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Streszczenie

Automatyzacja laboratoriow wykorzystujgcych metody biologii molekularnej w diagnostyce
medycznej staje sig obecnie coraz czesciej koniecznosciq. W pracy przedstawiono informacje
dotyczqce jednego z dostepnych na rynku urzqdzen do automatycznej izolacji kwasow nukle-
inowych. Omowiono podstawy procesow wykorzystanych w aparacie NucliSens easyMag (bio-
Merieux), charakterystyke urzqdzenia oraz przyklady jego zastosowania na podstawie wia-
snych doswiadczen 1 literatury. Przedstawiono zalety aparatu i problemy, z ktorymi mogq sie
zetkngc uzytkownicy tego typu urzqdzen.

Zastosowanie omawianego ekstraktora w laboratorium diagnostycznym stanowi racjonalng

alternatywe dla manualnych metod ekstrakcji kwasow nukleinowych;, usprawnia rutynowq
prace i stwarza nowe mozliwosci.

Stowa kluczowe: izolacja kwaséw nukleinowych, DNA, RNA, automatyzacja,
diagnostyka medyczna
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Summary

1t is becoming standard procedure to introduce automatization in laboratories which employ
molecular biology for the purpose of medical diagnostics. This paper presents one of the cur-
rently available devices for automatic isolation of nucleic acids. The paper describes the molec-
ular principles of isolation used in NucliSens easyMag (bioMerieux), the extractor itself and
examples of application to routine diagnostics as based on our own experience and literature.
The advantages of the device as well as difficulties that users may encounter are discussed.

Application of this extractor intended for automatic nucleic acid isolation is a rational alterna-
tive to manual procedures; it improves routine work and offers new diagnostic possibilities.
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Wprowadzenie

Techniki amplifikacji kwasow nukleinowych
(NAT, nucleic acid amplification techniques) zrewo-
lucjonizowaly diagnostyke. Przelom nastagpit
w szczegblno§ci w dziedzinie mikrobiologii, gdzie
dzieki ich zastosowaniu zaczeto w sposob specyficz-
ny i ze znaczng czulo$cia wykrywac wiele patoge-
now. Stalo sie mozliwe wprowadzenie do rutyno-
wych badan testow iloSciowych oraz analizy poli-
morfizmu. Badania typu multipleks pozwolily na
uzyskiwanie duzej liczby informacji w krotkim cza-
sie. Postepowi w dziedzinie technik namnazania
kwasow nukleinowych towarzyszylo ulepszanie
metod izolacji kwas6w nukleinowych wykorzysty-
wanych jako substrat w NAT. Konieczne bylo opra-
cowanie metod otrzymywania kwaso6w nukleino-
wych:

— o odpowiedniej czystosci;

— pozbawionych inhibitor6w reakcji enzymatycz-
nych;

— o odpowiedniej koncentracji.

Powszechno§¢ stosowania NAT w laboratoriach
1 rosnaca liczba aplikacji sprawily, ze coraz pilniej-
sze stalo sie wdrozenie automatyzacji poszczegol-
nych etapow, w tym izolacji kwasow nukleinowych.

Obecnie metody biologii molekularnej zajmuja
kluczowe miejsce w transfuzjologii laboratoryjnej,
gdzie na wielka skale sg wykorzystywane do prowa-
dzenia przegladowych badan wirusologicznych oraz
w badaniach potwierdzenia wynikow reaktywnych
uzyskanych w przegladowych badaniach immuno-
enzymatycznych. Techniki amplifikacji kwasow
nukleinowych sa bardzo wazne w badaniach anty-
genow komorek krwi (HLA, HPA, RHD, itp.). Stad
1w tej dziedzinie diagnostyki wiedza dotyczaca po-
stepow metodyki izolacji kwasow nukleinowych jest
tak bardzo istotna.

W pracy omowiono zasady dzialania, charakte-
rystyke oraz przyklady zastosowan jednego z dostep-
nych obecnie na rynku automatycznego aparatu prze-
znaczonego do izolacji kwasow nukleinowych
— ekstraktora NucliSens easyMag (bioMerieux).

Zasady dzialania i charakterystyka
aparatu NucliSens easyMag

W aparacie NucliSens easyMag wykorzystano
metode izolacji opracowang przez Booma 1 wsp.
opisang w 1990 roku [1]. Dwie substancje maja klu-
czowe znaczenie: tiocyjanian guanidyny (GuSCN)
oraz krzemionka. Pierwszy zwiazek byl wcze$niej
znany jako bardzo efektywny czynnik do oczyszcza-
nia DNA i RNA ze wzgledu na wysoki potencjal

lityczny komorek oraz skuteczno§¢ inaktywacji nu-
kleaz. W wypadku krzemionki pewne bylo, ze wy-
kazuje ona znaczne powinowactwo do kwasow nu-
kleinowych, a jej dodatkowa zaleta jest powszech-
noS$¢ wystepowania. Boom i1 wsp. wykazali, ze
polaczenie wiaSciwosci tych dwoch substancji
w jednej metodzie umozliwia szybkie oczyszczenie
z ludzkiej surowicy lub moczu kolistego dwunicio-
wego DNA, liniowego dwuniciowego DNA, jedno-
niciowego DNA oraz rRNA. W ten sposoh, w krot-
kim czasie, jednocze$nie izolowano zaréwno DNA,
jak 1 RNA. Wydajno$¢ procedury byta wysoka 1 po-
zwalala odzyskac duza ilo§¢ kwasoéw nukleinowych.
Wyizolowane RNA nie bylo zdegradowane, charak-
teryzowalo sie wysoka czystoS§cig 1 nadawalo sie do
dalszej obrobki enzymatycznej [1].

Metode Booma i wsp. zastosowano do opraco-
wania automatycznej procedury izolacji kwasow
nukleinowych (ryc. 1). Pierwszy krok standardowe;j
procedury automatycznej polega na odpipetowaniu
probki do probowki z buforem zawierajacym czyn-
nik chaotropowy (GuSCN). Po krotkiej inkubacji,
w trakcie ktorej nastepuja liza i uwolnienie kwasow
nukleinowych z komorek lub w wypadku wirusow
z otoczek, mieszanine przenosi sie do specjalnego
pojemnika. Nastepnie jest dodawana zawiesina
krzemionki oplaszczonej na czasteczkach magne-
tycznych. W pojemniku, w warunkach wysokiego
stezenia soli, zachodzi adsorpcja kwaséw nukleino-
wych na powierzchni krzemionki. System automa-
tycznych pipet odciaga lizat. Tuz przed aspiracja li-
zatu do $cianek pojemnika zblizaja sie magnesy,
ktore zatrzymuja w pojemniku krzemionke z zaad-
sorbowanymi kwasami nukleinowymi. Pozostatosci
lizatu sa odplukiwane buforem zawierajacym Gu-
SCN, a nastepnie innymi buforami pluczacymi.
Ostatni etap polega na elucji i zawieszeniu kwasow
nukleinowych w podgrzanym niskostezonym bufo-
rze elucyjnym [2].

Na wstepnym etapie izolacji istnieje mozliwo§é
dodania wewnetrznej kontroli/kalibratora. Odpo-
wiednie DNA czy RNA moze by¢ przeniesione do
lizatu jako wewnetrzny standard umozliwiajacy kon-
trole efektywnoSci/prawidiowoSci procesu izolacji.

Opracowano wiele standardowych protokotow
zarzadzajacych praca aparatu, ktore pozwalaja na
izolacje kwaséw nukleinowych z r6znego materia-
tu biologicznego: surowicy, osocza, krwi pelnej, pty-
nu mobzgowo-rdzeniowego, moczu, katu, kultur bak-
teryjnych, jednojadrzastych komorek krwi obwodo-
wej, tkanek [2]. W aparacie stosuje sie pojemniki
umozliwiajace jednoczesna izolacje z 8 probek.
Mozliwa jest jednoczesna obrobka materiatu mak-
symalnie w 3 pojemnikach, czyli 24 probki. Stan-
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Rycina 1. Schemat izolacji kwaséw nukleinowych na poktadzie aparatu NucliSens easyMag (dzieki uprzejmosci

bioMerieux Polska)

Figure 1. Scheme of nucleic acid extraction with NucliSens EasyMag

A. Podczas inkubacji prébek z buforem lizujgcym kwasy nukleinowe sa uwalniane, a nastepnie ,wychwytywane”

przez krzemionke optaszczong na czastkach magnetycznych

B. Magnes umiejscowiony na pokfadzie NucliSens easyMag zatrzymuje czgstki magnetyczne w pojemniku, umozli-
wiajgc systemowi oczyszczenie kwasow nukleinowych w procesie wielokrotnego ptukania

C. Etap podgrzewania pozwala na efektywne uwolnienie kwaséw nukleinowych z czgstek krzemionki do niskostezo-

nego buforu

D. W ostatnim etapie czgstki magnetyczne sg oddzielane od eluatu

dardowa procedura izolacji DNA/RNA z 8-24 pro-
bek trwa okoto 45 minut, liczac od momentu wsta-
wienia materiatu biologicznego do aparatu. Musi by¢
poprzedzona 15-minutowym etapem przygotowaw-
czym oraz zakonczona przeniesieniem eluatu zawie-
rajacego kwasy nukleinowe do czystej probowki.
Mozna przyjac, ze, stosujac procedure standardowa,
w ciagu godziny mozliwe jest uzyskanie eluatu
kwasow nukleinowych nawet z 24 probek [2]. Or-
ganizujac prace tak, aby w trakcie dziatania aparatu
przygotowywac kolejng partie probek, mozna prze-
prowadzi¢ 8 serii izolacji, za kazdym razem nasta-
wiajac 24 probki. W ten sposob w trakcie jednej
zmiany mozna przeprowadzi¢ 192 izolacje.

Aparat jest obstugiwany przez oprogramowa-
nie, ktore pozwala na: 1. wybor odpowiedniej pro-
cedury izolacji, 2. dokonanie opcjonalnych ustawien
protokolu (np. objeto$¢ probki oraz eluatu), 3. kon-
trole procesu izolacji (postep procedury, ocena ilo-
Sci odczynnikow, Sledzenie bledow), 4. generowa-
nie, przechowywanie i drukowanie protokotow izo-
lacji oraz ich przebiegu [2].

Uzytkownik dysponuje standardowymi proto-
kotami izolacji (generic, specific), jednak dopuszczal-
na jest pewna elastyczno$c, jesli chodzi o przebieg
procesu izolacji. Istnieja dwa opcjonalne scenariu-
sze — w pierwszym (procedura on board) dodawa-
nie buforu lizujacego do probki nastepuje na pokla-

dzie urzadzenia, w alternatywnym (off board) etap
ten 1 wstepna inkubacja sg prowadzone poza apara-
tem, w przeznaczonej do tego celu przedamplifika-
cyjnej czesci laboratorium. Zwlaszcza w przypadku
drugiego sposobu postepowania istnieje mozliwo$¢é
modyfikowania procedury (np. dodawanie proteazy
K lub/i zmiany proporcji buforu lizujacego do obje-
toSci materialu badanego, zmiana iloSci krzemion-
ki, itp.) w celu zwiekszenia jej wydajnosci. Tego
typu modyfikacji dokonano w Pracowni Biologii Mo-
lekularnej IHiT. Poniewaz standardowy protokot
izolacji DNA z krwi pelnej nie pozwalal na uzyska-
nie kwasow nukleinowych o oczekiwanej czysto$ci
oraz koncentracji, wdrozono procedure, w ktorej za-
miast 200 ul buforu lizujacego zastosowano 900 ul.
Dodatkowo proces lizy on board zostal poprzedzo-
ny inkubacja off board.

Kilku autor6w dokonato bezpoSredniego porow-
nania aparatu NucliSens easyMag z innymi tego ro-
dzaju urzadzeniami oraz z metodami manualnymi
wykorzystywanymi w diagnostyce klinicznej. Kon-
frontowano wyniki badan NAT réznych patogendow po
1izolacji z réznorodnego materiatu klinicznego na eks-
traktorze bioMerieux i na urzadzeniach firmy Qiagen
GmbH, takich jak BioRobot 9604 [3], Biorobot MDx
[4] 1 EZ1 [5, 6]; firmy Roche — MagNA Pure Com-
pact [6] oraz metodami manualnymi — QIAamp DNA
lub RNA Viral Mini Kit (Qiagen) [3, 5-8] 1 High Pure
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PCR Template Preparation Kit (Roche) [6]. Cho-
ciaz odczynniki oraz materialy zuzywalne do tego
aparatu nalezaly do najdrozszych, metoda ta wyma-
gala stosunkowo niewielkiego zaangazowania obstu-
gi 1 pozwolila uzyskaé bardzo wysoka przepusto-
wo§¢ oraz bardzo dobra wydajno$¢ odzyskiwania
kwasow nukleinowych z badanej probki [5].

Zastosowanie automatycznej ekstrakcji
kwasow nukleinowych w mikrobiologii

W Pracowni Biologii Molekularnej IHiT aparat
NucliSens easyMag jest wykorzystywany do izola-
cji kwasow nukleinowych w trakcie wielu badan
diagnostycznych, miedzy innymi w badaniu ilo§cio-
wym DNA CMV (cytomegalovirus) oraz DNA EBV
(Epstein-Barr virus) w krwi pelnej. Badania DNA
CMV sa wykonywane glownie u pacjentow z cho-
robami hematologicznymi, zwlaszcza tych z uposle-
dzong odporno$cig 1 nalezacych do grupy ryzyka re-
aktywacji zakazen CMV. U pacjentow po przeszcze-
pieniu krwiotworczych komorek macierzystych
DNA CMYV jest monitorowane wedlug wczesniej
opisanego algorytmu. Procedura badania/Sledzenia
DNA CMV u chorych z upo$ledzong odporno§cia ma
na celu roznicowanie istotnego klinicznie zakaze-
nia aktywnego od nieistotnego zakazenia latentne-
go. Dodatkowo, monitorowanie DNA CMV meto-
dami iloSciowymi jest zlecane dla oceny skuteczno-
Sci leczenia przeciwwirusowego [9, 10].

Ilo§ciowe badanie DNA EBV wykonuje sie
w celu diagnozowania mononukleozy zakaznej, po-
transplantacyjnej choroby limfoproliferacyjne;j
(PTLD, post-transplant lymphoproliferative disorder)
oraz do oceny przebiegu zakazenia.

W tabeli 1 poréwnano wyniki badan probek
kontrolnych (Program Zewnetrznej Kontroli Jako-
Sci Diagnostyki Molekularnej [Quality Control for
Molecular Diagnostics] Glasgow, Szkocja 2009 rok)
metoda real-time PCR (polymerase chain reaction)
poprzedzong izolacja DNA wykonang automatycz-
nym ekstraktorem NucliSens easyMag oraz me-
toda manualng z zastosowaniem kolumienek
z membrang krzemionkowa (NucleoSpin Blood Kit,
Macherey-Nagel); DNA wiruséw CMV oraz Parvo
B19 (B19V) izolowano obiema metodami z tych sa-
mych préobek, a nastepnie amplifikowano odpo-
wiednia metoda real-time PCR. W wypadku DNA
B19V, gdy uzywano procedury automatycznej, sy-
gnat fluorescencji pojawial sie wezesniej. Swiad-
czy to o podobnej efektywnosci obu systemow
izolacji pozwalajacej uzyskaé podobng czuto$¢ de-
tekcji, z niewielka przewaga procedury automa-
tycznej.

Tabela 1. Poréwnanie wynikéw badania prébek kon-
trolnych zakazonych wirusem Parvo B19 oraz CMV
po izolacji kwaséw nukleinowych metodg manualng
NucleoSpin Blood Kit, Macherey-Nagel oraz automa-
tyczng Nuclisens easyMag

Table 1. Comparison of test results of control samples
infected with B19V and CMV after use of manual
(NucleoSpin Blood Kit, Macherey-Nagel ) and auto-
matic (Nuclisens EasyMag) method of extraction

Parvovirus B19 [IU/ml] Wynik real-time

PCR (Ct)
Metoda EasyMag
manualna

157 44,00 41,92
948 35,97 33,07
94 45 (ujemny) 45 (ujemny)
382 39,71 36,88

0 45 (ujemny) 45 (ujemny)
1274 34,1 33,72
708 40,91 34,52
28 45 (ujemny) 45 (ujemny)
CMV (AD 169) [kopie/ml]

24099 29,85 30,30
1009 33,18 34,65
211 38,32 38,45
252 348 25,81 26,43
1028 33,99 35,26
3266 31,69 33,16
23 174 28,71 29,93

0 45 (ujemny) 45 (ujemny)
2228 435 22,33 22,69
238 45 (ujemny) 45 (ujemny)
245 36,10 38,11
4313 32,01 33,14

W obu przypadkach izolacje prowadzono z 200 ul osocza prébek kontrolnych
oraz eluowano odpowiednio 50 i 25 ul buforu elucyjnego. Do detekgji
stosowano taka sama dla danego wirusa metode real-time PCR [11, 12],
wyniki wyrazono w postaci wartosci Ct (treshhold cycle)

Nalezy podkresli¢, ze zarowno w przypadku
badan materiatu klinicznego, jak probek od dawcow
w badaniach przesiewowych prowadzonych u nie-
ktorych dawcow krwi zdarza sie, ze mamy do czy-
nienia z bardzo wysoka wiremia, siegajacg nawet
10 TU/ml [13]. Tak znaczna koncentracja wirusa
w probce stwarza potencjalne ryzyko wystapienia
kontaminacji juz na etapie przed amplifikacja. Do-
tychczas, w trakcie badan metoda automatyczng
probek z wysoka wiremig przekraczajaca 10° IU/ml
(n = 30) nie obserwowano tego typu niepozadane-
go zdarzenia prowadzacego do powstania wynikow
fatszywie dodatnich.
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Tabela 2. Przyktady zastosowania aparatu do automatycznej izolacji kwaséw nukleinowych NucliSens easyMag

w mikrobiologii klinicznej

Table 2. Examples of application of automatic nucleic acids extractor NucliSens easyMag in medical microbiology

Badany patogen Materiat Materiat genetyczny Metoda NAT Pismiennictwo
biologiczny patogenu/ow
Metapneumovirus (hMPV) Materiaty z gornych DNA NASBA (EasyQ) [14]
drég oddechowych (aspiraty,
poptuczyny, wymazy,
plwocina)
Cytomegalovirus (CMV) Wysuszona krew pobrana DNA Real-time PCR, [28]
na bibute klasyczny PCR
Cytomegalovirus (CMV) Osocze DNA QPCR (Artur) [21]
Bordatella pertusis Poptuczyny oskrzelowe
Herpes simplex virus Il Ptyn mézgowo-rdzeniowy DNA QPCR [5]
Coxsackievirus A9
BK virus Osocze
Mycoplasma pneumoniae Prébka z tchawicy
HCV Osocze RNA Abbott Real [20]
TimeHCV QPCR
HIV-1 Osocze RNA Nuclisens Easy [15]
Q-EasyMag HIV-1 assay
HIV-1 Osocze RNA Nuclisens Easy [18]
Q-EasyMag HIV-1 assay
Mycoplasma pneumoniae Wymaz z gardta DNA Real-time [16]
Chlamydia pneumoniae NASBA EasyQ
@YV} Petna krew QPCR real-time PCR
Respiratory Syncytial virus (RSV) Prébki z gérnych RNA NASBA [24]
drég oddechowych
Human papiloma virus Wymaz z szyjki DNA Amplicor HPV, Linear [19]
macicy/Cervical swabs Array HPV genotyping
Mycoplasma pneumoniae Prébki z gérnych DNA Nuclisens easyQ [17]
Chlamydia pneumoniae drég oddechowych
Clostridium difficile Kat DNA Real-time PCR [27]
(toxin B gene)
Influenza A (H1N1) virus Prébki z goérnych drog RNA Multipleks real-time PCR [25]
Influenza A (A1-A3) virus oddechowych poprzedzony odwrotng
Influenza B virus transkrypcja
RSV
Influenza A virus Prébki z gérnych drég RNA/DNA Real-time PCR [3]

Influenza B virus oddechowych
Parainfluenza virus type 1

Adenovirus

W automacie izolowane sg takze kwasy nukle-
inowe do badania w kierunku wirusa BK (wirus
krwotocznego zapalenia pecherza moczowego), do
badania genotypu wirusa HBV i HCV metoda od-
wrotnej hybrydyzacji (LIPA) oraz do reakcji PCR,
ktorej produkt jest stosowany do sekwencjonowa-
nia (badanie polimorfizmu HBV, B19V).

W roznych laboratoriach aparat jest wykorzy-
stywany do wykrywania wielu innych patogenow
(tab. 2). Automatyczna metoda izolacji jest laczona

z detekcja metodami typu home made oraz z zesta-
wami komercyjnymi takich producentow, jak Bio-
Meriux [14-18], Roche [19] czy Abbott [20, 21].
Prowadzone sg badania r6znorodnego materiatu bio-
logicznego obejmujacego osocze [5, 15, 20-22],
krew pelng [16, 23], materiat z drog oddechowych
[3, 5, 14, 16, 17, 24-26], plyn mbézgowo-rdzeniowy
[5, 6], mocz [4], kal [27]. Wykazano uzyteczno$¢ tej
procedury do badan przesiewowych DNA CMV
u noworodkow. Jako material wyjSciowy stosowa-
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no bibule z zaschnietg krwia [28]. Wielu autorow
podkresla, ze izolacja easyMag pozwala skuteczniej
ograniczy¢ trudnos§ci zwiazane z obecno$cig w ba-
danym materiale biologicznym inhibitorow reakcji
enzymatycznych. Jest to szczegoélnie istotne w przy-
padku izolacji kwasow nukleinowych z moczu.
Wchodzacy w jego sktad mocznik to silny inhibitor
polimerazy DNA stosowanej w reakcji PCR. Skala
problemu zwigzanego z obecnoS$cia inhibitorow re-
akcji PCR w moczu oraz jego ograniczenie przez
stosowanie ekstrakcji kwasow nukleinowych na
aparacie easyMag zostala pokazana przez Kima
1 wsp. [4]. Por6wnano wyniki badania DNA wirusa
BKV w osoczu oraz w moczu po ekstrakcji kwasow
nukleinowych rownolegle dwiema metodami wyko-
rzystujacymi powinowactwo krzemionki do kwasow
nukleinowych — w aparacie easyMag oraz BioRo-
bot MDx system (Qiagen GmbH, Hilden, Niemcy).
To drugie urzadzenie wykorzystuje powszechnie
stosowana w laboratoriach technologie membran
krzemionkowych umieszczonych w kolumienkach.
IloSciowa metoda real-time PCR pozwalala na wy-
krycie DNA wirusa BK. Badanie byto uniewaznia-
ne, jeSli warto$¢ Ct (treshhold cycles) dla kontroli we-
wnetrznej wynosita powyzej 36. Gdy badano oso-
cze, odsetek wynikow niewaznych dla obu metod
byt zblizony, jednak gdy badano mocz, w przypad-
ku metody wykorzystujacej membrany krzemion-
kowe konieczno$¢ powtodrzenia badania z powodu
niewaznej kontroli wewnetrznej wystepowala nie-
mal trzykrotnie czeSciej (ok. 36%). Wedltug auto-
row wyniki takie wskazuja na to, ze system easy-
Mag skuteczniej usuwa inhibitory reakcji PCR obec-
ne w moczu. Jednocze$nie, tam gdzie udalo sie
uzyskaé wyniki dodatnie obiema metodami, fluore-
scencja po izolacji technologig z uzyciem krzemionki
oplaszczonej na kulkach magnetycznych pojawiata
sie weze$niej w trakcie amplifikacji (Ct mialo nizszg
warto$c). Wyniki badan przedstawione przez Kima
1 wsp. pokazuja, ze jest to metoda przynoszgca wy-
mierne korzy$ci w badaniach iloSciowych wirusa BK
W moczu.

Zastosowanie aparatu NucliSense
easyMag do badan genetycznych

Oprocz zastosowania w mikrobiologii aparat
NucliSens easyMag moze by¢ wykorzystywany
w laboratoriach genetycznych oraz onkologicznych.

Standardowy protokoét pozwala na izolacje kwa-
so6w nukleinowych ze 100 ul krwi pobranej na Ethy-
lene Diamine Tetraacetic Acid (EDTA) oraz ich elu-
cje w objetosci 25-110 ul odpowiedniego buforu. Na
przykiad, przy uzyciu standardowego protokotu

z probek krwi pelnej pobranej od 20 dawcow z para-
metrami morfologii krwi mieszczacymi sie w grani-
cach normy uzyskiwano stezenie DNA w granicach
13,07-27,48 ng/ul (pomiaru dokonywano w 1 ul elu-
atu w spektrofotometrze NanoDrop). Wydaje sie, ze
wspomniany protokol wydajnej ekstrakcji kwasow
nukleinowych z bibutl z zaschnieta krwig moze zna-
lez¢ zastosowanie w klinicznych laboratoriach ge-
netycznych, onkologicznych oraz w laboratoriach
medycyny sadowe;j.

W Pracowni Biologii Molekularnej IHiT urza-
dzenie to stosowano do genotypowania krwinek
plytkowych (HPA1) metoda sequence specific priming
(SSP) oraz do genotypowania krwinek czerwonych
(RHD) metodg real-time PCR. Wysoka wydajno$¢
w odzyskiwaniu kwasow nukleinowych z osocza
zostala wykorzystana do opracowania unikalnych
metod pozwalajacych na prowadzenie nieinwazyj-
nych badan prenatalnych w osoczu kobiet ciezar-
nych w konfliktach serologicznych [29-31]. Wyko-
rzystano fakt, ze w osoczu kobiety ciezarnej jest
obecne pozakomoérkowe, wolnokrazace DNA plodu,
ktore stanowi 3—-6% DNA izolowanego w osoczu.
Pojawia sie ono juz w 5.-7. tygodniu ciazy, jego ste-
zenie wzrasta w trakcie cigzy i zanika szybko po
porodzie [32]. Takie postepowanie diagnostyczne
pozwala zastgpi¢ badanie antygenow na powierzch-
ni erytrocytow pobieranych podczas kordocentezy
albo badania metodami genetycznymi z amniocytow
lub kosmkow tozyska, ktore niosa ze sobg ryzyko
powiklan, poglebienia immunizacji matki, a nawet
utraty cigzy. Automatyczna izolacja DNA z 1 ml
osocza matki oraz zageszczenie w 25 ul buforu elu-
cyjnego pozwala wykry¢ metoda real-time PCR na-
wet najmniejsze iloSci DNA niosace ze soba infor-
macje o rodzaju antygenow czerwonokrwinowych
plodu oraz odpowiednich gené6w kontrolnych. Ba-
danie nieinwazyjne genu RHD plodu stosuje sie
obecnie rutynowo w Pracowni Biologii Molekular-
nej Zaktadu Immunologii Hematologiczni i Trans-
fuzjologicznej u kobiet z przeciwcialami anty-RhD.
Niewykrycie genu RHD w probce DNA izolowane-
g0 z osocza ciezarnej zawierajacego DNA plodowe
wskazuje na to, ze przeciwciala nie sg grozne dla
plodu. Mozna wiec nie podejmowac inwazyjnych
metod monitorowania choroby hemolityczne;.

Wydajna izolacja DNA z osocza kobiet ciezar-
nych jest tez konieczna dla opracowywania metod
identyfikacji innych antygenow komorek krwi, po-
przez analize kodujacych je genow. Szczegdlnie
istotne bedzie opracowanie diagnostyki antygenu K
z ukladu Kell oraz antygenu HPAla ptytek krwi
[29]. W przypadku tych antygenow réznice w anty-
genach matki 1 plodu sprowadzaja sie do jednego
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nukleotydu (polimorfizm typu single nucleotide po-
lymorphism), co w znacznym stopniu zwieksza ska-
le trudno$ci wdrazania takiej metody.

Kontaminacje niskoczasteczkowymi fragmen-
tami genomu obserwowane w bhadaniach nieinwa-
zyjnych prowadzonych w autora pracy laboratorium
wskazuja na konieczno$¢ opracowania odpowied-
nich procedur zapobiegajacych tego typu proble-
mom. Niektore laboratoria przezornie nie prowadzg
izolacji z osocza i1 z krwi pelnej przy uzyciu tego sa-
mego aparatu [informacja ustna].

Podsumowanie

Aparat NucliSens easyMag jest przykiadem
jednego z dostepnych obecnie na rynku urzadzen
do automatycznej izolacji RNA i DNA. Umozliwia
ekstrakcje kwasow nukleinowych z réznorodnego
materiatu klinicznego, pozwala usprawnic rutynowa
prace metodami NAT i stanowi realng alternatywe
dla obecnie najpowszechniej stosowanych w Polsce
metod manualnych. Zaleta urzadzenia jest efektyw-
ne usuwanie inhibitoréw reakcji enzymatycznych
oraz elastyczno§¢ stosowanych protokoléw pozwa-
lajaca na wprowadzanie modyfikacji poprawiajacych
wydajno$é. Przed wprowadzeniem automatyczne;j
ekstrakcji kwasow nukleinowych nalezy dokonac
analizy ekonomicznej ponoszonych kosztow oraz
oszczednoSci, jakie niesie ze sobg czeSciowe zasta-
pienie pracy osob zatrudnionych w laboratorium.

PiSmiennictwo

1. Boom R., Sol C.J.A., Salimans M.M.M., Jansen C.L., Wertheim-
van Dillen P.M.E., van der Noordaa J. Rapid and simple method
for purification of nucleic acids. J. Clin. Microbiol. 1990, 28 (3):
495-503.

2. NucliSens EASYMAG Podrecznik uzytkownika. Wersja 2.0;
04.2008. bioMerieux, Boxtel, Holandia.

3. Chan K.H., Yam W.C., Pang C.M., Chan K.M., Lam S.Y., Lo K.F.,
Poon L.L., Peiris ]J.S. Comparison of the NucliSens easyMAG
and Qiagen BioRobot 9604 nucleic acid extraction systems for
detection of RNA and DNA respiratory viruses in nasopharyngeal
aspirate samples. J. Clin. Microbiol. 2008; 46 (7): 2195-2199.

4. Kim S., Park S.J., Namgoong S., Sung H., Kim M.N. Compara-
tive evaluation of two automated systems for nucleic acid ex-
traction of BK virus: NucliSens easyMAG versus BioRobot
MDx. J. Virol. Methods 2009; 162 (1-2): 208-212.

5. Dundas N., Leos N.K., Mitui M., Revell P., Rogers B.B. Com-
parison of automated nucleic acid extraction methods with man-
ual extraction. J. Mol. Diagn. 2008; 10 (4): 311-316.

6. Yera H., Filisetti D., Bastien P., Ancelle T., Thulliez P., Delhaes
L. Multicenter comparative evaluation of five commercial meth-
ods for toxoplasma DNA extraction from amniotic fluid. J. Clin.
Microbiol. 2009; 47 (12): 3881-3886.

7. Hantz S., Goudard M., Marczuk V. i wsp. HPV detection and
typing by INNO-LiPA assay on liquid cytology media Easyfix

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Labonord after extraction QIAamp DNA Blood Mini Kit (R)
Qiagen and Nuclisens easyMAG(R) Biomérieux. Pathol. Biol.
(Paris). 2009 Oct 26. [w druku].

. Perandin F., Pollara P.C., Gargiulo F., Bonfanti C., Manca N.

Performance evaluation of the automated NucliSens easyMAG
nucleic acid extraction platform in comparison with QIAamp
Mini kit from clinical specimens. Diagn. Microbiol. Infect. Dis.
2009; 64 (2): 158-165.

. Grabarczyk P., Brojer E., Nasilowska B., Marianska B.

Uzyteczno$¢ iloSciowego badania technika real-time PCR do
wykrywania i monitorowania zakazenia cytomegalowirusem po
przeszczepieniu allogenicznych komorek krwiotworczych. Pols-
ki Merkuriusz Lekarski 2006, 123: 227-231.

Grabarczyk P. Wykrywanie i monitorowanie zakazen CMV me-
toda iloSciowego real-time PCR — nowe mozliwos$ci diagnosty-
ki zakazenia wirusem CMYV. Diagnostyka Laboratoryjna 2008,
44: 249-260.

Candotti D., Etiz N., Parsyan A., Allain J-P. Identification and
characterization of persistent human erythrovirus infection in
blood donor samples. J. Virology 2004; 78 (22): 12169-12178.
Machida U., Kami M., Fukui T. i wsp. Real-time automated PCR
for early diagnosis and monitoring of cytomegalovirus infection
after bone marrow transplantation. J. Clin. Microbiol. 2000; 38
(7): 2536-2542.

Letowska M. (red.). Medyczne zasady pobierania krwi, oddziela-
nia ich skiadnikéw i wydawania, obowiazujace w jednostkach
organizacyjnych publicznej stuzby krwi. Warszawa, Instytut He-
matologii 1 Transfuzjologii, 2009.

Ginocchio C.C., Manji R., Lotlikar M., Zhang F. Clinical evaluation
of NucliSENS magnetic extraction and NucliSENS analyte-spe-
cific reagents for real-time detection of human metapneumovi-
rus in pediatric respiratory specimens. J. Clin. Microbiol. 2008;
46 (4): 1274-1280.

Scott L.E., Noble L.D., Moloi J., Erasmus L., Venter W.D.,
Stevens W. Evaluation of the Abbott m2000 RealTime human
immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) assay for HIV load mon-
itoring in South Africa compared to the Roche Cobas AmpliP-
rep-Cobas Amplicor, Roche Cobas AmpliPrep-Cobas TagMan
HIV-1, and BioMerieux NucliSENSEasyQ HIV-1 assays. J. Clin.
Microbiol. 2009; 47 (7): 2209-2217.

Loens K., Bergs K., Ursi D., Goossens H., Ieven M. Evaluation
of NucliSens easyMAG for automated nucleic acid extraction from
various clinical specimens. J. Clin. Microbiol. 2007; 45 (2): 421-425.
Bésseéde E., Renaudin H., Clerc M., de Barbeyrac B., Bébéar C.,
Pereyre S. Evaluation of the combination of the NucliSENS
easyMAG(R) and the EasyQ(R) applications for the detection of
Mycoplasma pneumoniae and Chlamydia pneumoniae in respira-
tory tract specimens. Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. 2009
Nov 26. [w druku].

Stevens W., Horsfield P., Scott L.E. Evaluation of the perfor-
mance of the automated NucliSENS easyMAG and EasyQ sys-
tems versus the Roche AmpliPrep-AMPLICOR combination for
high-throughput monitoring of human immunodeficiency virus
load. J. Clin. Microbiol. 2007; 45 (4): 1244-1249.

Koidl C., Bozic M., Hadzisejdic L. i wsp. Comparison of molecu-
lar assays for detection and typing of human papillomavirus. Am.
J. Obstet. Gynecol. 2008; 199 (2): 144.e1-6.

Martré6 E., Garcia-Sierra N., Gonzélez V., Saludes V., Matas L.,
Ausina V. Evaluation of an automated nucleic acid extractor for
hepatitis C virus load quantification. J. Clin. Microbiol. 2009; 47
(3): 811-813.

www.jtm.viamedica.pl 7



Journal of Transfusion Medicine 2010, tom 3, nr 1

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Caliendo A.M., Ingersoll J., Fox-Canale A.M. i wsp. Evaluation
of real-time PCR laboratory-developed tests using analyte-spe-
cific reagents for cytomegalovirus quantification. J. Clin. Micro-
biol. 2007; 45 (6): 1723-1727.

Milia M.G., Allice T., Gregori G., Mussino S., Orofino G.,
Bonora S., Ghisetti V. Magnetic-silica based nucleic acid extraction
for Human Immunodeficiency Virus Type-1 drug-resistance testi-
ng in low viremic patients. J. Clin. Virol. 2010; 47 (1) 8-12.

Pillet S., Bourlet T., Pozzetto B. Comparative evaluation of
a commercially available automated system for extraction of vi-
ral DNA from whole blood: application to monitoring of epstein-
barr virus and cytomegalovirus load. J. Clin. Microbiol. 2009; 47
(11): 3753-3755.

Manji R., Lotlikar M., Zhang F., Ginocchio C. Clinical Evaluation
of NucliSENS Magnetic Extraction and NucliSENS Analytic Spe-
cific Reagents for the Real Time Detection of Respiratory Syn-
cytial Virus (RSV) in Pediatric Respiratory Specimens. J. Clin.
Pathol. 2009 Jul 21. [w druku].

Bose M.E., Beck E.T., Ledeboer N. i wsp. Rapid semiautomated
subtyping of influenza virus species during the 2009 swine ori-
gin influenza A HIN1 virus epidemic in Milwaukee, Wisconsin.
J. Clin. Microbiol. 2009; 47 (9): 2779-2786.

Bolotin S., De Lima C., Choi K.W. i wsp. Validation of the
TagMan Influenza A Detection Kit and a rapid automated total

27.

28.

29.

30.

31.

32.

nucleic acid extraction method to detect influenza A virus in
nasopharyngeal specimens. Ann. Clin. Lab. Sci. 2009; 39 (2):
155-159.

Stamper P.D., Babiker W., Alcabasa R. i wsp. Evaluation of
anew commercial TagMan PCR assay for direct detection of the
clostridium difficile toxin B gene in clinical stool specimens.
J. Clin. Microbiol. 2009; 47 (12): 3846-3850.

Soetens 0., Vauloup-Fellous C., Foulon I. i wsp. Evaluation of
different cytomegalovirus (CMV) DNA PCR protocols for analy-
sis of dried blood spots from consecutive cases of neonates with
congenital CMV infections. J. Clin. Microbiol. 2008; 46 (3):
943-946.

Orzinska A., Guz K., Brojer E., Zupar’lska B. Preliminary results
of fetal Rhc examination in plasma of pregnant women with anti-
c. Prenat. Diagn. 2008, 28: 335-337.

Orzinska A., Engels K., Lakomy M. i wsp. Obecno$¢ ,,niemego”
genu RHD u RhD ujemne;j kobiety ciezarnej z przeciwciatami anty-
RhD uniemozliwia okreslenie genotypu RHD plodu metoda niein-
wazyjna. Ginekol. Pol. 2009, 80: 786-790.

Orzinska A., Guz K., Brojer E. Nieinwazyjne badania prenatalne
z osocza kobiet ciezarnych w Kkonfliktach serologicznych
w Polsce. Ginekol. Pol. 2009, 80: 768-771.

LoY., Corbetta N., Chamberlain P. i wsp. Presence of fetal DNA in
maternal plasma and serum. Lancet 1997, 350: 485-487.

www.jtm.viamedica.pl



