
1. In tro duc tion 

The use of an ap pro pri ate DNA ex trac tion method
has a sig nif i cant in flu ence on the fi nal re sult of ge netic
anal y sis. In fo ren sic ge net ics stud ies, de ter mi na tion of
ge netic pro file based on ex am i na tion of col lected bi o -
log i cal trace ev i dence de pends on the qual ity and
quan tity of the ex tracted DNA [12, 13, 16]. Many fo -
ren sic lab o ra to ries rou tinely use the stan dard phe nol
based DNA ex trac tion method (the so-called or ganic
method of DNA ex trac tion) fol lowed by con cen tra tion 
of DNA ex tract on Microcon 100 col umns. This
method is con sid ered very ver sa tile and al lows iso la -
tion of ge netic ma te rial from bi o log i cal traces de pos -
ited on var i ous types of sub strata, from spec i mens

sub jected to heavy deg ra da tion pro cesses and from
con tact traces etc. How ever, the or ganic method also
has some se ri ous draw backs. Due to nec es sary centri -
fugation steps and an ad di tional stage of DNA con cen -
tra tion with cel lu lose col umns, the method is very time 
con sum ing, and fur ther more it can not be fully au to -
mated, does not com pletely re move PCR in hib i tors
and may be dan ger ous to health [1, 2, 8, 13]. There is
a gen eral trend now a days in fo ren sic lab o ra to ries to
im ple ment au to ma tion of the en tire pro cess of ge netic
anal y sis. This is be cause a rap idly in creas ing num ber
of bi o log i cal traces and ref er ence sam ples need to be
ex am ined and the pro cess of fo ren sic ev i dence ex am i -
na tion needs to be as short as pos si ble – such are the re -
quire ments of mod ern in ves ti ga tions and ju di cial
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pro ceed ings. There fore, ef forts are be ing made to limit 
the role of man ual meth ods that are par tic u larly prone
to con tam i na tion or op er a tor er rors [4, 7, 15, 17]. 

New meth ods of nu cleic ac ids ex trac tion based on
mag netic sep a ra tion have cre ated pos si bil i ties of au to -
ma tion of the pro cess of DNA iso la tion [9, 15]. Mag -
netic sep a ra tion is used, for ex am ple, in the BioRobot
M48, an au to matic work sta tion which has been de -
signed for, among other things, ex trac tion of DNA
from bi o log i cal traces ex am ined in fo ren sic stud ies
[12, 13, 14, 15] or for DNA iso la tion car ried out in mi -
cro bi ol ogy and virusology [6, 10, 18]. Dur ing the pro -
cess of mag netic ex trac tion, DNA mol e cules at tach to
mag netic beads cov ered with sil ica layer. In the pres -
ence of a mag netic field, the beads with the DNA at -
tached are sep a rated from the re main ing cel lu lar
com po nents and po ten tial con tam i nants pres ent in the
ex tracted sam ple. At the next stage af ter sev eral wash -
ing steps, DNA is eluted in elu tion buffer. Full au to -
ma tion of this pro ce dure en ables elu tion of up to 48
pure DNA ex tracts in just 2.5 hours [1, 13]. Au to ma -
tion of the pro cess of DNA ex trac tion has not aroused
any con tro versy in the case of good qual ity spec i mens
[1, 2, 4, 5, 7]. How ever, in fo ren sic in ves ti ga tions, it is
quite of ten nec es sary to ex tract DNA from spec i mens
that have been sub jected to heavy deg ra da tion pro -
cesses. The aim of this work was to eval u ate ad van -
tages and dis ad van tages as so ci ated with the use of the
mag netic ex trac tion method as ap plied in BioRobot
M48 and to com pare re sults ob tained by this method
with those ob tained by the stan dard phe nol-chlo ro -
form pro ce dure used in fo ren sic lab o ra to ries. In the
per formed ex per i ments the ef fec tive ness of the method
was ver i fied dur ing anal y sis of good qual ity DNA
sam ples, and spe cial em pha sis was placed on eval u a -
tion of the BioRobot M48 in the con text of DNA ex -
trac tion from bi o log i cal spec i mens sub jected to strong
deg ra da tion.

2. Ma te rial and meth ods

2.1. The stud ied spec i mens

2.1.1. Typ i cal bi o log i cal traces and ref er ence
sam ples 

The study ma te rial con sisted of typ i cal bi o log i cal
traces col lected mainly in the course of rou tine ex pert
work as well as spec i mens con sti tut ing ref er ence sam -
ples. The in ves ti gated sam ples in cluded 25 blood stains,
12 se men stains, 14 sa liva stains de pos ited on var i ous
sub strata, 5 sam ples of liq uid blood and 5 buccal

swabs. Ten con tact traces con tain ing min i mum
amounts of DNA (swabs taken from mag netic key,
wal let, ring, drawer han dles, watch, re ceiver, com -
puter key board, pen) were also sub jected to anal y sis.
Hair with roots was col lected from four dif fer ent in di -
vid u als. All the sam ples were di vided into two parts.
The first part was sub jected to mag netic DNA ex trac -
tion with BioRobot M48 (Qiagen, Hilden, Ger many)
and the sec ond was sub jected to DNA iso la tion with
the phe nol-chlo ro form pro ce dure.

2.1.2. Heavily de graded bi o log i cal traces 

Five bones, 5 par af fin em bed ded soft tis sues, 5 de -
cayed soft tis sues and 10 strongly de cayed blood sam -
ples rep re sented spec i mens that con tained se ri ously
de graded DNA. Bone ma te rial was sub jected to ini -
tial pu ri fi ca tion and de con tam i na tion by wash ing in
15% bleach, dis tilled wa ter and 70% eth a nol. The pu -
ri fi ca tion step was car ried out ac cord ing to lit er a ture
data with some mi nor mod i fi ca tions [3]. Bones were
then pul ver ized us ing FreezerMill 6750 ap pa ra tus
(Spex CertiPrep, Metuchen, USA). Pul ver ized bone
sam ples, sam ples taken from tis sues and blood were
then di vided in two parts. The first was sub jected to
mag netic DNA ex trac tion with BioRobot M48 (Qiagen,
Hilden, Ger many) and the sec ond was sub jected to
DNA iso la tion with the phe nol-chlo ro form pro ce dure.

2.1.3. Sam ples used for sen si tiv ity test ing

Pe riph eral blood was taken in the pres ence of an ti -
co ag u lant from two in di vid u als and the blood was di -
luted in pro por tions 1:10 and 1:100. Then, 50 ml of the
di luted blood sam ples was sub jected to mag netic DNA 
ex trac tion. The same set of sam ples was sub jected to
phe nol-chlo ro form DNA ex trac tion. 

2.1.4. Sam ples used for reproducibility test ing 

Five sam ples of liq uid blood (50 ml), 5 sam ples of
blood de pos ited on Whatman 1MM fil ter pa per (ap -
prox i mately 0.25 cm2) and buccal swabs from 5 dif fer -
ent in di vid u als were col lected for the pur pose of mag -
netic DNA ex trac tion. The ex per i ment was re peated
twice. All the sam ples were of good qual ity and stored
in cor rect con di tions. Ad di tion ally, the reproducibility 
of the mag netic ex trac tion method was tested by six-
fold anal y sis of a sin gle sam ple of liq uid blood (50 ml)
and a sin gle sam ple of blood de pos ited on Whatman
1MM fil ter pa per (0.25 cm2).
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2.1.5. Sam ples used for ef fi ciency test ing 
of the mag netic DNA ex trac tion method
de pend ing on in cu ba tion time 

This ex per i ment in volved anal y sis of sam ples of
liq uid blood (50 ml) and sam ples of blood de pos ited on
Whatman 1MM fil ter pa per (about 0.25 cm2 ). Sam ples 
were in cu bated at 56oC for 15 min, 1 h, 2 h, 3 h and
24 h, and sub jected to the mag netic DNA ex trac tion
method. 

2.2. Mag netic DNA ex trac tion method

All the sam ples were sub jected to mag netic DNA
ex trac tion with BioRobot M48 ap pa ra tus (Qiagen,
Hilden, Ger many) and MagAttract DNA Mini M48
Kit (Qiagen, Hilden, Ger many) ac cord ing to the man u -
fac turer’s in struc tions [11]. Traces con tain ing blood
and sa liva were in cu bated for 15 min in 190 ml of
G2 buffer and 10 ml of proteinase K (10 mg/ml) at
a tem per a ture of 56oC. Soft tis sues and hair roots were
in cu bated over night in 190 ml of G2 buffer and 10 ml of 
proteinase K (10 mg/ml) and 10 ml of 1 M DTT (Sigma 
Chem i cal, Steinheim, Ger many) at a tem per a ture of
56oC. Par af fin em bed ded tis sues were in cu bated for
5 min in 190 ml of G2 buffer at a tem per a ture of 75oC
fol lowed by over night in cu ba tion at 56oC in the pres -
ence of proteinase K (10 mg/ml). 

Traces con tain ing se men were sub jected to pref er -
en tial lysis. Sam ples were in cu bated for 15 min at
56oC with 190 ml of G2 buffer and 10 ml of proteinase
K (10 mg/ml). Af ter centrifugation, 200 ml of super -
natant con tain ing ep i the lial cells was col lected into
a new tube. The sperm cell frac tion was washed three
times with G2 buffer and then in cu bated at 56oC for
24 hours with 180 ml of G2 buffer and 10 ml of pro -
teinase K (10 mg/ml) and 10 ml of 1 M DTT.

Pul ver ised bone sam ples were in cu bated for 48 h in 
37oC with 700 ml of 0.5 M EDTA pH 8.3. Then 20 ml of 
proteinase K (10 mg/ml) was added and sam ples were
sub jected to an ad di tional in cu ba tion step at 56oC. 

All the sam ples were cen tri fuged af ter in cu ba tion
and 200 µl of supernatant were trans ferred into a new
set of tubes that were put into the BioRobot M48 for
the mag netic sep a ra tion step. 

2.3. Phe nol-chlo ro form (or ganic) DNA ex trac tion
method 

Blood and sa liva sam ples were in cu bated over -
night at 56oC in 500 µl of lysis buffer (10 mM Tris -
base, 100 mM NaCl, 0.5 M EDTA, 2% SDS) and 15 ml
of proteinase K (10 mg/ml). Soft tis sues and hair roots

were treated the same, but ad di tion ally 10 ml 1 M DTT
was added. Traces con tain ing se men were sub jected to 
pref er en tial lysis. Sam ples were in cu bated for 1 hour
at 56oC with 500 ml of the lysis buffer and 15 ml of
proteinase K (10 mg/ml). Af ter centrifugation super -
natant con tain ing ep i the lial cells was trans ferred to
a new tube. The sperm cell frac tion was washed three
times with lysis buffer and in cu bated over night in
a wa ter bath at 56oC with 500 ml of lysis buffer, 10 ml
of proteinase K (10 mg/ml) and 10 ml 1 M DTT. Frag -
ments of par af fin em bed ded tis sues were in cu bated
with xylene for 30 min at 65oC. Sam ples were washed
with 100% and 75% eth a nol fol lowed by wash ing in
dis tilled wa ter. Af ter dry ing, tis sues were trans ferred
into tubes and in cu bated over night in 500 ml of lysis
buffer, 15 ml of proteinase K (10 mg/ml) and 20 ml of
1 M DTT. Pul ver ised bone sam ples were in cu bated for 
24 hours at 56oC with 3 ml of buffer (0.5 M EDTA,
10% SDS), 225 ml proteinase K and 120 ml of 1 M DTT.
Af ter in cu ba tion, all the sam ples were sub jected to
dou ble ex trac tion with a buf fered mix ture of phe -
nol-chlo ro form-isoamyl al co hol (Sigma Chem i cal,
Steinheim, Ger many). DNA ex tracts were then con -
cen trated on Microcon 100 cel lu lose minicolumns. In
the case of bone sam ples, the con cen tra tion step was
per formed with Centricon 100 col umns (Millipore,
Billerica, USA).

2.4. Eval u a tion of DNA con cen tra tion 

DNA con cen tra tion was mea sured in the stud ied
sam ples with the fluorimetric method us ing PicoGreen 
dye (Mo lec u lar Probes, Eu gene, USA and Fluoroskan
As cent FL ap pa ra tus (Labsystems, Hel sinki, Fin land).

2.5. Am pli fi ca tion and elec tro pho re sis of the
sam ples

DNA ex tracted from bone sam ples was sub jected
to PCR am pli fi ca tion with the Identifiler kit (Ap plied
Biosystems, Fos ter City, USA). The re main ing sam -
ples were am pli fied with the SGM Plus kit (Ap plied
Biosystems, Fos ter City, USA). The to tal am pli fi ca -
tion vol ume was 25 ml and the con cen tra tion of tem -
plate DNA was 2 ng. PCR re ac tions were per formed
us ing GeneAmp PCR Sys tem 9700 (Ap plied Bio sys -
tems, Fos ter City, USA). PCR prod ucts were ana lysed
us ing ge netic analyser ABI Prism 3100A (Ap plied
Biosystems, Fos ter City, USA). Elec tro pho re sis re -
sults were analysed with GenScan Anal y sis 3.7 and
Genotyper 3.7 com puter pro grams.
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2.6. Sta tis ti cal cal cu la tions

Sta tis ti cal cal cu la tions (de scrip tive sta tis tics,
T-stu dent tests) were done with SPSS v. 12.01 com -
puter soft ware. 

3. Re sults and dis cus sion 

3.1. Com par a tive anal y sis of the ef fec tive ness of
mag netic and or ganic DNA ex trac tion
meth ods in the case of bi o log i cal traces and
ref er ence ma te rial

For the ana lysed sam ples, av er age DNA con cen tra -
tions, stan dard de vi a tions and vari ance in par tic u lar
groups of sam ples were cal cu lated. Per formed ex per i -
ments showed that sam ples sub jected to mag netic ex -
trac tion method con tained lower DNA con cen tra tions
com pared to cor re spond ing sam ples sub jected to phe -
nol-chlo ro form ex trac tion. The T-stu dent test in di -
cated that this ob ser va tion is sta tis ti cally sig nif i cant
(p < 0.05) for all the ex am ined groups of sam ples (data
not pre sented). How ever, vari ance anal y sis showed
that the mag netic method is char ac ter ised by higher
pre ci sion than the or ganic method (Ta ble I). Fig ure 1
shows an ef fi ciency com par i son of the two meth ods of
DNA ex trac tion.

Lower DNA con cen tra tions found in sam ples sub -
jected to the mag netic method may be due to a shorter
in cu ba tion time com pared to phe nol-chlo ro form ex -
trac tion. In the case of typ i cal bi o log i cal traces, the ob -
served dif fer ences did not (neg a tively) af fect the posi -
tive de ter mi na tion of microsatellite mark ers. The fi nal
geno typ ing re sults were com pa ra ble for sam ples ex -
tracted with the two dif fer ent meth ods. All the mag -
netic DNA ex tracts were clear while some DNA ex -
tracts ob tained with the phe nol-chlo ro form ex trac tion
method were still col oured with dyes. The dyes most
prob a bly orig i nated from sub strata on which bi o log i -
cal traces were de pos ited. This ob ser va tion in di cates
that the mag netic DNA ex trac tion method is a very ef -
fec tive tool for re mov ing some chem i cal dyes from the 
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TA BLE I. STATISTICAL CALCULATIONS FOR 61 TYPICAL FORENSIC SAMPLES AFTER ORGANIC AND MAGNETIC

ISOLATION

x SD s2

Liq uid blood Mag netic iso la tion 5.64 0.96 0.93

Or ganic iso la tion 9.08 1.32 2.17

Sa liva on mouth swab Mag netic iso la tion 6.18 0.99 1.00

Or ganic iso la tion 10.2 1.32 1.73

Blood stain Mag netic iso la tion 1.49 0.53 0.28

Or ganic iso la tion 3.90 0.84 0.71

Sa liva stain Mag netic iso la tion 0.86 0.40 0.16

Or ganic iso la tion 2.42 0.73 0.54

Se men stain Mag netic iso la tion 1.04 0.34 0.11

Or ganic iso la tion 2.39 0.71 0.51

Hair roots Mag netic iso la tion 0.82 0.33 0.11

Or ganic iso la tion 2.00 0.43 0.18

x – mean, SD – stan dard de vi a tion, s2– vari ance.

Fig. 1. Dif fer ences in ef fi ciency of or ganic and mag netic iso -
la tion meth ods based on ex am i na tion of 61 typ i cal fo ren sic
sam ples.



ana lysed sam ples. It is known that chem i cal dyes may
in flu ence the am pli fi ca tion pro cess by in hi bi tion of the 
PCR re ac tion which may lead to neg a tive DNA pro fil -
ing re sults (Fig ure 2). 

The au to mated DNA ex trac tion method was also
found to be a very ef fec tive tool for anal y sis of old bi o -
log i cal traces. It was pos si ble to ge no type micro sat -
ellite mark ers in 10–20 year old se men, sa liva and
blood stains ex tracted with this method. How ever,
a dif fer ent sit u a tion was noted when traces sub jected
to se ri ous deg ra da tion pro cesses (de cayed blood, soft
tis sues and bone ma te rial) were ana lysed. Out of a to tal 
of 25 heavily de graded sam ples ex tracted with Bio -
Robot M48, only 3 DNA ex tracts gave par tial ge netic
pro files. For the re main ing 22 sam ples, neg a tive geno -
typings were en coun tered. In con trast, ex am i na tion of

the sam ples ex tracted with the or ganic method re sulted 
in full ge netic pro files in three cases and par tial ge netic 
pro files in 14 cases. Re sults ob tained for se ri ously de -
graded spec i mens in di cated that the phe nol-chlo ro -
form method is def i nitely better and more ef fi cient
than mag netic DNA ex trac tion for this kind of ma te -
rial. This re sult may be par tially ex plained by the fact
that mag netic beads (used in the pro cess of ex trac tion
with BioRobot M48) are a tar get for both good qual ity
and low qual ity DNA. Thus, com pe ti tion be tween
these two DNA frac tions may lead to fi nal in suf fi cient
con cen tra tion of good qual ity DNA (PCR tem plate) in
a sam ple and too high con cen tra tion of de graded DNA,
which may in hibit the PCR re ac tion and thus lead to
neg a tive re sults of STR anal y sis (Fig ure 3). 
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Fig. 2. Gene-Scan electrophoregrams from blood sam ples on black jeans af ter mag netic (a) and or ganic (b) iso la tion. 

Fig. 3. Gene-Scan electrophoregrams from bone sam ples af ter mag netic (a) and or ganic (b) iso la tion. 



In the case of con tact traces con tain ing min i mum
amounts of ge netic ma te rial (swabbed mag netic key,
wal let, ring, drawer han dles, watch, com puter key -
board, pen) pos i tive geno typ ing re sults were found in
3 out of a to tal num ber of 10 sam ples sub jected to mag -
netic DNA ex trac tion. It is note wor thy that in the case
of these sam ples, it was not pos si ble to ob tain a ge netic 
pro file in any of the DNA ex tracts ob tained with the
phe nol-chlo ro form method. We ex plain the ob served
pre dom i nance of neg a tive re sults of ge netic ex am i na -
tions by min ute amounts of DNA char ac ter is tic for all
the ana lysed sam ples. De ter mi na tion of DNA con cen -
tra tion showed that in most sam ples the DNA amount
was be low 100 pg/ml.

3.2. Sen si tiv ity of mag netic DNA ex trac tion

Sen si tiv ity tests per formed on se rial di lu tions of
liq uid blood sub jected to DNA ex trac tion with the two
meth ods and sub se quent ge netic anal y sis in di cated
that slightly better geno typ ing re sults were ob tained in
the case of the mag netic ex trac tion method. In the case
of mag netic ex trac tion, a par tial pro file was de ter -
mined for 1:100 di lu tion of sam ple A while in the case
of phe nol-chlo ro form ex trac tion, a par tial pro file was
de ter mined for a di lu tion that was an or der of mag ni -
tude lower (1:10). Sim i larly, anal y sis of sam ple B also
in di cated that sig nif i cantly better re sults of ex am i na -
tion of microsatellite mark ers were ob tained for di lu -
tions sub jected to mag netic DNA ex trac tion (Ta ble II).

3.3. Reproducibility of ma gnet ic DNA extrac tion 

Com pa ra ble re sults of ge netic anal y sis were ob -
tained for two sep a rate mag netic ex trac tions of the
same sam ples of liq uid blood, blood de pos ited on fil ter 
pa per and buccal swabs. Sim i lar DNA amounts were
ob tained for both ex trac tions in all cases and full ge -
netic pro files were de ter mined for all the sam ples. By
mea sur ing DNA con cen tra tion in six DNA ex tracts
from a sin gle liq uid blood sam ple and six DNA ex -
tracts from a sin gle blood sam ple de pos ited on fil ter
pa per, we were able to show that mag netic DNA ex -
trac tion with BioRobot M48 gives re peat able re sults.
The cal cu lated val ues of the ba sic sta tis ti cal pa ram e -
ters – mean, stan dard de vi a tion and vari ance – are for
liq uid blood: x = 4.72; SD = 1.24; s2 = 1.5, re spec tively
and for blood de pos ited on fil ter pa per: x = 0.35;
SD = 0.05; s2 = 0.002, re spec tively. The dif fer ences in
pre ci sion ob served for sam ples of blood de pos ited on
fil ter pa per and liq uid blood may be due to the spec i -
fic ity of these two dif fer ent kinds of ma te rial. Full ge -
netic pro files were de ter mined from all DNA ex tracts. 

3.4. Ef fi ciency of mag netic DNA iso la tion
de pend ing on in cu ba tion time 

Ex per i ments per formed on sam ples of liq uid blood
and blood de pos ited on fil ter pa per showed that DNA
con cen tra tion in the iso lated sam ples is pro por tional to 
the in cu ba tion time be fore the ac tual step of mag netic
sep a ra tion per formed on BioRobot M48 (Fig ure 4).
Ex ten sion of the in cu ba tion time up to 24 hours led to
a sig nif i cant in crease in ex trac tion ef fi ciency in the
case of a sam ple show ing very low DNA con cen tra tion 
af ter 15 min in cu ba tion time.

This ex per i ment in di cated that us ing this sim ple
mod i fi ca tion it was pos si ble – at least to some de gree – 
to over come the ef fect shown in Fig ure 1, i.e. sig nif i -
cant dis pro por tion be tween DNA con cen tra tions af ter
the mag netic and phe nol-chlo ro form ex trac tion meth -
ods. Based on this ob ser va tion, we de cided to re -
analyse 5 blood traces (blood sam ples de pos ited on
fil ter pa per), which, when sub jected to the stan dard
15 min ute in cu ba tion be fore mag netic ex trac tion, had
pro duced only par tial ge netic pro files. Thus, ad di -
tional 0.25 cm2 sam ples of blood on fil ter pa per were
col lected and this time in cu bated over night at 56oC.
The ex tended in cu ba tion time re sulted in an in crease
in DNA con cen tra tion that was suf fi cient to pro duce
full ge netic pro files in the stud ied traces (Ta ble III).

4. Con clu sions

The au to matic method of DNA ex trac tion based on 
BioRobot M48 en ables iso la tion of DNA from 48 sam -
ples in just 2.5 hours and this rep re sents an es sen tial
im prove ment in the pro cess of DNA ex trac tion from
bi o log i cal traces. It was shown that in the case of
 typical bi o log i cal traces, mag netic ex trac tion may be
equivalent to phe nol-chlo ro form ex trac tion and thus
may com pletely re place it. How ever, in the case of bi o -
log i cal sam ples sub jected to se ri ous de com po si tion,
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Fig. 4. The in flu ence of pre-in cu ba tion time ex ten sion on
DNA con cen tra tion in fo ren sic sam ples ex tracted with the
BioRobot M48.
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which may have re sulted in DNA defragmentation
(old bones, de cayed tis sues), the phe nol-chlo ro form
ex trac tion method is more ef fec tive and ef fi cient.
In spite of sig nif i cantly lower DNA con cen tra tions in
sam ples ex tracted with the mag netic method, com pa -
ra ble fi nal re sults of ge netic anal y sis were ob tained for 
DNA ex tracts iso lated with both ex trac tion meth ods.
Bear ing in mind the sig nif i cant vari a tion in qual ity of
fo ren sic sam ples that are the sub ject of DNA ex trac -
tion, it would seem to be ad vis able to rou tinely ex tend
in cu ba tion time to over 2 hours and in the case of low
qual ity bi o log i cal traces even up to 24 hours. Gen er -
ally, this leads to a main te nance of higher DNA con -
cen tra tions in sam ples sub jected to DNA ex trac tion
us ing BioRobot M48 ap pa ra tus and thus raises the
chances for pos i tive re sults of ge netic anal y sis. Au to -
ma tion of DNA ex trac tion will def i nitely im prove the
pro cess of DNA iso la tion of bi o log i cal traces, sig nif i -
cantly in creas ing ef fi ciency and mini mis ing the risk of
con tam i na tion.
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1. Ws têp

Za stos owa nie od pow iedni ej me tody izol acji ma ter ia -
³u ge net yczne go ma za sadn iczy wp³yw na ko ñcowe wy -
niki ba dañ. W ge net yce s¹do wej oznac zenie pro filu ge -
ne tyczn ego z za bezp iecz onych œl adów bio log iczny ch jest 
uza le¿ nione od jak oœci i stê ¿en ia DNA, któ ry uzys kuje
siê w pro ces ie jego eks trakc ji [12, 13, 16]. Nie zwyk le po -
pul arn¹ me tod¹ izol acji DNA sto sow an¹ w wie lu la bor a -
to ria ch s¹do wych jest fe nol owa (tzw. or gan iczna) me -
toda izol acji zako ñcz ona etap em zagê szczania eks traktu
na ko lum ienka ch Micro con 100. Me toda ta jest nie zwyk -
le uniw ersa lna i po zwala po zysk iwaæ ma ter ia³ ge net ycz -
ny ze œl adów bio log iczny ch znaj duj¹cych siê na ró¿no -
rod nych pod³o¿a ch, z pró bek nar a¿onych na pro cesy de -
grad acy jne, ze œl adów do tyk owy ch itp. Jed nak tech nika
ta nie jest po zbaw iona wad. Jest cza soch³onna ze wzg lê -
du na etapy wi row ania i za gês zcz ania pr óbek na  kolu -
mienkach ce lul ozo wych, un iem o¿l iwia wpro wad zenie
pe³ nej au tom aty zac ji, nie w pe³ni usuwa z izol atów  inhi -
bi tory re akc ji PCR, nie jest ob ojê tna dla zdro wia osób
prze prow adz aj¹cych ba dan ia [1, 2, 8, 13]. Obecn ie
w wie lu la bor ato ria ch s¹do wych ob serw uje siê ten denc je
zmie rzaj¹ce do wpro wad zania pe³nej au tom aty zac ji ca³e -
go pro cesu bad añ. Sta je siê to ko nieczne ze wz glêdu na
po trzebê anal izy co raz wi êkszej lilcz by œladów bio log icz -
ny ch i pró bek ma ter ia³u po rów nawczego oraz sk róc enia
cza su wy kon ywa nia eks pert yz s¹do wych ze wz glêdu na
do bro œl edztwa. D¹¿y siê do ogran icz ania me tod ma nua l -
ny ch, kt óre sz cze gól nie na ra¿ one s¹ na mo ¿li woœæ wyst¹-  
pie nia kon tam ina cji czy te¿ pomy³ki ze stro ny osoby wy -
kon uj¹cej ba dan ia [4, 7, 15, 17]. Po jaw ienie siê me tod
izol acji kwas ów nu klei nowy ch wy kor zyst uj¹cych  sepa -
ra cjê ma gnet yczn¹ stwo rzy³o mo¿l iwoœæ au tom aty zac ji
pro cesu eks trakc ji ma ter ia³u ge net yczne go [9, 15]. Roz -
wi¹za nie to za stos owa no w urz¹dze niu Bio Rob ot M48,
au tom aty cznej sta cji ro boc zej prze znac zonej miêd zy in -
nymi do eks trakc ji DNA ze œla dów bio log iczny ch anal i -
zo wan ych w ba dan iach s¹do wych [12, 13, 14, 15] oraz do 
eks trakc ji ma ter ia³u ge net yczne go w ba dan iach z za kresu 
mi krob iolo gii i wi rus olo gii [6, 10, 18]. Pod czas izol acji
ma gnet ycznej do ku lec zek ma gnet yczny ch po kryt ych po -
w³ok¹ z krze mionki przy³¹czaj¹ siê izol owa ne cz¹stecz ki
kwa su DNA. W obe cnoœci pola ma gnet yczne go  wyko -
rzy stuje siê ma gnet yczne w³aœ ciwo œci tych struk tur. Na -
stê puje ich od sep aro wan ie wraz z przy³¹czo nym do nich
DNA od po zos ta³ych sk³ad nik ów ko mór kowych i   ewen-
 tu alnych za nie czyszczeñ mog¹cych zn ajd owaæ siê w prób -
ce pod dan ej izol acji. W dal szym etap ie po kil kuk rotnym
p³ukan iu otrzym uje siê DNA za wies zony w bu for ze  elu -

cyjnym. Pe³na au tom aty zac ja tego pro cesu po zwala
w ci¹gu za led wie 2,5 go dziny ot rzym aæ 48 ek stra któw
czy stego DNA [1, 13]. 

Za stos owa nie me tod au tom aty cznej eks trakc ji DNA
do anal izy prób ek o do brej ja koœci ma ter ia³u ge net yczne -
go nie bu dzi kon trow ersji [1, 2, 4, 5, 7]. Jed nak czê sto
spe cyf ika bad añ s¹do wych po lega na ko nie cznoœci eks -
trakc ji DNA z pró bek, któ re uleg aj¹ pro ces om de grad a -
cy jnym. Ce lem pra cy by³o po znan ie za let oraz wad izo -
la cji DNA przy za stos owa niu ma gnet ycznej eks trakc ji
z u¿y ciem apar atu Bio Rob ot M48 i por ówn anie wyn ików 
bad añ otrzym any ch za po moc¹ tej me tody ze stan dard o -
wo sto sow an¹ w la bor ato ria ch s¹do wych me tod¹ fe nol o -
w¹. W wy kon any ch eks per yme ntach spraw dzono efek- 
tywno œæ me tody pod czas anal izy ma ter ia³u o do brej ja -
koœ ci DNA, je dnoczeœnie k³ad¹c na cisk na oc enê dzia³a -
nia urz¹dze nia Bio Rob ot M48 przy eks trakc ji pró bek bio-
lo giczn ych na ra¿on ych na sil ne pro cesy de grad acy jne.

2. Ma ter ia³ i me tody

2.1. Ba dane pr óbki

2.1.1. Ty powe œl ady bio log iczne oraz pr óbki 
ma ter ia³u po rów naw czego

Ma ter ia³ do ba dañ sta nowi³y ty powe œl ady bio log icz -
ne naj czê œciej za bezp iecz ane pod czas wy kon ywa nych
eks pert yz s¹do wych oraz pr óbki ma ter ia³u po rów naw -
czego. Po brano 25 œl adów krwi, 12 œl adów na sien ia,
14 œl adów œl iny ujawn iony ch na ró¿no rodn ych  pod³o-
 ¿ach, 5 próbek krwi p³yn nej i 5 wy mazów z jamy ust nej.
Ba dan iom pod dano rów nie¿ 10 œla dów do tyk owy ch za -
wier aj¹cych nie znaczn¹ ilo œæ ma ter ia³u ge net yczne go
(wy maz z kar ty ma gnet ycznej, port fela, obr¹czki, uchw y -
tów z szu flad, ze garka, te lef onu, kla wiat ury kom put era,
d³ugop isu). Od 4 osób za bezp iecz ono w³osy wraz z ce -
bulk ami. Wszyst kie próbki po dziel ono na dwie cz êœci.
Jedn¹ pod dano ma gnet ycznej izol acji z u¿yc iem apar atu
Bio Rob ot M48 (Qia gen, Hil den, Niem cy), na tom iast dru -
g¹ fe nol owej me tod zie eks trakc ji.

2.1.2. Zde grad owa ne œla dy bio log iczne 

Œlady za wier aj¹ce zde grad owa ny ma ter ia³  gene tycz -
ny za bezp iecz ono z 5 ko œci, z 5 tka nek miê kkich  zato -
pionych w blocz kach pa raf ino wych, z 5 fr agm ent ów tka -
nek miê kkich i 10 pró bek krwi, w któ rych wyst¹pi³y
znacz ne pro cesy gnil ne. Ma ter ia³ kost ny pod dano wst êp-
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nemu oczyszcza niu i de kont ami nac ji po przez p³ukan ie
w 15% roz twor ze pod chlor ynu sodu, w wo dzie de styl owa -
nej i w 70% al koh olu etyl owe go. Meto dê oczyszc zania ma -
ter ia³u kost nego zmo dyf iko wano na pod staw ie da nych za -
war tych w li ter atu rze [3]. Prosz kow anie koœci wy kon ano
przy za stos owa niu m³yna do ko œci Fre ez er/Mill 6750 (Spex
Cer tiP rep, Me tuc hen, Sta ny Zjed noc zone). Pro szek kost ny
oraz prób ki za bezp iecz one z tka nek i krwi po dziel ono na
dwie cz êœci. Jedn¹ pod dano ma gnet ycznej izol acji z  u¿y -
ciem apar atu Bio Rob otM48, na tom iast drug¹ fe nol owej
me tod zie eks trakc ji.

2.1.3. Pró bki u¿y te do te stu czu³oœci izol acji 
ma gnet ycznej

Od dw óch osób po brano krew ob wod ow¹ w obec noœ -
ci an tyk oag ulan tu oraz wy kon ano ro zci eñc zenia tych
 pró bek 1:10 i 1:100. Do ba dañ po brano po 50 µl krwi
i przy got owa nych rozc ieñ czeñ. Taki sam ze staw pr óbek
po brano do izol acji fe nol owej.

2.1.4. Pr óbki u¿ yte do te stu po wtarzalnoœci izol acji
ma gnet ycznej

Do izol acji ma gnet ycznej po brano 5 pr óbek krwi
p³yn nej (po 50 µl), 5 pr óbek krwi wy lan ej na bibu³ê fil -
trac yjn¹ Whatm an 1MM (oko³o 0,25 cm2) oraz wy mazy
za bezp iecz one z jamy ust nej od 5 osób. Eks per yme nt
pow tórzo no dwu krotn ie. Wszyst kie po brane pr óbki by³y
do brej ja koœci i pra wid³owo prze chow ywa ne.

Do datk owo po wtar zal noœæ izol acji ma gnet ycznej ba -
dano, po daj¹c pr óbkê krwi p³yn nej (50 µl) i krwi wy lan ej
na bibu³ê fil trac yjn¹ Whatm an 1MM (oko³o 0,25 cm2)
 szeœ ciokrotnej anal izie. 

2.1.5. Pr óbki u¿ yte do te stu spraw dzaj¹cego 
wyd ajnoœæ izol acji ma gnet ycznej 
w za le¿n oœci od cza su in kub acji 

Ba dan iom poda no prób ki krwi p³yn nej (50 µl) i krwi
wy lan ej na bibu³ê fil trac yjn¹ Whatm an 1 (oko³o 0,25cm2).
Próbki in kub owa no w tem per atu rze 56oC przez 15 mi nut, 
1 h, 2 h, 3 h i 24 h, a na stêpnie pod dano izol acji  magne -
tycznej. 

2.2. Izol acja ma gnet yczna

Iz olac jê ma gnet yczn¹ wszyst kich œladów wy kon ano
przy u¿ yciu apar atu Bio Rob ot M48 (Qia gen, Hil den,
Niem cy) i ze stawu od czyn ników Ma gAtt ract DNA Mini
M48 Kit (Qia gen, Hil den, Niem cy) zgod nie z me tod yk¹
za lec an¹ przez pro duc enta [11].

Œlady za wier aj¹ce krew i œl inê in kub owa no przez
15 mi nut w 190 µl bu foru G2 i 10 µl pro tei na zy K
(10 mg/ml) w tem per atu rze 56oC. Tkan ki miêk kie i ce -

bulki w³osowe in kub owa no ca³¹ dobê w 190 µl bu fo -
ru G2, 10 µl pro tei na zy K (10 mg/ml) i 10 µl 1 M DTT
(Sig ma Che mic al, Ste inh eim, Niem cy) w tem per atu rze
56oC. Blocz ki pa raf ino we pod dano in kub acji przez 5 mi -
nut w 190 µl bu foru G2 w tem per atu rze 75oC, a nastêpn ie
ca³¹ dobê w tem per atu rze 56oC w obecnoœci pro tei na zy K 
(10 mg/ml). 

W œla dach za wier aj¹cych na sien ie wy kon ano lizê
pre fer ency jn¹. Do pró bek do dano 190 µl bu foru G2 oraz
10 µl pro tei na zy K (10 mg/ml). Pró bki in kub owa no przez 
15 mi nut w tem per atu rze 56oC. Po od wir owa niu z ka¿dej
pr óbki po brano po 200 µl nads¹czu za wier aj¹cego ko -
mórki epit eli alne. Frak cjê plem nik ow¹ prze myw ano trzy -
krot nie bu for em G2, a na stê pnie in kub owa no 24 go dziny
w 180 µl bu foru G2, 10 µl pro tei na zy K (10 mg/ml)
i 10 µl 1 M DTT w tem per atu rze 56oC. 

Pro szek kost ny in kub owa no przez 48 go dzin w 700 µl 
0,5M EDTA pH 8,3 w tem per atu rze 37°C. Do dano 20 µl
pro tei na zy K (10 mg/ml) i wy kon ano in kub acjê w tem -
per atu rze 56°C. 

Wszyst kie próbki po in kub acji od wir owa no, po brano
po 200 µl nads¹czu do no wych pr obówek i umieszc zono
w sta cji ro boc zej Bio Rob ot M48. 

2.3. Izol acja fe nol owa (or gan iczna) 

Pró bki za wier aj¹ce krew i œl inê in kub owa no przez
ca³¹ dobê w tem per atu rze 56oC w 500 µl bu foru li -
zuj¹cego (10 mM Tris base, 100 mM NaCl, 0,5 M EDTA,
2% SDS) i 15 µl pro tei na zy K (10 mg/ml). Tkan ki miêk -
kie i ce bulki w³osowe trak tow ano w ten sam spos ób, do -
daj¹c do datk owo 10 µl 1 M DTT. 

W œla dach za wier aj¹cych na sien ie wy kon ano lizê  pre- 
fe renc yjn¹. Do pr óbek do dano 500 µl bu foru li zu j¹cego
(j.w.) i 15 µl pro tei na zy K (10 mg/ml). Pró bki in kub owa -
no przez 60 mi nut w tem per atu rze 56oC. Po od wi r owa niu
z ka¿dej pr óbki po brano nads¹cz za wier aj¹cy ko mórki
epit eli alne. Frak cjê plem nik ow¹ prze myw a no trzy krotn ie 
bu for em li zuj¹cym, a na stêpnie pr óbki  przeniesiono do
³aŸni wod nej i in kub owa no ca³¹ dobê w 500 µl bu foru li -
zuj¹cego, 10 µl pro tei na zy K (10 mg/ml) i 10 µl 1 M DTT
w tem per atu rze 56oC. 

Frag menty tka nek za top ione w blocz kach pa raf ino -
wych in kub owa no w ksy len ie przez 30 mi nut w tem per a -
tu rze 65oC. Pró bki przep³ukano w 100% i 75% etan olu
oraz w wo dzie de styl owa nej. Po wy sus zeniu tkan ki prze -
nies iono do prob ówek i in kub owa no ca³¹ dobê w 500 µl
bu foru li zuj¹cego, 15 µl pro tei na zy K (10 mg/ml) i 20 µl
1 M DTT. 

Pro szek kost ny in kub owa no 24 go dziny w 3 ml bu -
foru (0,5 M EDTA, 10% SDS), 225 µl pro tei na zy K
i 120 µl 1 M DTT w tem per atu rze 56°C. 

Wszyst kie próbki po in kub acji pod dano pod wój nej
eks trakc ji DNA w zbu for owa nej mie szan inie fe nol-chlo -
rof orm-al koh ol izoa mylo wy (Sig ma Che mic al,  Stein -
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heim, Niem cy). Eks trakty zag êszcz ano na ko lum ienka ch
ce lul ozo wych typu Micro con 100, a w przy padku koœci
za stos owa no za gêsz cza nie na ko lum ienka ch Cen tric on
100 (Mil lip ore, Bil ler ica, Sta ny Zjed noc zone).

2.4. Po miar st ê¿enia DNA

St ê¿enie DNA w ba dan ych œl ada ch mie rzono me tod¹
flu orym etr yczn¹ przy u¿y ciu barw nika Pico Gre en (Mo -
lec ular Pro bes, Eu gene, Sta ny Zjed noc zone) i apar atu
Flu oros can Ascent FL (Lab syst ems, Hel sinki, Fin land ia).

2.5. Am plif ika cja i elekt rofo reza próbek

Prób ki za bezp iecz one z ma ter ia³u kost nego pod dano
am plif ika cji przy wy kor zyst aniu ze stawu Ident ifi ler (Ap -
plied Bio syst ems, Fo ster City, Sta ny Zjed noc zone). Po -
zos ta³e œl ady am plif iko wano za po moc¹ ze stawu SGM
Plus (Ap plied Bio syst ems, Fo ster City, Sta ny Zjed noc zo -
ne). Reak cjê am plif ika cji wy kon ano w ob jêt oœci 25 µl
przy st ê¿e niu eks traktu DNA 2 ng. Amp lifik acjê  wyko -
ny wano, u¿y waj¹c ter moc ykl era 9700 (Ap plied  Biosys -
tems, Fo ster City, Sta ny Zjed noc zone). Pro dukty PCR
anal izo wano przy u¿yc iu apar atu ABI Prism 3100A (Ap -
plied Bio syst ems, Fo ster City, Sta ny Zjed noc zone). Do
oprac owa nia wynik ów roz dzia³u elekt rofo ret ycz nego
 wykorzystano pro gramy kom put ero we GenS can Anal y -
sis 3.7 i Ge not yper 3.7.

2.6. Ob lic zenia sta tys tyczne

Ob lic zenia sta tys tyczne (sta tys tyki opis owe, test
T-stu den ta) prze prow adz ono z za stos owa niem pro gramu
SPSS v. 12.01. 

3. Wy niki i dys kus ja

3.1. Por ówn anie sku tec znoœci izol acji ma gnet ycznej
i or gan icznej w œl ada ch bio log iczny ch 
i pró bka ch ma ter ia³u po rów nawczego

Dla ba dan ych pr óbek ob lic zono œr edn ie st ê¿e nia
DNA w gru pach, od chyl enia stan dard owe oraz wari ancjê 
w obrê bie posz czeg óln ych grup. Prze prow adz one  bada -
nia wy kaza³y, ¿e w eks trakt ach otrzym ywa nych po izol a -
cji ma gnet ycznej z u¿ yciem apar atu Bio Rob ot M48 wy-
 stêpuj¹ ni¿ sze stê ¿en ia DNA w por ówn aniu do pró bek
pod dan ych izol acji fe nol owej. Test T-stu denta wy kaza³,
¿e pra wid³owo œæ ta jest istotna sta tys tycznie (p < 0,05)
dla wszyst kich ba dan ych grup pr óbek (dane nie prez ento -
wane). Jed nak anal iza wa rianc ji wy kaza³a, ¿e me toda
ma gnet yczna izol acji DNA cha rakt ery zuje siê wiê ksz¹
pre cyzj¹ ni¿ me toda or gan iczna (ta bela I). Ry cina 1

przed staw ia porów nanie wydaj noœci dwóch te stow any ch
me tod izol acji DNA. 

Ni¿s ze wart oœci stê¿ eñ DNA w prób kach po  ekstrak -
cji ma gnet ycznej mog³y wy nikaæ z kr ótsz ego cza su in -
kub acji w po rów nan iu z izol acj¹ fe nol ow¹. W przy padku
ty pow ych œl adów bio log iczny ch za obs erwo wane ró ¿ni ce 
nie mia³y ne gat ywne go wp³ywu na oznac zania marke rów 
mi kros ate lit arn ych. Otrzym ywa ne wy niki ba dañ  gene -
tycz nych z ek str aktów po zys kiwa nych dwie ma  odmien -
nymi me tod ami izol acji by³y poró wny walne.

Wszyst kie eks trakty DNA po izol acji ma gnet ycznej
by³y kla rowne, pod czas gdy nie które eks trakty po izol acji 
fe nol owej by³y nadal za niec zyszcz one barw nik ami. Po -
chod zi³y one naj prawd opo dob niej z pod³o¿a, z któ rego
za bezp iecz ono do ba dañ œl ady bio log iczne. Ob serw acje
te wska zuj¹, ¿e ma gnet yczna izol acja po zwala sku teczn ie 
usun¹æ z pró bek nie które barw niki che miczne mog¹ce
mieæ wp³yw na za ham owa nie w³aœ ciw ego prze biegu re -
akc ji am plif ika cji i otrzym anie ne gat ywny ch wy nik ów
ba dañ pod czas oznac zania pro fili ge net yczny ch (ry cina 2).

Zauto mat yzo wana me toda izol acji DNA wy kaz ywa³a 
ró wni e¿ du¿¹ sk ute czn oœæ w przy padku ba dan ia sta rych
œla dów bio log iczny ch. Otrzym ywa no po zyt ywne wy niki
anal izy mark erów mi kros ate lit arn ych z kil kun ast olet nich
plam na sien ia, œl iny i krwi. 

Od mienna sy tua cja wyst¹pi³a pod czas ba dan ia œl a -
dów na ra¿ onych na pro cesy de grad acy jne (zgni³a krew,
tkan ki miêk kie, ma ter ia³ kost ny). Poœr ód prze bad any ch
25 prób ek je dyn ie dla 3 ek str aktów po izol acji  magne -
tycz nej uda³o siê ozna czyæ nie pe³ny pro fil ge net yczny.
Dla po zos ta³ych pr óbek otrzym ano ne gat ywne wy niki ba -
dañ. Na tom iast w pr óbk ach po izol acji or gan icznej w 3  izo -
latach oznac zono pe³ny pro fil ge net yczny, a w 14 prób-
 kach pro fil nie komp letny. Wy niki otrzym ane dla œladów
nara¿o nych na pro cesy de grad acy jne po kaz uj¹, i¿ przy -
padku tego typu prób ek zde cyd owa nie lepsz¹ i  wydaj -
niejsz¹ me tod¹ izol acji jest izol acja fe nol owa. Uzys kane
wy niki ba dañ mo ¿na przy najmn iej czêœ ciowo  wyt³um a -
czyæ tym, ¿e pod czas izol acji z u¿yc iem apar atu  BioRo -
bot M48 do ku lec zek ma gnet yczny ch przy³¹cza siê DNA
o bar dzo zró ¿nicowanej jak oœci. Wys têpuje tu taj pew -
nego ro dzaju „kon kur encja” o ku leczki ma gnet yczne po -
miêd zy DNA do brej ja koœci i DNA zde grad owa nym.
Ne gat ywne wy niki ba dañ ge net yczny ch w za kres ie ozna -
c zania marke rów typu STR w eks trakt ach uzys kany ch po
izol acji na apar acie Bio Rob ot M48 mog¹ byæ spo wod o -
wa ne nie wys tarcz aj¹cym stê ¿en iem w otrzym ywa nych
izol ata ch ma ter ia³u ge net yczne go od pow iedni ej ja koœ ci
i zbyt wy sok im st ê¿e niem DNA zde grad owa nego, któ re
mo¿e sta nowiæ czyn nik ha muj¹cy w³aœ ciwy prze bieg re -
akc ji PCR (ry cina 3). 

W œl ada ch do tyk owy ch za wier aj¹cych nie znaczne
 stê ¿enia ma ter ia³u ge net yczne go (wy maz z kar ty  magne -
tycznej, port fela, obr¹czki, uchw ytów z szu flad, ze garka,
kla wiat ury kom put era, d³ugop isu) po zyt ywne wy niki ba -
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dañ otrzym ano w trzech spoœród dziesiêciu próbek pod -
dan ych izol acji ma gnet ycznej. W ¿a dnym z ek stra któw
otrzym any ch po izol acji fe nol owej nie uda³o siê  ozna -
czyæ pro filu ge net yczne go. Otrzym anie w wiêksz oœci
przypa dków ne gat ywny ch wy nik ów ba dañ ge net yczny ch 
wy nika³o z ob ecn oœci œl ado wych il oœci DNA w izol ata ch. 
Po miary st ê¿en ia DNA w wi êksz oœci pró bek wy nosi³y
po ni¿ ej 100 pg/µl. 

3.2. Czu³oœæ me tody izol acji ma gnet ycznej

Ba dan ia czu³oœci izol acji ma gnet ycznej wy kaza³y, ¿e
wy niki ba dañ ge net yczny ch pr óbek krwi p³yn nej i ich
 roz cieñczeñ s¹ nie znaczn ie lep sze od wyn ików tych sa -
mych pr óbek pod dan ych izol acji fe nol owej. Z pr óbki A
po izol acji ma gnet ycznej oznac zono nie pe³ny pro fil ge -
net yczny przy ro zci eñcze niu 1:100, pod czas gdy w tej
 samej pr óbce pod dan ej izol acji fe nol owej nie pe³ny ze -
staw cech ge net yczny ch otrzym ano ju¿ przy rozcie ñcz e -
niu 1:10. Ba dan ia ro zci eñczeñ pr óbki B ta k¿e wska zuj¹,
¿e z eks tra któw uzyskanych po izol acji ma gnet ycznej
otrzym ano lep sze wy niki anal izy mark erów  mikrosateli -
tarnych (ta bela II).

3.3. Po wtar zalno œæ izol acji ma gnet ycznej

Dwu krotna izol acja ma gnet yczna pr óbek po bran ych
z krwi p³yn nej, krwi wy lan ej na bibu³ê fil trac yjn¹ i  wy -
ma zów z jamy ust nej po zwoli³a ot rzym aæ po równ ywalne
wy niki ba dañ. Wa rto œci po miaru st ê¿en ia DNA za równo
przy pierw szej, jak i dru giej izol acji, by³y zbli ¿one i we
wszyst kich próbka ch oznac zono pe³ne pro file ge net ycz ne.

Wy niki po miaru st ê¿en ia DNA w  ekstrak tach uzys -
kany ch po szeœci okr otnej izol acji prób ki krwi p³yn nej
i prób ki krwi wy lan ej na bibu³ê fil trac yjn¹ wska zuj¹, ¿e
me toda izol acji ma gnet ycznej do kon anej przy u¿ yciu
apa ratu Bio Rob ot M48 po zwala na otrzym ywa nie po w -
tar zalny ch wy ników ba dañ. Uzys kane wart oœci te s tow a -
ny ch pa rame trów sta tys tyczny ch (war toœ ci œre dnie, od -
chy len ia stan dard owe, wa rianc ja) dla krwi p³yn nej wy -
nosz¹: x = 4,72; SD = 1,24; s2 = 1,5. W przy padku krwi
wy lan ej na bibu³ê fil trac yjn¹  uzys kane wart oœci s¹ ró w -
ne: x = 0,35; SD = 0,05; s2 = 0,002. Wy niki z wska zuj¹, ¿e
me toda ma gnet yczna jest po wtar zalna. Ró ¿nice w pre -
cyz ji ob serw owa ne dla pr óbek krwi wy lan ej na bibu³ê fil -
trac yjn¹ i krwi p³yn nej mog¹ wy nikaæ ze spe cyf iki ba da-
nego ma ter ia³u. We wszyst kich eks trakt ach oznac zono
pe³ne pro file ge net yczne.

3.4. Po równ anie wy dajn oœci izol acji ma gnet ycznej
w za le¿n oœci od cza su in kub acji

Wy niki ba dañ otrzym ane dla próbek krwi p³yn nej
i krwi wy lan ej na bibu³ê wy kaza³y, ¿e wraz z  wyd³u¿e-
 niem cza su in kub acji przed w³aœciwym etap em izol acji

ma gnet ycznej na stêp uje wzrost stê¿enia DNA w  otrzy -
my wanych eks trakt ach (ry cina 4). Wyd³u¿ enie cza su
 inkubacji do 24 go dzin przy czyni³o siê do znacz nego
wzro s tu wyda jnoœci eks trakc ji w pró bce, w któ rej po
15-mi nut owej in kub acji od not owa no bar dzo nisk¹ war -
toœæ stê ¿enia DNA. 

Do œwi adc zenie to po kaz uje, ¿e w pro sty spo sób mo¿ -
na przy najmn iej czêœ ciowo zniw elowaæ efekt  przedsta -
wiony na ry cin ie 1, czy li znaczn¹ dysproporcjê pomiêdzy 
stê¿eniami DNA próbek po izol acji ma gnet ycznej i  feno -
lowej. Na pod staw ie tej ob serw acji wy kon ano po wtó rne
ba dan ia 5 œl adów krwi wy lan ej na bibu³ê fil trac yjn¹,
z któ rych przy 15 mi nut owej in kub acji pod czas izol acji
ma gnet ycznej otrzym ywa no nie pe³ne pro file ge net yczne. 
Po nown ie po brano 0,25 cm2 bibu³y z wy lan¹ krwi¹ i in -
kub owa no przez ca³¹ dobê w tem per atu rze 56oC. Wyd³u -
¿ enie cza su in kub acji spo wod owa³o wzrost stê¿enia
DNA w eks trakt ach i po zwoli³o na otrzym anie pe³nych
pro fili ge net yczny ch w ba dan ych œl ada ch (ta bela III).

4. Wnio ski

Au tom aty czna me toda izol acji DNA przy u¿yc iu apa -
r atu Bio Rob ot M48 po zwala w ci¹gu za led wie 2,5 go -
dziny ot rzym aæ 48 ek stra któw DNA, co zde cyd owa nie
usprawn ia pro ces po zys kiwa nia ma ter ia³u ge net yczne go
ze œl adów bio log iczny ch. Wy kaz ano, ¿e w przy padku ty -
pow ych œl adów bio log iczny ch eks trakc ja ma gnet yczna
mo¿e w pe³ni zast¹piæ me todê izol acji fe nol owej. Jed nak
w sy tua cjach, gdy dys pon uje my ma ter ia³em bio log icz -
nym, w któ rym nast¹pi³y pro cesy gnil ne uszkad zaj¹ce
znacz nie struk turê DNA (œlady za bezp iecz one z ko œci,
zgni³ych tka nek), sku teczn iejsz¹ i wy dajn iejsz¹ me tod¹
eks trakc ji jest izol acja fe nol owa. Po mimo znacz nie ni¿ -
sz ych warto œci stê¿e nia DNA w próbk ach wy izol owa -
nych me tod¹ ma gnet yczn¹ otrzym uje siê porówn ywa lne
wy niki ba dañ w za kres ie oznac zania marke rów  mikro -
satelitarnych dla tych próbek i ekstr aktów po zys kany ch
za po moc¹ izol acji fe nol owej. Jed nak w celu uwz glêd nie -
nia znacz nego zró¿n ico wania jakoœ ci próbek, które pod -
daje siê pro ces owi izol acji, ce lowe jest wyd³u¿ enie cza su
in kub acji po wy¿ ej 2 go dzin, a w przy padku dys pon owa -
nia œla dami bio log iczny mi s³abej jak oœci na wet do 24 go -
dzin. Wp³ywa to na otrzym ywa nie wy¿szy ch stê¿eñ DNA
próbek pod dan ych izol acji przy u¿yc iu apar atu Bio Rob ot 
M48, a przez to zwiêksza siê szan sê otrzym ywa nia  pozy -
tywnych wy nik ów ba dañ ge net yczny ch. Wpro wad zenie
au tom aty zac ji eks trakc ji ma ter ia³u ge net yczne go  zdecy -
do wanie usprawni pro ces izol acji DNA œlad ów anal izo -
wan ych w la bor ato rium, zw iêk szy wy daj noœæ i zmi nima-
li zuje mo¿ liw oœci wyst¹pie nia kon tam ina cji.    
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