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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg sekwencje oligonukleotydéw scharakteryzowane jako SEQ. ID No. 1 do
SEQ. ID No. 8, sposéb wykrywania obecnos$ci pasozyta we krwi, zestaw do wykrywania obecnoéci DNA
Trichinella spp. oraz zastosowanie opisanych powyzej oligonukleotyddéw do produkciji zestawu.

Choroby zakazne sg jednym z najbardziej istotnych i narastajgcych zagrozen zdrowia publicz-
nego. Zaliczane do nich zoonozy pasozytnicze wystepujg powszechnie u ludzi. Zarazenie ludzi naste-
puje na skutek kontaktu ludzi z zanieczyszczong zywnos$cig, wodg lub glebg. Chociaz doktadne dane
dotyczace liczby zarazonych os6b nie sg dostepne, szacuje sie ze najczestszymi zoonozami pasozyt-
niczymi sg toksoplazmoza, echinokokoza, trichinelloza i schistosomatoza.

Wilos$nie (Trichinella) to rodzaj robakéw obtych z gromady Nematoda o pasozytniczym sposobie
zycia. Posrednimi i ostatecznymi gospodarzami sg ssaki, ptaki, ptazy, gady, ryby i ludzie. Gtéwnymi
nosicielami przenoszacymi je na ludzi sg zwierzeta, ktérych mieso jest zakazone wio$niami albo surowe
mieso tych zwierzat badz tez mieso niedostatecznie ugotowane, w szczego6lnosci swin, koni i zwierzat
townych. Wtoénie mozna zniszczy¢ poprzez gotowanie oraz bardzo niskie temperatury. Wio$nie wyste-
pujg jako rézne gatunki na catym Swiecie. Istnieje osiem gatunkéw, a najwazniejszymi wystepujgcymi
w Europie sg Trichinella spiralis, Trichinella britovi, Trichinella pseudospiralis i Trichinella nativa.

Pasozytniczy nicien Trichinella spp. jest zdolny do zakazania wielu gatunkéw, miedzy innymi lu-
dzi, $win, szczuréw, dzikéw, niedzwiedzi, koni i ptakéw. W krajach Europy Zachodniej, witoénie wyste-
pujg przede wszystkim w ,cyklu zwierzat dzikich”, gdzie lisy i gryzonie roznoszg robaki poprzez zjadanie
zakazonych zwierzat. W regionach péinocnych, réwniez niedzwiedzie, psy pociggowe i foki mogg by¢
gospodarzami posrednimi. Istnieje rowniez ,cykl miejski’, w ktérym organizmy patogenne sg rozno-
szone przede wszystkim przez szczury i Swinie. Dojrzaty wiosien moze mieé dlugosé, odpowiednio do
4 mm (samice) i 1,5 mm (samce). Zgrubiata czes¢ tylna zawierajgca jelito jest wyraznie rozréznialna.
Larwa tworzy cyste w tkance mie$niowej i tworzy tam ,kompleks komorki odzywczej”, tj. otoczke, ktéra
jest zaopatrzona w liczne naczynia krwiono$ne, a zatem utrzymuje larwe przy zyciu. Larwa moze mie¢
dtugosé okoto jednego milimetra i jest wysoce zakazna. Cysty z tkanki mieéniowej rozpuszczajg sie
w jelicie cienkim, gdzie dochodzi do uwolnienia larwy. Larwy penetrujg do nabtonka jelita cienkiego
i rozwijajg sie w doroste stadium w ciggu 30 godzin, po czym sie krzyzujg. W skutek namnazania sie
pasozyta w jelicie cienkim do miesni poprzecznie prazkowanych trafia wielokrotnie wiecej larw niz zo-
stato spozytych z zarazonym miesem. Kazda samica moze by¢ zaptodniona kilka razy, a jej potencjat
rozrodczy wynosi od 200 do 1500 larw, zaleznie od gatunku. Obraz kliniczny powodowany przez wtoénie
jest okre$lany jako frichinellosis — wto$nica. Objawy kliniczne i patogeneza choroby sg podobne w przy-
padku réznych gatunkéw Trichinella, a choroba moze skonczy¢ sie $miercig, gdy do organizmu trafi
duza liczba larw z surowym miesem lub wyrobem poddanym niedostatecznej obrébce termicznej (np.
wedzenie na zimno). Zaréwno niebezpieczne sg skutki reakcji alergicznej (obrzek powiek i twarzy, na-
strzykniecie spojowek) jak i objawy grypopodobne wystepujgce w fazie jelitowej w pierwszych dniach
po Spozyciu zarazonego miesa i uszkodzenia wielonarzgdowe w trakcie wedréwki larw drogg krwiono-
$ng i osiedlania w mie$niach szkieletowych. W tym czasie mogg pojawiac sie objawy zapalenia ptuc
i opon mézgowordzeniowych, moze dojs¢ réwniez do uszkodzenia nerek i miesnia sercowego.

W wielu krajach europejskich, wtosnica zostata uznana za chorobe, ktéra musi by¢ monitoro-
wana, a dla panstw cztonkowskich Unii Europejskiej, jest to obowigzkowe zgodnie z dyrektywag Unii
Europejskiej w sprawie choréb odzwierzecych, 2003/99/WE. Przypadki wio$nicy muszg by¢ zgtaszane,
ale dalsze dziatania nie muszg byé podjete. Komisja Europejska (KE) zmienita prawo ustanawiajace
przepisy dotyczgce kontroli urzedowych dla wtosni obecnych w miesie, w celu poprawy bezpieczenstwa
zywnosci dla konsumentéw w krajach europejskich.

Zgodnie z rozporzgdzeniem (WE) nr 2075/2005, inspekcje miesa sg wymagane dla trzody chlew-
nej, koni, dzikébw oraz innych gatunkéw hodowlanych i dzikich zwierzat, ktére sg podatne na zakazenie
Trichinella i ktére sg ubijane w celu spozycia.

Wios$nica jest nie tylko zagrozeniem dla zdrowia publicznego, ale takze stanowi duzy problem
ekonomiczny w produkcji $win i dla bezpieczenstwa zywnosci. W oficjalnej inspekciji miesnej, uzywane
sg tylko bezposrednie sposoby wykrywania tego pasozyta. Jedynymi zalecanymi procedurami wykry-
wania larw Trichinella w tkance miesniowej sg sposoby trawienia. Inne sposoby nie sg zalecane ze
wzgledu na brak skuteczno$ci lub wiarygodnosci.

Aktualnie w diagnostyce cztowieka stosowane sg gtéwnie sposoby takie jak: ELISA, Western Blot,
testy immunoprecypitacji. Istniejgce sposoby serologiczne niestety nie sprawdzajg sie w przypadku
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wczesnej i gatunkowo specyficznej diagnostyki. Zalecane sposoby wykrywania Trichinella spp. z prébek
miesni (sposéb kompresiji, trawienie) sg pracochtonne, czasochtonne, niewystarczajgco czute i nie roz-
nicujg na poziomie gatunku, a ponadto trudne do wykonania u ludzi.

Oprécz standardowych procedur diagnostycznych i badan serologicznych, zostaty réwniez opra-
cowane sposoby molekularne do wykrywania i typowania witoéni takie jak: multiplex PCR lub PCR
w czasie rzeczywistym. Wszystkie dostepne sposoby molekularne pozwalajg na diagnostyke do ktérej
niezbedna jest biopsja mieénia.

U ludzi z podejrzeniem wio$nicy ostateczne postawienie diagnozy uwzglednia: wywiad srodowi-
skowy, objawy kliniczne i serodiagnostyke. Jednym ze sposobow wykorzystywanych do diagnozowania
wtosnicy u ludzi jest test immunoenzymatyczny ELISA. Polega on na oznaczeniu w surowicy krwi spe-
cyficznych przeciwciat (gtéwnie klasy IgG) przeciwko antygenom pasozyta. Ponadto, w ostateczno$ci
wymagana jest znaczna interwencja chirurgiczna, a czuto$¢ diagnozy zalezy od ilosci probki badanego
miesnia. Zwykle od 0,2 do 0,5 g tkanki mieSniowej bez thuszczu i skory pobrane z mie$nia naramiennego
lub innego szkieletowego.

Testy ELISA sg stosowane do wykrywania specyficznych przeciwciat anty-Trichinella w surowicy
lub soku miesnym. Jednak okazujg sie niewystarczajgce, by zadwiadczy¢, ze cztowiek lub zwierze jest
wolne od wtoéni, nawet w ciezkich zakazeniach, gdyz przeprowadzone badania sugerowaty op6znienie
w wytwarzaniu specyficznych przeciwciat, co moze prowadzi¢ do fatszywych wynikéw negatywnych.
Techniki takie jak PCR, PCR w czasie rzeczywistym charakteryzujg sie bardzo wysokg czuto$cia i spe-
cyficznoscig. Chociaz sposoby te wydajg sie byé obiecujgce, wymagajg uzycia specjalistycznych, dro-
gich urzgdzen. Dodatkowo aktywnos¢ polimerazy Taq stosowanej w PCR jest czesto hamowana przez
inhibitory reakcji PCR wystepujace w materiale biologicznym.

Miedzynarodowe zgtoszenie W0O2014/071946 ujawnia spos6b oparty na wykrywaniu SSU rDNA
za pomocg amplifikacji wszystkich SSU rDNA réznych od ludzkiego w ludzkich prébkach klinicznych za
pomocg odpowiednio trzech lub czterech zestawéw primerdw, probki o duzej zawartosci ludzkiego DNA
oraz probki o malej zawartosci ludzkiego DNA.

Z kolei w zgtoszeniu CN102424841 ujawnia sie sposéb diagnostyki wioénia za pomocg LAMP
PCR przy uzyciu wskazanych primeréw oraz zestaw diagnostyczny. Primery zostaty zaprojektowane
zgodnie z powtarzajgca sie sekwencjg Trichinella spiralis swoistg dla genu SB4.

W stanie techniki sg zatem znane sposoby diagnozowania wito$nia za pomocg technik PCR. Jed-
nak ciggle duzym problemem pozostaje diagnostyka wioénicy ludzi, szczegéblnie w poczatkowym okre-
sie inwazji.

Celem wynalazku jest zatem opracowanie sposobu, ktéry umozliwia wykrywanie pasozyta na
kazdym etapie inwazji, co pozwoli w sposéb czuty i specyficzny diagnozowac ludzi i zwierzeta. Propo-
nowane rozwigzanie pozwoli ograniczy¢ zaréwno koszt jak i czas, a dodatkowo charakteryzowac sie
bedzie wickszg czutoscig i specyficznoscig. Co wiecej opracowany sposob pozwala na diagnostyke
patogenéw bezposrednio z krwi bez potrzeby stosowania kosztownego sprzetu laboratoryjnego i wy-
kwalifikowanego personelu dzieki czemu mégtby rowniez znalez¢ szerokie zastosowanie w inspekgc;ji
miesa przeznaczonego do spozycia, co z kolei pozwolitoby na sprawniejsze monitorowanie i elimino-
wanie czynnikéw zakaznych w kraju.

Przedmiotem wynalazku sg zatem sekwencje oligonukleotydéw posiadajgce sekwencje przed-
stawiong jako: SEQ. ID No. 1, SEQ. ID No. 2, SEQ. ID No. 3, SEQ. ID No. 4, SEQ. ID No. 5, SEQ. ID
No. 6, SEQ. ID No. 7 albo SEQ. ID No. 8.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest sposéb wykrywania obecnosci DNA pasozyta we krwi zy-
wiciela, charakteryzujgcy sie tym, ze pasozytem jest Trichinella spp. a sposob obejmuje nastepujace
etapy: pobiera sie krew na antykoagulant, nastepnie wiruje sie krew w celu uzyskania osocza, po czym
izoluje sie DNA z osocza i ostatecznie przeprowadza sie reakcje PCR lub LAMP PCR z zastosowaniem
polimerazy Taq lub polimerazy Bst oraz odpowiednich oligonukleotyddéw opisanych powyze;j.

Korzystnie DNA namnazanym w reakcji jest wolne DNA pasozyta (cfDNA) obecnego we krwi,
ktérym jest DNA mitochondrialne.

Korzystnie, gdy do amplifikacji stosuje sie wstepng denaturacje w temp. 98°C, a nastepnie cykle
termiczne w temp. 56°C.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest zestaw do wykrywania obecno$ci DNA Trichinella spp.,
sktadajgcy sie z przynajmniej dwéch oligonukleotydéw opisanych zastrzezeniem numer 1 oraz ewentu-
alnie odpowiednich odczynnikéw do amplifikacji DNA.
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Jeszcze kolejnym przedmiotem wynalazku jest zastosowanie oligonukleotydéw przedstawionych
w zastrzezeniu numer 1 do produkcji zestawu do wykrywania obecnosci DNA Trichinella spp.

Podstawowg kwestig realizacji wynalazku jest namnazanie wolnego DNA pasozyta (cfDNA)
obecnego we krwi, ktérym jest DNA mitochondrialne.

Na figurach przedstawiono wyniki reakcji PCR oraz LAMP PCR.

Fig. 1 to przedstawienie reakcji PCR ze starterami TsSMT-F3, TsMT-B3 na matrycach DNA réznych
gatunkéw Trichinella (1-T. spiralis, 2-T. nativa, 3-T. britovi, 4-T. pseudospiralis). 6 — wolne DNA (cfDNA)
myszy zarazonej przez okres 2 lat T. spiralis. Sciezka 5 — kontrola negatywna, M- DNA marker 100bp

Fig. 2 to przedstawienie reakcji LAMP PCR ze starterami TsMT-F3, TsMT-B3, TsMT-FIP, TsMT-BIP,
TsMT-F2, TsMT-F1¢, TsMT-B2, TsMT-B1c na matrycach DNA r6znych gatunkéw Trichinella (2-T. spiralis,
3-T. nativa, 4-T. britovi, 5-T. pseudospiralis). Sciezka 1 — kontrola negatywna, M- DNA marker 100bp

Fig. 3 to przedstawienie reakcji PCR ze starterami TsMT-F3, TsMT-B3 na matrycach (cfDNA)
wyizolowanych od zwierzat zarazonych rézng dawkg larw T. spiralis (1 — szczur zarazony 50 T. spiralis,
2 —szczur 300 larw, 3 —szczur 700 larw, 4 — szczur 1000 larw, 7— szczur 4000 larw). 6 — $winia zarazona
200 larwami T. spiralis. Sciezka 8 — kontrola pozytywna na DNA T. spiralis, 9 — kontrola negatywna,
M- DNA marker 100bp

Fig. 4 to przedstawienie reakcji PCR ze starterami TsMT-F3, TsMT-B3 na matrycach (cfDNA)
wyizolowanych od zwierzat/cztowieka zarazonych T. spiralis. Sciezka 1 — kontrola negatywna, 3 — $wi-
nia zarazona 200 larwami, 4 — zarazony cztowiek, M- DNA marker 100bp

Fig. 5 to przedstawienie reakcji LAMP PCR ze starterami TsMT-F3, TsMT-B3, TsMT-FIP, TsMT-
-BIP, TsMT-F2, TsMT-F1c, TsMT-B2, TsMT-B1c na wolnym DNA wyizolowanym od szczura zarazo-
nego 2 — 4000 larw, 3 — 8000 larw, 1— kontrola negatywna, M- DNA marker 100bp

Fig. 6 to przedstawienie reakcji PCR ze starterami TsMT-F3, TsMT-B3 na osoczu zwierzecia
zarazonego T. spiralis. Sciezka 1 — osocze zarazonego zwierzecia, 2 — kontrola negatywna, M- DNA
marker 50bp

Wynalazek zostat przedstawiony w przykfadach wykonania, ktére nie majg charakteru ogranicza-
jgcego.

Przyktad 1

Sprawdzono specyficznos¢ zaprojektowanego zestawu starteréw do reakcji PCR i LAMP PCR
gdzie jako matryce zastosowano DNA réznych gatunkéw Trichinella (7. spiralis, T. nativa, T. britovi,
T. pseudospiralis) (Fig. 1, Fig. 2). Do reakcji PCR zastosowano jednakow3 ilo§¢ DNA.

Przyktad 2

Sprawdzono czuto$é sposobu pod wzgledem intensywno$ci zarazenia. W tym celu zarazono zwie-
rzeta (szczur rasy Lewis — samce w wieku 3 miesiecy) réznymi dawkami larw — 50, 300, 700, 1000, 4000,
8000. Zwierzeta usmiercano i pobierano im krew na antykoagulant. Kolejnym etapem bylo uzyskanie
0soczna poprzez wirowanie w 4°C. Nastepnie sprawdzono skuteczno$é sposobu PCR na wolnym DNA
(cfDNA) wyizolowanym z osocza zywicieli. W przypadku szczuréw zarazonych 300, 700, 1000, 4000, 8000
uzyskano pozytywny wynik. Szczury byly zarazone przez okres 2 miesiecy (Fig. 3). Dodatkowo okreslono
intensywno$¢ zarazenia izolujgc larwy z miesni metodg trawienia i przeliczano liczbe larw na catkowitg mase
miesni, ktérg uzyto do trawienia. Intensywno$¢ byta adekwatna do wyjSciowej dawki zarazeniowej.
98°C — 3 min, 98°C — 30 s, 56°C — 30 s, 72°C — 40 s — 35 cykli, 72°C — 5 min.

Przyktad 3

Dodatkowo skuteczno$¢ sposobu potwierdzono dla myszy zarazonej (samiec szczep C3H zara-
zony 500 larwami) od 2 lat, Swini (samiec 24 kg zarazony przez okres 60 dni) eksperymentalnie zara-
zonej 200 larwami T. spiralis i w surowicy cztowieka u ktérego potwierdzono zarazenie pasozytem tech-
nikg ELISA i biopsjg (Fig. 1, 3, 4).

Przyktad 4

Nastepnie podjeto probe wykonania reakcji bezposrednio na osoczu zarazonych zwierzat, co po-
zwolitoby oming¢ etap izolacji wolnego DNA i utatwitoby zastosowanie sposobu w diagnostyce zwierzat
przeznaczonych do spozycia. Wynik przedstawiono na Fig. 6.
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Lista Sekwencji

SEQ. ID No. 1

TsMT-F3 TGAACAATAGCTATAACCAACC

SEQ. ID No. 2

TsMT-B3 GTTAGTGTATAACCGCGATAG

SEQ.ID No. 3

TsMT-FIP GAGAGAAGTGGTTTGTATTCCAGTACTCTATTCAACGACTAGAGAAGAC

SEQ. ID No. 4

TsMT-BIP TTGATGCATATTGCACAAACCAACTCACTTAGATCTTTAACTATGGC

SEQ. ID No. 5

TsMT-F2 CTCTATTCAACGACTAGAGAAGAC

SEQ. ID No. 6

TsMT-Fle GAGAGAAGTGGTTTGTATTCCAGTA

SEQ. 1D No. 7

TsMT-B2 TCACTTAGATCTTTAACTATGGC

SEQ. ID No. 8

TsMT-Ble TTGATGCATATTGCACAAACCAAC.

1.

Zastrzezenia patentowe

Sekwencje oligonukleotydéw, znamienne tym, ze posiadajg sekwencje przedstawiong jako:
SEQ. ID No. 1, SEQ. ID No. 2, SEQ. ID No. 3, SEQ. ID No. 4, SEQ. ID No. 5, SEQ. ID No. 6,
SEQ. ID No. 7 albo SEQ. ID No. 8.

Sposob wykrywania obecnosci DNA pasozyta we krwi zywiciela, znamienny tym, ze pasozy-
tem jest Trichinella spp., a spos6b obejmuje nastepujgce etapy: pobiera sie krew na antykoa-
gulant, nastepnie wiruje sie krew w celu uzyskania osocza, po czym izoluje sie¢ DNA z osocza
i ostatecznie przeprowadza sie reakcje PCR lub LAMP PCR z zastosowaniem polimerazy Taq
lub polirnerazy Bst oraz odpowiednich oligonukleotydéw jak zdefiniowano w zastrz. 1.
Sposob wedtug zastrz. 2. przy czym DNA namnazanym w reakgcji jest wolne DNA pasozyta
(cfDNA) obecnego we krwi, ktorym jest DNA mitochondrialne.
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4. Sposo6b wedtug zastrz. 2 do 3, znamienny tym, ze do amplifikacji stosuje sie wstepng dena-
turacje w temp. 98°C, a nastepnie cykle termiczne w temp. 56°C lub PCR izotermiczny
w temp. 65°C.

5. Zestaw do wykrywania obecnosci DNA Trichinella spp., znamienny tym, ze sktada sie z co
najmniej dwoch oligonukleotydéw opisanych zastrz. 1 oraz ewentualnie odpowiednich odczyn-
nikéw do amplifikacji DNA.

6. Zastosowanie oligonukleotyd6éw przedstawionych w zastrz. 1 do produkcji zestawu do wykry-
wania obecnoéci DNA Trichinella spp.

Rysunki

Fig. 2

Fig. 3
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