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Streszczenie
Automatyzacja laboratoriów wykorzystujących metody biologii molekularnej w diagnostyce
medycznej staje się obecnie coraz częściej koniecznością. W pracy przedstawiono informacje
dotyczące jednego z dostępnych na rynku urządzeń do automatycznej izolacji kwasów nukle-
inowych. Omówiono podstawy procesów wykorzystanych w aparacie NucliSens easyMag (bio-
Merieux), charakterystykę urządzenia oraz przykłady jego zastosowania na podstawie wła-
snych doświadczeń i literatury. Przedstawiono zalety aparatu i problemy, z którymi mogą się
zetknąć użytkownicy tego typu urządzeń.
Zastosowanie omawianego ekstraktora w laboratorium diagnostycznym stanowi racjonalną
alternatywę dla manualnych metod ekstrakcji kwasów nukleinowych; usprawnia  rutynową
pracę i stwarza nowe możliwości.
Słowa kluczowe: izolacja kwasów nukleinowych, DNA, RNA, automatyzacja,
diagnostyka medyczna
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Summary
It 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.
Key words: nucleic acid extraction, DNA, RNA, automatization, medical diagnostics
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Wprowadzenie

Techniki amplifikacji kwasów nukleinowych
(NAT, nucleic acid amplification techniques) zrewo-
lucjonizowały diagnostykę. Przełom nastąpił
w szczególności w dziedzinie mikrobiologii, gdzie
dzięki ich zastosowaniu zaczęto w sposób specyficz-
ny i ze znaczną czułością wykrywać wiele patoge-
nów. Stało się możliwe wprowadzenie do rutyno-
wych badań testów ilościowych oraz analizy poli-
morfizmu. Badania typu multipleks pozwoliły na
uzyskiwanie dużej liczby informacji w krótkim cza-
sie. Postępowi w dziedzinie technik namnażania
kwasów nukleinowych towarzyszyło ulepszanie
metod izolacji kwasów nukleinowych wykorzysty-
wanych jako substrat w NAT. Konieczne było opra-
cowanie metod otrzymywania kwasów nukleino-
wych:
— o odpowiedniej czystości;
— pozbawionych inhibitorów reakcji enzymatycz-

nych;
— o odpowiedniej koncentracji.

Powszechność stosowania NAT w laboratoriach
i rosnąca liczba aplikacji sprawiły, że coraz pilniej-
sze stało się wdrożenie automatyzacji poszczegól-
nych etapów, w tym izolacji kwasów nukleinowych.

Obecnie metody biologii molekularnej zajmują
kluczowe miejsce w transfuzjologii laboratoryjnej,
gdzie na wielką skalę są wykorzystywane do prowa-
dzenia przeglądowych badań wirusologicznych oraz
w badaniach potwierdzenia wyników reaktywnych
uzyskanych w przeglądowych badaniach immuno-
enzymatycznych. Techniki amplifikacji kwasów
nukleinowych są bardzo ważne w badaniach anty-
genów komórek krwi (HLA, HPA, RHD, itp.). Stąd
i w tej dziedzinie diagnostyki wiedza dotycząca po-
stępów metodyki izolacji kwasów nukleinowych jest
tak bardzo istotna.

W pracy omówiono zasady działania, charakte-
rystykę oraz przykłady zastosowań jednego z dostęp-
nych obecnie na rynku automatycznego aparatu prze-
znaczonego do izolacji kwasów nukleinowych
— ekstraktora NucliSens easyMag (bioMerieux).

Zasady działania i charakterystyka
aparatu NucliSens easyMag

W aparacie NucliSens easyMag wykorzystano
metodę izolacji opracowaną przez Booma i wsp.
opisaną w 1990 roku [1]. Dwie substancje mają klu-
czowe znaczenie: tiocyjanian guanidyny (GuSCN)
oraz krzemionka. Pierwszy związek był wcześniej
znany jako bardzo efektywny czynnik do oczyszcza-
nia DNA i RNA ze względu na wysoki potencjał

lityczny komórek oraz skuteczność inaktywacji nu-
kleaz. W wypadku krzemionki pewne było, że wy-
kazuje ona znaczne powinowactwo do kwasów nu-
kleinowych, a jej dodatkową zaletą jest powszech-
ność występowania. Boom i wsp. wykazali, że
połączenie właściwości tych dwóch substancji
w jednej metodzie umożliwia szybkie oczyszczenie
z ludzkiej surowicy lub moczu kolistego dwunicio-
wego DNA, liniowego dwuniciowego DNA, jedno-
niciowego DNA oraz rRNA. W ten sposób, w krót-
kim czasie, jednocześnie izolowano zarówno DNA,
jak i RNA. Wydajność procedury była wysoka i po-
zwalała odzyskać dużą ilość kwasów nukleinowych.
Wyizolowane RNA nie było zdegradowane, charak-
teryzowało się wysoką czystością i nadawało się do
dalszej obróbki enzymatycznej [1].

Metodę Booma i wsp. zastosowano do opraco-
wania automatycznej procedury izolacji kwasów
nukleinowych (ryc. 1). Pierwszy krok standardowej
procedury automatycznej polega na odpipetowaniu
próbki do próbówki z buforem zawierającym czyn-
nik chaotropowy (GuSCN). Po krótkiej inkubacji,
w trakcie której następują liza i uwolnienie kwasów
nukleinowych z komórek lub w wypadku wirusów
z otoczek, mieszaninę przenosi się do specjalnego
pojemnika. Następnie jest dodawana zawiesina
krzemionki opłaszczonej na cząsteczkach  magne-
tycznych. W pojemniku, w warunkach wysokiego
stężenia soli, zachodzi adsorpcja kwasów nukleino-
wych na powierzchni krzemionki. System automa-
tycznych pipet odciąga lizat. Tuż przed aspiracją li-
zatu do ścianek pojemnika zbliżają się magnesy,
które zatrzymują w pojemniku krzemionkę z zaad-
sorbowanymi kwasami nukleinowymi. Pozostałości
lizatu są odpłukiwane buforem zawierającym Gu-
SCN, a następnie innymi buforami płuczącymi.
Ostatni etap polega na elucji i zawieszeniu kwasów
nukleinowych w podgrzanym niskostężonym bufo-
rze elucyjnym [2].

Na wstępnym etapie izolacji istnieje możliwość
dodania wewnętrznej kontroli/kalibratora. Odpo-
wiednie DNA czy RNA może być przeniesione do
lizatu jako wewnętrzny standard umożliwiający kon-
trolę efektywności/prawidłowości procesu izolacji.

Opracowano wiele standardowych protokołów
zarządzających pracą aparatu, które pozwalają na
izolację kwasów nukleinowych z różnego materia-
łu biologicznego: surowicy, osocza, krwi pełnej, pły-
nu mózgowo-rdzeniowego, moczu, kału, kultur bak-
teryjnych, jednojądrzastych komórek krwi obwodo-
wej, tkanek [2]. W aparacie stosuje się pojemniki
umożliwiające jednoczesną izolację z 8 próbek.
Możliwa jest jednoczesna obróbka materiału mak-
symalnie w 3 pojemnikach, czyli 24 próbki. Stan-
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dardowa procedura izolacji DNA/RNA z 8–24 pró-
bek trwa około 45 minut, licząc od momentu wsta-
wienia materiału biologicznego do aparatu. Musi być
poprzedzona 15-minutowym etapem przygotowaw-
czym oraz zakończona przeniesieniem eluatu zawie-
rającego kwasy nukleinowe do czystej probówki.
Można przyjąć, że, stosując procedurę standardową,
w ciągu godziny możliwe jest uzyskanie eluatu
kwasów nukleinowych nawet z 24 próbek [2]. Or-
ganizując pracę tak, aby w trakcie działania aparatu
przygotowywać kolejną partię próbek, można prze-
prowadzić 8 serii izolacji, za każdym razem nasta-
wiając 24 próbki. W ten sposób w trakcie jednej
zmiany można przeprowadzić 192 izolacje.

Aparat jest obsługiwany przez oprogramowa-
nie, które pozwala na: 1. wybór odpowiedniej pro-
cedury izolacji, 2. dokonanie opcjonalnych ustawień
protokołu (np. objętość próbki oraz eluatu), 3. kon-
trolę procesu izolacji (postęp procedury, ocena ilo-
ści odczynników, śledzenie błędów), 4. generowa-
nie, przechowywanie i drukowanie protokołów izo-
lacji oraz ich przebiegu [2].

Użytkownik dysponuje standardowymi proto-
kołami izolacji (generic, specific), jednak dopuszczal-
na jest pewna elastyczność, jeśli chodzi o przebieg
procesu izolacji. Istnieją dwa opcjonalne scenariu-
sze — w pierwszym (procedura on board) dodawa-
nie buforu lizującego do próbki następuje na pokła-

dzie urządzenia, w alternatywnym (off board) etap
ten i wstępna inkubacja są prowadzone poza apara-
tem, w przeznaczonej do tego celu przedamplifika-
cyjnej części laboratorium. Zwłaszcza w przypadku
drugiego sposobu postępowania istnieje możliwość
modyfikowania procedury (np. dodawanie proteazy
K lub/i zmiany proporcji buforu lizującego do obję-
tości materiału badanego, zmiana ilości krzemion-
ki, itp.) w celu zwiększenia jej wydajności. Tego
typu modyfikacji dokonano w Pracowni Biologii Mo-
lekularnej IHiT. Ponieważ standardowy protokół
izolacji DNA z krwi pełnej nie pozwalał na uzyska-
nie kwasów nukleinowych o oczekiwanej czystości
oraz koncentracji, wdrożono procedurę, w której za-
miast 200 ml buforu lizującego zastosowano 900 ml.
Dodatkowo proces lizy on board został poprzedzo-
ny inkubacją off board.

Kilku autorów dokonało bezpośredniego porów-
nania aparatu NucliSens easyMag z innymi tego ro-
dzaju urządzeniami oraz z metodami manualnymi
wykorzystywanymi w diagnostyce klinicznej. Kon-
frontowano wyniki badań NAT różnych patogenów po
izolacji z różnorodnego materiału klinicznego na eks-
traktorze bioMerieux i na urządzeniach firmy Qiagen
GmbH, takich jak BioRobot 9604 [3], Biorobot MDx
[4] i EZ1 [5, 6]; firmy Roche — MagNA Pure Com-
pact [6] oraz metodami manualnymi — QIAamp DNA
lub RNA Viral Mini Kit (Qiagen) [3, 5–8] i High Pure

Rycina 1. Schemat izolacji kwasów nukleinowych na pokładzie aparatu NucliSens easyMag (dzięki uprzejmości
bioMerieux Polska)

Figure 1. Scheme of nucleic acid extraction with NucliSens EasyMag

A. Podczas inkubacji próbek z buforem lizującym kwasy nukleinowe są uwalniane, a następnie „wychwytywane”
przez krzemionkę opłaszczoną na cząstkach magnetycznych

B. Magnes umiejscowiony na pokładzie NucliSens easyMag zatrzymuje cząstki magnetyczne w pojemniku, umożli-
wiając systemowi oczyszczenie kwasów nukleinowych w procesie wielokrotnego płukania

C. Etap podgrzewania pozwala na efektywne uwolnienie kwasów nukleinowych z cząstek krzemionki do niskostężo-
nego buforu

D. W ostatnim etapie cząstki magnetyczne są oddzielane od eluatu

D. Płukanie końcoweC. WymywanieB. PłukanieA. Inkubacja

Magnez
Element
grzejny
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PCR Template Preparation Kit (Roche) [6]. Cho-
ciaż odczynniki oraz materiały zużywalne do tego
aparatu należały do najdroższych, metoda ta wyma-
gała stosunkowo niewielkiego zaangażowania obsłu-
gi i pozwoliła uzyskać bardzo wysoką przepusto-
wość oraz bardzo dobrą wydajność odzyskiwania
kwasów nukleinowych z badanej próbki [5].

Zastosowanie automatycznej ekstrakcji
kwasów nukleinowych w mikrobiologii

W Pracowni Biologii Molekularnej IHiT aparat
NucliSens easyMag jest wykorzystywany do izola-
cji kwasów nukleinowych w trakcie wielu badań
diagnostycznych, między innymi w badaniu ilościo-
wym DNA CMV (cytomegalovirus) oraz DNA EBV
(Epstein-Barr virus) w krwi pełnej. Badania DNA
CMV są wykonywane głównie u pacjentów z cho-
robami hematologicznymi, zwłaszcza tych z upośle-
dzoną odpornością i należących do grupy ryzyka re-
aktywacji zakażeń CMV. U pacjentów po przeszcze-
pieniu krwiotwórczych komórek macierzystych
DNA CMV jest monitorowane według wcześniej
opisanego algorytmu. Procedura badania/śledzenia
DNA CMV u chorych z upośledzoną odpornością ma
na celu różnicowanie istotnego klinicznie zakaże-
nia aktywnego od nieistotnego zakażenia latentne-
go. Dodatkowo, monitorowanie DNA CMV meto-
dami ilościowymi jest zlecane dla oceny skuteczno-
ści leczenia przeciwwirusowego [9, 10].

Ilościowe badanie DNA EBV wykonuje się
w celu diagnozowania mononukleozy zakaźnej, po-
transplantacyjnej choroby limfoproliferacyjnej
(PTLD, post-transplant lymphoproliferative disorder)
oraz do oceny przebiegu zakażenia.

W tabeli 1 porównano wyniki badań próbek
kontrolnych (Program Zewnętrznej Kontroli Jako-
ści Diagnostyki Molekularnej [Quality Control for
Molecular Diagnostics] Glasgow, Szkocja 2009 rok)
metodą real-time PCR (polymerase chain reaction)
poprzedzoną izolacją DNA wykonaną automatycz-
nym ekstraktorem NucliSens easyMag oraz me-
todą manualną z zastosowaniem kolumienek
z membraną krzemionkową (NucleoSpin Blood Kit,
Macherey-Nagel); DNA wirusów CMV oraz Parvo
B19 (B19V) izolowano obiema metodami z tych sa-
mych próbek, a następnie amplifikowano odpo-
wiednią metodą real-time PCR. W wypadku DNA
B19V, gdy używano procedury automatycznej, sy-
gnał fluorescencji pojawiał się wcześniej. Świad-
czy to o podobnej efektywności obu systemów
izolacji pozwalającej uzyskać podobną czułość de-
tekcji, z niewielką przewagą procedury automa-
tycznej.

Należy podkreślić, że zarówno w przypadku
badań materiału klinicznego, jak próbek od dawców
w badaniach przesiewowych prowadzonych u nie-
których dawców krwi zdarza się, że mamy do czy-
nienia z bardzo wysoką wiremią, sięgającą nawet
1013 IU/ml [13]. Tak znaczna koncentracja wirusa
w próbce stwarza potencjalne ryzyko wystąpienia
kontaminacji już na etapie przed amplifikacją. Do-
tychczas, w trakcie badań metodą automatyczną
próbek z wysoką wiremią przekraczającą 106 IU/ml
(n = 30) nie obserwowano tego typu niepożądane-
go zdarzenia prowadzącego do powstania wyników
fałszywie dodatnich.

Tabela 1. Porównanie wyników badania próbek kon-
trolnych zakażonych wirusem Parvo B19 oraz CMV
po izolacji kwasów nukleinowych metodą manualną
NucleoSpin Blood Kit, Macherey-Nagel oraz automa-
tyczną 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]

24 099 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)

2 228 435 22,33 22,69

238 45 (ujemny) 45 (ujemny)

245 36,10 38,11

4313 32,01 33,14

W obu przypadkach izolację prowadzono z 200 ml osocza próbek kontrolnych
oraz eluowano odpowiednio 50 i 25 ml buforu elucyjnego. Do detekcji
stosowano taką samą dla danego wirusa metodę real-time PCR [11, 12],
wyniki wyrażono w postaci wartości Ct (treshhold cycle)
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W automacie izolowane są także kwasy nukle-
inowe do badania w kierunku wirusa BK (wirus
krwotocznego zapalenia pęcherza moczowego), do
badania genotypu wirusa HBV i HCV metodą od-
wrotnej hybrydyzacji (LIPA) oraz do reakcji PCR,
której produkt jest stosowany do sekwencjonowa-
nia (badanie polimorfizmu HBV, B19V).

W różnych laboratoriach aparat jest wykorzy-
stywany do wykrywania wielu innych patogenów
(tab. 2). Automatyczna metoda izolacji jest łączona

z detekcją metodami typu home made oraz z zesta-
wami komercyjnymi takich producentów, jak Bio-
Meriux [14–18], Roche [19] czy Abbott [20, 21].
Prowadzone są badania różnorodnego materiału bio-
logicznego obejmującego osocze [5, 15, 20–22],
krew pełną [16, 23], materiał z dróg oddechowych
[3, 5, 14, 16, 17, 24–26], płyn mózgowo-rdzeniowy
[5, 6], mocz [4], kał [27]. Wykazano użyteczność tej
procedury do badań przesiewowych DNA CMV
u noworodków. Jako materiał wyjściowy stosowa-

Tabela 2. Przykłady zastosowania aparatu do automatycznej izolacji kwasów nukleinowych NucliSens easyMag
w mikrobiologii klinicznej

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

Badany patogen Materiał Materiał genetyczny Metoda NAT Piśmiennictwo
biologiczny patogenu/ów

Metapneumovirus (hMPV) Materiały z górnych DNA NASBA (EasyQ) [14]
dróg oddechowych (aspiraty,

popłuczyny, wymazy,
plwocina)

Cytomegalovirus (CMV) Wysuszona krew pobrana DNA Real-time PCR, [28]
na bibułę klasyczny PCR

Cytomegalovirus (CMV) Osocze DNA QPCR (Artur) [21]

Bordatella pertusis Popłuczyny oskrzelowe

Herpes simplex virus II Płyn mózgowo-rdzeniowy DNA QPCR [5]

Coxsackievirus A9

BK virus Osocze

Mycoplasma pneumoniae Próbka 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 gardła DNA Real-time [16]

Chlamydia pneumoniae NASBA EasyQ

CMV Pełna krew QPCR real-time PCR

Respiratory Syncytial virus (RSV) Próbki z górnych RNA NASBA [24]
dróg oddechowych

Human papiloma virus Wymaz z szyjki DNA Amplicor HPV, Linear [19]
macicy/Cervical swabs  Array HPV genotyping

Mycoplasma pneumoniae Próbki z górnych DNA Nuclisens easyQ [17]
Chlamydia pneumoniae  dróg oddechowych

Clostridium difficile Kał DNA Real-time PCR [27]
(toxin B gene)

Influenza A (H1N1) virus Próbki z górnych dróg RNA Multipleks real-time PCR [25]
Influenza A (A1–A3) virus oddechowych poprzedzony odwrotną
Influenza B virus transkrypcją
RSV

Influenza A virus Próbki z górnych dróg RNA/DNA Real-time PCR [3]
Influenza B virus  oddechowych
Parainfluenza virus type 1
Adenovirus
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no bibułę z zaschniętą krwią [28]. Wielu autorów
podkreśla, że izolacja easyMag pozwala skuteczniej
ograniczyć trudności związane z obecnością w ba-
danym materiale biologicznym inhibitorów reakcji
enzymatycznych. Jest to szczególnie istotne w przy-
padku izolacji kwasów nukleinowych z moczu.
Wchodzący w jego skład mocznik to silny inhibitor
polimerazy DNA stosowanej w reakcji PCR. Skala
problemu związanego z obecnością inhibitorów re-
akcji PCR w moczu oraz jego ograniczenie przez
stosowanie ekstrakcji kwasów nukleinowych na
aparacie easyMag została pokazana przez Kima
i wsp. [4]. Porównano wyniki badania DNA wirusa
BKV w osoczu oraz w moczu po ekstrakcji kwasów
nukleinowych równolegle dwiema metodami wyko-
rzystującymi powinowactwo krzemionki do kwasów
nukleinowych — w aparacie easyMag oraz BioRo-
bot MDx system (Qiagen GmbH, Hilden, Niemcy).
To drugie urządzenie wykorzystuje powszechnie
stosowaną w laboratoriach technologię membran
krzemionkowych umieszczonych w kolumienkach.
Ilościowa metoda real-time PCR pozwalała na wy-
krycie DNA wirusa BK. Badanie było unieważnia-
ne, jeśli wartość Ct (treshhold cycles) dla kontroli we-
wnętrznej wynosiła powyżej 36. Gdy badano oso-
cze, odsetek wyników nieważnych dla obu metod
był zbliżony, jednak  gdy badano mocz, w przypad-
ku metody wykorzystującej membrany krzemion-
kowe konieczność powtórzenia badania z powodu
nieważnej kontroli wewnętrznej występowała nie-
mal  trzykrotnie częściej (ok. 36%). Według auto-
rów wyniki takie wskazują na to, że system easy-
Mag skuteczniej usuwa inhibitory reakcji PCR obec-
ne w moczu. Jednocześnie, tam gdzie udało się
uzyskać wyniki dodatnie obiema metodami, fluore-
scencja po izolacji technologią z użyciem krzemionki
opłaszczonej na kulkach magnetycznych pojawiała
się wcześniej w trakcie amplifikacji (Ct miało niższą
wartość). Wyniki badań przedstawione przez Kima
i wsp. pokazują, że jest to metoda przynosząca wy-
mierne korzyści w badaniach ilościowych wirusa BK
w moczu.

Zastosowanie aparatu NucliSense
easyMag do badań genetycznych

Oprócz zastosowania w mikrobiologii aparat
NucliSens easyMag może być wykorzystywany
w laboratoriach genetycznych oraz onkologicznych.

Standardowy protokół pozwala na izolację kwa-
sów nukleinowych ze 100 ml krwi pobranej na Ethy-
lene Diamine Tetraacetic Acid (EDTA) oraz ich elu-
cję w objętości 25–110 ml odpowiedniego buforu. Na
przykład, przy użyciu standardowego protokołu

z próbek krwi pełnej pobranej od 20 dawców z para-
metrami morfologii krwi mieszczącymi się w grani-
cach normy uzyskiwano stężenie DNA w granicach
13,07–27,48 ng/ml (pomiaru dokonywano w 1 ml elu-
atu w spektrofotometrze NanoDrop). Wydaje się, że
wspomniany protokół wydajnej ekstrakcji kwasów
nukleinowych z bibuł z zaschniętą krwią może zna-
leźć zastosowanie w klinicznych laboratoriach ge-
netycznych, onkologicznych oraz w laboratoriach
medycyny sadowej.

W Pracowni Biologii Molekularnej IHiT urzą-
dzenie to stosowano do genotypowania krwinek
płytkowych (HPA1) metodą sequence specific priming
(SSP) oraz do genotypowania krwinek czerwonych
(RHD) metodą real-time PCR. Wysoka wydajność
w odzyskiwaniu kwasów nukleinowych z osocza
została wykorzystana do opracowania unikalnych
metod pozwalających na prowadzenie nieinwazyj-
nych badań prenatalnych w osoczu kobiet ciężar-
nych w konfliktach serologicznych [29–31]. Wyko-
rzystano fakt, że w osoczu kobiety ciężarnej jest
obecne pozakomórkowe, wolnokrążące DNA płodu,
które stanowi 3–6% DNA izolowanego w osoczu.
Pojawia się ono już w 5.–7. tygodniu ciąży, jego stę-
żenie wzrasta w trakcie ciąży i zanika szybko po
porodzie [32]. Takie postępowanie diagnostyczne
pozwala zastąpić badanie antygenów na powierzch-
ni erytrocytów pobieranych podczas kordocentezy
albo badania metodami genetycznymi z amniocytów
lub kosmków łożyska, które niosą ze sobą ryzyko
powikłań, pogłębienia immunizacji matki, a nawet
utraty ciąży. Automatyczna izolacja DNA z 1 ml
osocza matki oraz zagęszczenie w 25 ml buforu elu-
cyjnego pozwala wykryć metodą real-time PCR na-
wet najmniejsze ilości DNA niosące ze sobą infor-
macje o rodzaju antygenów czerwonokrwinowych
płodu oraz odpowiednich genów kontrolnych. Ba-
danie nieinwazyjne genu RHD płodu stosuje się
obecnie rutynowo w Pracowni Biologii Molekular-
nej Zakładu Immunologii Hematologiczni i Trans-
fuzjologicznej u kobiet z przeciwciałami anty-RhD.
Niewykrycie genu RHD w próbce DNA izolowane-
go z osocza ciężarnej zawierającego DNA płodowe
wskazuje na to, że przeciwciała nie są groźne dla
płodu. Można więc nie podejmować inwazyjnych
metod monitorowania choroby hemolitycznej.

Wydajna izolacja DNA z osocza kobiet ciężar-
nych jest też konieczna dla opracowywania metod
identyfikacji innych antygenów komórek krwi, po-
przez analizę kodujących je genów. Szczególnie
istotne będzie opracowanie diagnostyki antygenu K
z układu Kell oraz antygenu HPA1a płytek krwi
[29]. W przypadku tych antygenów różnice w anty-
genach matki i płodu sprowadzają się do jednego
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nukleotydu (polimorfizm typu single nucleotide po-
lymorphism), co w znacznym stopniu zwiększa ska-
lę trudności wdrażania takiej metody.

Kontaminacje niskocząsteczkowymi fragmen-
tami genomu obserwowane w badaniach nieinwa-
zyjnych prowadzonych w autora pracy laboratorium
wskazują na konieczność opracowania odpowied-
nich procedur zapobiegających tego typu proble-
mom. Niektóre laboratoria przezornie nie prowadzą
izolacji z osocza i z krwi pełnej przy użyciu tego sa-
mego aparatu [informacja ustna].

Podsumowanie

Aparat NucliSens easyMag jest przykładem
jednego z dostępnych obecnie na rynku urządzeń
do automatycznej izolacji RNA i DNA. Umożliwia
ekstrakcję kwasów nukleinowych z różnorodnego
materiału klinicznego, pozwala usprawnić rutynową
pracę metodami NAT i stanowi realną alternatywę
dla obecnie najpowszechniej stosowanych w Polsce
metod manualnych. Zaletą urządzenia jest efektyw-
ne usuwanie inhibitorów reakcji enzymatycznych
oraz elastyczność stosowanych protokołów pozwa-
lająca na wprowadzanie modyfikacji poprawiających
wydajność. Przed wprowadzeniem automatycznej
ekstrakcji kwasów nukleinowych należy dokonać
analizy ekonomicznej ponoszonych kosztów oraz
oszczędności, jakie niesie ze sobą częściowe zastą-
pienie pracy osób zatrudnionych w laboratorium.
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