane, specyfikacje i opisy tego produktu
firmy MACHEREY-NAGEL pojawiajace sie w opublikowanych katalogach i dokumentacji
produktu firmy MACHEREY-NAGEL sa wytacznymi oswiadczeniami firmy MACHEREY-NAGEL
dotyczacymi produktu i gwarancji. Zadne inne o$wiadczenia lub deklaracje, pisemne lub
ustne, sktadane przez pracownikdw, agentow lub przedstawicieli firmy MACHEREY-NAGEL, z
wyjatkiem oswiadczen pisemnych podpisanych przez nalezycie upowaznionego przedstawiciela
firmy MACHEREY-NAGEL, nie sa dozwolone; klient nie powinien na nich polegac i nie stanowig
one czesci umowy sprzedazy ani niniejszej gwarancji.

Oswiadczenia dotyczace produktow moga ulec zmianie. W zwigzku z tym prosimy o kontakt z
naszym zespotem dziatu obstugi technicznej w celu uzyskania najbardziej aktualnych informacjina
temat produktow firmy MACHEREY-NAGEL. W celu uzyskania ogdlnych informacji naukowych
mozna rowniez skontaktowac sie z lokalnym dystrybutorem. Zastosowania wymienione w
dokumentaciji firmy MACHEREY-NAGEL sa dostarczane wytgcznie w celach informacyjnych.
Firma MACHEREY-NAGEL nie gwarantuje, ze wszystkie zastosowania zostaly przetestowane
w laboratoriach firmy MACHEREY-NAGEL przy uzyciu produktow firmy MACHEREY-NAGEL.
Firma MACHEREY-NAGEL nie gwarantuje poprawnosci zadnego z tych zastosowan.

Ostatnia aktualizacja: Lipiec 2025 r./Wer. 04

Powdéd zmiany:

e QOdniesienie do nowych jezykéw instrukcji obstugi.

e Rozszerzenie zakresu stosowania o wirusowe RNA i wirusowe DNA z niestabilizowanych/
nieprzygotowanych probek katu ludzkiego. W rezultacie zaktualizowano nastepujace

punkty: ograniczenia dotyczace uzytkowania produktu (2.2), podstawowa zasada
(2.4), przygotowanie probek materiatdw (2.6), dziatanie analityczne i kliniczne (2.9),
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przygotowanie materiatow probki (5.1). Podsumowanie zmian: Dodano uzycie probek
katu, a kontekst ,wirusowego RNA” zmieniono na ,wirusowe RNA i wirusowe DNA”.

e W skréconym protokole (5.2) ,Wiazanie/elucja RNA” zmieniono na ,Wiagzanie/elucja
kwaséw nukleinowych”,

e Zaktualizowano dane kontaktowe MACHEREY NAGEL. Informacje dotyczace sktadania
zamdwien zostaty zaktualizowane o plytki NucleoSpin® Dx RNA Blood i NucleoMag®
Pathogen Prefilled Plates (RUO). Materiat probki zaktualizowano o ,prébki katu”.

Kontakt:

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG
Tel.: +49 24 21 969-333
support@mn-net.com

Znaki towarowe:

NucleoMag® i NucleoSpin® sg zastrzezonymi znakami towarowymi firmy MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG,
Niemcy.

KingFisher i AgPath-ID sg znakami towarowymi firmy Thermo Fisher Scientific, USA.

Te-Shake jest znakiem towarowym firmy Tecan Group Ltd., Szwajcaria.

epMotion jest znakiem towarowym firmy Eppendorf AG, Niemcy.

Wszystkie uzyte nazwy i oznaczenia moga byé markami, znakami towarowymi lub zastrzezonym oznakowaniem ich
odpowiednich wiascicieli — takze jesli nie stanowig specjalnego oznaczenia. Wymienianie produktow i marek jest tylko
rodzajem informagii (tzn. nie obraza znakéw towarowych i marek i nie moze by¢ traktowane jako rodzaj rekomendaciji
lub oceny). W odniesieniu do tych produktéw lub ustug nie mozemy udzieli¢ zadnych gwaranciji dotyczacych doboru,
skutecznosci lub dziatania
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