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INTRODUCTION 

 TheÊpurificationÊofÊ viralÊRNAÊ fromÊ salivaÊ isÊ theÊnecessaryÊfirstÊ stepÊ toÊ
molecular-basedÊ testing.Ê Ê ThoughÊ viralÊ RNAÊ canÊ beÊ isolatedÊ fromÊ
numerousÊclinicalÊsampleÊtypes,ÊsalivaÊisÊemergingÊasÊtheÊsampleÊmatrixÊ
ofÊchoiceÊforÊmanyÊresearchÊandÊclinicalÊlaboratories.ÊSalivaÊoffersÊhigh-
qualityÊRNAÊ similarÊ toÊ thatÊ obtainedÊ fromÊnasopharyngealÊ swabs,Ê butÊ
withÊ aÊ lessÊ invasiveÊ collectionÊ method.Ê ConventionalÊ magneticÊ beadÊ
methodsÊ requireÊ moreÊ deckÊ spaceÊ thanÊ isÊ availableÊ onÊ theÊ STARlet.Ê
AkonniÊBiosystemsÊdevelopedÊTruTipÊNovaÊtoÊdramaticallyÊreduceÊin-tipÊ
chemistryÊcostsÊandÊofferÊanÊeconomicalÊmeansÊofÊsavingÊonÊdeckÊspace,Ê
pipetteÊ tips,Ê instrumentÊ motionÊ (wear),Ê andÊ protocolÊ stepsÊ (time)Ê asÊ
comparedÊ toÊ conventionalÊ extractionÊ methodologies,Ê whichÊ
predominantlyÊrelyÊonÊmagneticÊbeadsÊorÊspinÊcolumns. 
 
TruTipÊ technologyÊ usesÊ aÊ porousÊ bindingÊ matrixÊ embeddedÊ inÊ aÊ
pipetteÊtipÊ(FigureÊ1),ÊeliminatingÊtheÊneedÊforÊcostlyÊvacuumÊfiltration,Ê
centrifugationÊ orÊ magneticÊ rodÊ systems.Ê TheÊ purifiedÊ sampleÊ isÊ freeÊ ofÊ inhibitorsÊ andÊ contaminantsÊ andÊ readyÊ forÊ
downstreamÊmolecularÊanalysis.ÊAutomatingÊtheÊextractionÊprocessÊonÊtheÊHamiltonÊMicrolabÊSTARletÊplatformÊoffersÊ
aÊ dependable,Ê cost-effectiveÊ solutionÊ forÊ high-throughputÊ workloads.Ê TheÊ flexibleÊ platformÊ canÊ beÊ customizedÊ forÊ
specificÊuserÊrequirementsÊandÊworkflows.ÊTruTipÊNova’sÊeconomicalÊworkflowÊallowsÊampleÊremainingÊdeckÊspaceÊtoÊ
integrateÊupstreamÊorÊdownstreamÊprocessesÊinÊtheÊsameÊrun.ÊÊInÊtheÊfollowingÊstudies,ÊweÊhaveÊdemonstratedÊtheÊhighÊ
precisionÊofÊTruTipÊNovaÊinÊprocessingÊviralÊRNAÊfromÊlow-volumeÊsalivaÊsamplesÊandÊitsÊ
advantages.Ê ÊTheÊmethodÊdevelopedÊforÊtheseÊstudiesÊallowsÊforÊmultiplesÊofÊ8ÊsamplesÊ
upÊtoÊ96Êsamples. 
 

ABSTRACT 
TheÊ SerologyÊ andÊDiagnosticsÊHighÊ ThroughputÊ FacilityÊ atÊ theÊUniversityÊ ofÊOttawa,Ê
andÊ AkonniÊ BiosystemsÊ developedÊ aÊ simpleÊ andÊ efficientÊ TruTipÊ NovaÊ automatedÊ
extractionÊ methodÊ toÊ isolateÊ influenzaÊ RNAÊ fromÊ OMNIgeneÊ DNAÊ +Ê RNAÊ salivaÊ
collectionÊkits.ÊAkonni’sÊnewÊin-tipÊchemistryÊisÊpairedÊwithÊtheÊadvanced,ÊprovenÊandÊ
reliableÊ HamiltonÊ Microlab®Ê STARletÊ liquidÊ handlingÊ workstationÊ withoutÊ specialÊ
hardwareÊaccessoriesÊsuchÊasÊheatersÊorÊmagnets,ÊnorÊdidÊtheÊmethodÊrequireÊchangesÊ
toÊ theÊ instrumentÊ firmware.Ê ViralÊ RNA,Ê extractedÊ fromÊ salivaÊ usingÊ TruTipÊ Nova,Ê
showedÊ comparableÊ (orÊ better)Ê sensitivityÊ toÊ QiagenÊ spinÊ columns.Ê RepeatabilityÊ
studiesÊ demonstratedÊ highÊ precisionÊ withÊ lowÊ standardÊ deviationsÊ andÊ noÊ cross-
contamination.Ê 

>TruTip®ÊNovaÊforÊHamilton® 

 

Application Note No. APP-OAH-TTN-2025-001.R00 

Purification of Viral RNA from Saliva using Akonni TruTip® Nova on the Hamilton STARlet 
Low-Cost, In-Tip Chemistry 

CoreyÊArnold1,ÊDanielleÊDewar-Darch1,ÊJustinoÊHernandezÊSoto1,ÊRandelleÊAshley1,ÊJosephÊSalva-
tore1,ÊDanielÊChong1,ÊDavidÊSipes2,ÊJuliaÊGolova2,ÊArialÊBueno2,ÊandÊChristopherÊCooney2 

1SerologyÊandÊDiagnosticsÊHighÊThroughputÊFacility,ÊUniversityÊofÊOttawa,ÊOttawa,ÊON.Ê 
2AkonniÊBiosystems,ÊFrederick,ÊMD. 

Figure 1. TruTipÊNovaÊDiagram 
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MATERIALS AND METHODS 

 Hamilton STARlet equipped as follows (deck layout in Figure 2): 
8x 1mL pipeƫng channels  
96-channel MulƟ-Probe Head 
2 x Framed Tip Rack (FTR) Landscape Carrier (Part No. 182085) 
4  x Sample Carriers (SMP_CAR_24_A00) (Part No. 173400) 
2 x Deep Well Plate Landscape Carrier Carriers (Part No. 182090) 
96-Well Tip Adapter (Part No. 182040) 

Other Consumables: 
12-well Troughs: Axygen® MulƟple Well Reagent Reservoir with 12-Channel Trough, High Profile  
 (Corning, cat# RES-MW12-HP-SI) 
96-well Plate: Clear V-BoƩom 2 mL Deep Well Plate  
 (Fisher ScienƟfic, cat# 07-200-701) 
1000μL filter Ɵps: CO-RE® II ConducƟve Tips 
 (Hamilton, cat# 235905) 
Round-boƩom low-profile 96-well plate: Round BoƩom Microplate With Lid  
 (Fisher ScienƟfic, cat# 07-200-760) 
Saliva Tubes: OMNIGene Saliva DNA and RNA CollecƟon  
 (DNA Genotek, cat# OMR-610) 

Akonni TruTip ExtracƟon Viral RNA Saliva Kit Consumables: 
1 mL Hamilton TruTip Nova Ɵps (rack of 96) (Akonni, cat# 300-11144) 
Akonni Lysis and Binding Buffer D 
Akonni Wash Buffer D 
Akonni Wash Buffer E 
Akonni EluƟon Buffer A2 
95% ethanol and acetone (provided by user) 

SAMPLE, REAGENT, AND WORKSTATION SETUP 

 OMNIgene-preservedÊ salivaÊ samplesÊ wereÊ incubatedÊ forÊ 1Ê hourÊ inÊ aÊ waterÊ bathÊ atÊ 50°C,Ê asÊ directedÊ byÊ theÊ
manufacturer.Ê AllÊ carriersÊ andÊ consumablesÊ wereÊ placedÊ ontoÊ theÊ HamiltonÊ STARletÊ worktable,Ê asÊ shownÊ inÊÊÊ
FigureÊ 2.Ê ReagentsÊwereÊ addedÊ toÊ theÊ reagentÊ troughs.ÊOMNIgeneÊ tubesÊ Ê areÊ uncappedÊ andÊ placedÊ inÊ sampleÊ
carriersÊonÊ theÊdeckÊ (seeÊFigureÊ2).Ê  IfÊ needed,Ê samplesÊ canÊbeÊpre-transferredÊ toÊaÊ96-wellÊdeep-wellÊplateÊandÊ
placedÊonÊtheÊdeckÊinÊtheÊappropriateÊposition.Ê 
 

Figure 2.ÊHamiltonÊSTARletÊdeckÊlayoutÊforÊtheÊextractionÊofÊupÊtoÊ96Êsamples.ÊDWP:ÊDeep-wellÊplate,ÊRBP:ÊRound-
bottomÊplate. 
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WORKFLOW OVERVIEW 

RESULTS AND DISCUSSION 

Repeatability and Cross-Contamination Susceptibility 
ReproducibilityÊusingÊtheÊautomatedÊHamiltonÊTruTipÊNovaÊNucleicÊAcidÊPurificationÊfromÊSalivaÊKitÊwasÊ
comparedÊdirectlyÊtoÊmanualÊextractionsÊusingÊQiagen’sÊQIAmpÊViralÊRNAÊExtractionÊkitÊ(Qiagen,Êcat#Ê52904)Ê
usingÊaÊ140ÊμLÊinputÊforÊbothÊmethods.ÊSalivaÊsamplesÊwereÊcollectedÊinÊOMNIgeneÊsalivaÊcollectionÊtubesÊ(OMR-
610),ÊthenÊpooledÊandÊdividedÊintoÊtwoÊhomogenousÊreplicates.ÊOneÊreplicateÊreceivedÊnoÊvirusÊ(SampleÊA)ÊandÊoneÊ
replicateÊwasÊspikedÊwithÊÊInfluenzaÊAÊH5N1Ê(strainÊA/turkey/Ontario/1966)ÊtoÊaÊtiterÊofÊ316ÊTCID50/mLÊ(SampleÊB).Ê
TwoÊroundsÊofÊautomatedÊandÊmanualÊextractionsÊwereÊperformedÊonÊindividualÊaliquotsÊofÊSampleÊAÊandÊSampleÊ
BÊ(88ÊandÊ96ÊrespectiveÊtotalÊforÊautomatedÊandÊ24ÊandÊ24ÊrespectiveÊtotalÊforÊmanual).ÊTheÊsecondÊroundÊofÊ
automatedÊextractionsÊemployedÊaÊcheckerboardÊpatternÊofÊsampleÊplatingÊtoÊidentifyÊpotentialÊcross-
contamination.ÊExtractionÊmethodsÊwereÊcomparedÊviaÊdetectionÊofÊInfluenzaÊAÊMatrixÊgeneÊandÊcontrolÊhumanÊ
RNAsePÊ(RPP30)ÊRNAÊusingÊreal-timeÊreverse-transcriptaseÊPCRÊassayÊ(Luna®ÊUniversalÊProbeÊOne-StepÊRT-qPCRÊ
Kit,ÊNEB).ÊFigureÊ3ÊshowsÊtheÊInfluenzaÊAÊH5N1ÊRNAÊrecoveriesÊ(inÊblue)ÊandÊRPP30ÊrecoveriesÊ(inÊred)ÊofÊtheÊtwoÊ
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RESULTS AND DISCUSSION (CONT’D) 

extractionÊmethodsÊfromÊpooledÊsalivaÊwithÊnoÊfalseÊpositivesÊdetectedÊforÊanyÊofÊtheÊInfluenza-negativeÊsamples.Ê
TheÊautomatedÊprocessingÊtimeÊforÊTruTipÊforÊ96ÊsamplesÊwasÊ70-75ÊminutesÊcomparedÊtoÊapproximatelyÊ2ÊhoursÊ
forÊ24ÊsamplesÊforÊtheÊmanualÊQIAmpÊViralÊRNAÊExtractionÊkit.ÊTheÊTruTipÊextractionÊprocessÊresultedÊinÊbetterÊ
precisionÊandÊcomparableÊrecoveryÊcomparedÊtoÊtheÊQIAmpÊViralÊRNAÊExtractionÊKit. 
 

Figure 3.ÊComparisonÊbetweenÊTruTipÊNovaÊandÊQIAmpÊViralÊRNAÊextractionÊrecoveriesÊfromÊpooledÊsalivaÊ
withoutÊInfluenzaÊAÊH5N1Ê(SampleÊA)ÊandÊwithÊInfluenzaÊAÊ(SampleÊB,ÊMatrixÊgene).ÊReplicateÊextractionsÊofÊ
140ÊμLÊpooledÊsalivaÊsamplesÊwereÊextractedÊusingÊTruTipÊNovaÊ(n=88ÊforÊSampleÊAÊandÊn=96ÊforÊSampleÊB)ÊandÊ
theÊQIAmpÊkitÊ(n=24ÊforÊSampleÊAÊandÊn=24ÊforÊSampleÊB).ÊRPP30ÊisÊtheÊinternalÊcontrol. 

Sensitivity 
TheÊsensitivityÊofÊtheseÊsameÊtwoÊmethodsÊ(TruTipÊNovaÊandÊQIAmpÊViralÊRNAÊExtractionÊKit)ÊwereÊalsoÊcomparedÊ
acrossÊanÊ InfluenzaÊAÊtiterÊdilutionÊseriesÊrangingÊfromÊ31600ÊTCID50/mLÊtoÊ0.316ÊTCID50/mL,ÊwithÊextractionsÊofÊ
eachÊdilutionÊpointÊrunÊ inÊtriplicateÊ forÊbothÊmethods.ÊAllÊdilutionsÊandÊreplicatesÊ forÊ theÊTruTipÊNovaÊ ÊwereÊ runÊ
simultaneouslyÊonÊtheÊHamiltonÊSTARlet.ÊWhileÊtheÊtwoÊmethodsÊshowÊcomparableÊperformance,ÊatÊtheÊ lowestÊ
titerÊTruTipÊNovaÊshowedÊhigherÊconcentrationÊ(lowerÊCt)ÊandÊgreaterÊprecisionÊthanÊtheÊmanualÊQIAmpÊViralÊRNAÊ
ExtractionÊKit. 
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Figure 4.ÊSensitivityÊcomparisonÊofÊAkonni’sÊTruTipÊNovaÊwithÊQIAmpÊViralÊRNAÊExtractionÊKit.ÊBlueÊboxesÊrepre-
sentÊtheÊÊInfluenzaÊAÊH5N1ÊMatrixÊgeneÊandÊtheÊredÊboxesÊrepresentÊtheÊRPP30ÊinternalÊcontrol.ÊTheÊdataÊillustratesÊÊ
asÊgoodÊorÊbetterÊperformanceÊofÊtheÊautomatedÊTruTipÊmethodÊ(particularlyÊatÊtheÊlowestÊtiter,Ê0.316ÊTCID50/mL)Ê
comparedÊtoÊtheÊQIAmpÊViralÊExtractionÊKit.Ê 

Conclusion 
ThisÊdataÊdemonstratesÊthatÊTruTipÊNovaÊcanÊrepeatedlyÊisolateÊviralÊRNAÊfromÊsalivaÊatÊlowÊtitersÊwhileÊsavingÊonÊ
pipetteÊtips,ÊdeckÊspace,ÊinstrumentÊmotionÊ(wear),ÊandÊprotocolÊstepsÊ(time)ÊusingÊanÊin-tipÊchemistryÊinnovationÊ
thatÊoffersÊdramaticÊcostÊsavings.ÊÊTheÊworkflowÊforÊhigh-throughputÊextractionÊofÊviralÊRNAÊfromÊsalivaÊisÊgreatlyÊ
simplifiedÊ usingÊ OMNIgeneÊ CollectionÊ KitsÊ withÊ TruTipÊ NovaÊ onÊ theÊ HamiltonÊ MicrolabÊ STARletÊ systemÊ withÊ
extractionÊofÊupÊtoÊ96ÊsamplesÊinÊlessÊthanÊ75Êminutes.ÊThisÊkitÊisÊcurrentlyÊreleasedÊforÊRUO. 
 
SummaryÊofÊSignificance  
Þ In-tipÊchemistriesÊofferÊsavingsÊinÊpipetteÊtips,ÊdeckÊspace,ÊinstrumentÊwear,ÊandÊtipÊexchangesÊ(steps) 
Þ Historically,Êin-tipÊchemistriesÊhaveÊbeenÊmoreÊexpensiveÊthanÊmagneticÊbeadÊandÊspinÊcolumns;ÊTruTipÊNovaÊ

changesÊthatÊparadigm 
Þ TruTipÊNovaÊdoesÊnotÊrequireÊadditionalÊhardwareÊaccessoriesÊorÊfirmwareÊupdates 
Þ DespiteÊ theÊ competitiveÊ costÊ andÊ simplifiedÊ andÊ efficientÊ workflow,Ê TruTipÊ NovaÊ offersÊ comparableÊ

repeatabilityÊandÊsensitivityÊtoÊanÊestablishedÊmethodÊforÊisolatingÊRNAÊfromÊsaliva 
Þ WithÊfewerÊtipÊexchangesÊandÊprotocolÊsteps,Ê96ÊsamplesÊcanÊbeÊprocessedÊinÊlessÊthanÊ75Êminutes 
Þ ConventionalÊmagneticÊbeadÊapproachesÊrequireÊlargerÊdeckÊspaceÊthanÊtheÊSTARletÊoffersÊforÊprocessingÊ96Ê

samplesÊsimultaneouslyÊandÊtypicallyÊrequireÊ2hrsÊofÊprocessingÊtime 
Þ Fully-automatedÊprotocolÊforÊviralÊRNAÊpurificationÊfromÊsalivaÊallowsÊusersÊtoÊsetÊupÊandÊwalkÊawayÊ 
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