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Opis wynalazku

DZIEDZINA TECHNIKI

Przedmiotem wynalazku jest sposdb wytwarzania podioza transportowego umozliwiajacego
diugotrwate przechowywanie w nim zywych jaj pasozytow jelitowych z rodzajow Ascaris, Trichuris
i Toxocara (ATT). Podtoze moze by¢ wykorzystane dla przechowywania w nim zywych jaj pasozytéw
jelitowych w celu zastosowania ich jako materiaty odniesienia RM (ang. Reference Material) i certyfiko-
wane materiaty odniesienia CRM (ang. Certified Reference Material) w parazytologicznych badaniach
nawozéw organicznych i osadoéw Sciekowych niezbednych do przeprowadzenia badan biegtosci PT
(ang. Proficiency Testing) i poréwnan miedzylaboratoryjnych ILC (ang. Interlaboratory Comparison).

STAN TECHNIKI

Wykorzystanie substancji organicznych w celach nawozowych jest jednym z priorytetowych dzia-
tanh w dziedzinie ochrony srodowiska. Ze wzgledu na to, ze sa one zrédtem cennych substancji orga-
nicznych i sktadnikéw mineralnych dla roslin, wykorzystanie ich do celéw rolniczych jest uzasadnione.
Jednak, z drugiej strony, materiat ten moze by¢ zrodtem skazenia parazytologicznego i mikrobiologicz-
nego gleby, wéd gruntowych, powierzchniowych, jak tez uprawianych roslin, co stwarza zagrozenie
dla zdrowia ludzi i zwierzat. Aby nie dopuséci¢ do stosowania w rolnictwie nawozdéw organicznych
zawierajacych grozne patogeny, nawozy organiczne powinny by¢ doktadnie badane. Konieczne bada-
nia nawozéw organicznych regulowane sa szeregiem aktéw prawnych unijnych i krajowych. W mys|
tych przepiséw nawozy organiczne i osady $ciekowe nie moga zawiera¢ zywych jaj pasozytéw jelito-
wych z rodzajéw Ascaris, Trichuris i Toxocara (zwanych tez tacznie: ATT), a osady $ciekowe stosowane
do rekultywacji terendw nie powinny zawiera¢ wiecej niz tacznie 300 zywych jaj w/w pasozytéw w 1 kg
suchej masy osadu. Wymég UE obliguje laboratoria do prowadzenia biologicznego monitoringu jako$ci
nawozow organicznych i osadéw $ciekowych za pomoca metod akredytowanych. Oczekuje sie, ze |a-
boratoria badawcze zaréwno naukowe, jak i ustugowe beda uzyskiwaty wyniki, ktére w tatwy sposéb
beda mogty by¢ ze soba poréwnywane. Stosowane metody badawcze powinny by¢ standaryzowane
tak, aby we wszystkich laboratoriach dana metoda charakteryzowata sie podobnymi warto$ciami cech
(czuto$é, specyficznosé, powtarzalnosé, granica wykrywalnosci czy granica oznaczalnosci). Najwazniej-
szym narzedziem pozwalajacym na utrzymywanie takiej rwnowaznosci metod sa badania miedzyla-
boratoryjne i badania biegtosci (PT/ILC), w ktorych wykorzystywane sg prébki kontaminowane znana
iloscia poszukiwanego analitu. W przypadku badan parazytologicznych nawozdéw organicznych i osa-
dow Sciekowych analitem takim sa jaja pasozytéw z rodzajoéw Ascaris, Trichuris i Toxocara, stanowigce
tzw. wskaznikowe rodzaje pasozytéw, wymieniane w odnosnych przepisach. W przypadku badan para-
zytologicznych przeprowadzenie badan PT/ILC jest bardzo skomplikowane w zwigzku ze specyficznym
przygotowaniem matrycy, szczegdlnie odwodnionych osadéw sciekowych. Nieliczne, oferowane w Pol-
sce i na $wiecie przez rozne laboratoria, badania PT/ILC zwykle nie sa prowadzone prawidtowo. Btedy
dotycza przede wszystkim sposobu przygotowania matrycy, sposobu kontaminacji probek jajami paso-
zytéw ATT, co skutkuje brakiem mozliwosci wykorzystania tych wynikéw badan do potwierdzania waz-
nosci wynikdw metod ilosciowych. Istotnym elementem prawidtowego przeprowadzenia badan PT/ILC
jest zapewnienie dostepnos$ci odpowiedniej jakosci Certyfikowanych Materiatéw Odniesienia (CRM).
Zgodnie z norma PN-EN ISO/IEC 17025:2018-02, PN-EN ISO/IEC 17043, aby CRM mogty spetnic¢
swoja funkcje konieczne jest zapewnienie m.in. ich niezmiennosci w czasie przechowywania, transportu
i samego badania oraz zapewnienie ich jednorodnosci. W przypadku jaj pasozytéw jelitowych ATT klu-
czowym jest zachowanie ich zywotnosci/zdolnosci do rozwoju i cecha ta rownowazna jest z niezmien-
noscia. W przypadku zywych jaj pasozytéw jelitowych okres przechowywania limitowany jest przede
wszystkim dostepnoscia tlenu w medium, w ktérym konserwowane sa jaja, nha co ujemny wplyw ma
rozwijajaca sie w trakcie przechowywania podfoza flora bakteryjna. Do konserwacji jaj w praktyce labo-
ratoryjnej stosuje sie najczesciej 0,5-2% roztwory formaliny. Formalina ogranicza jednak przydatno$¢
tak konserwowanego CRM do zastosowania w technikach molekularnych. Ze wzgledu na specyficzng
budowe wierzchniej warstwy otoczki jaj, szczegdlnie Ascaris spp. i Toxocara spp., jaja wykazuja silng
tendencje do agregacji. Tworzace sie skupiska jaj sa dos¢ trwate i cecha ta uniemozliwia osiagniecie
zadawalajacej jednorodno$ci CRM. Sposoby izolacji jaj Ascaris spp., Trichuris spp. i Toxocara spp.
Z ciat samic tych pasozytéw sa znane w stanie techniki.

W stanie techniki znane sa metody otrzymywania réznych rodzajow zelatyny. Dwie podstawowe
z nich dotycza wytwarzania Zelatyny typu A, ktéra odbywa sie metoda kwasna, i zelatyny typu B — me-
toda alkaliczng (Kowalski Z. et al. Chemik 10/2011, tom 65, 1085-1092).



PL 246826 B1 3

Z publikacji patentu PL236775B1, ktérego twércami sg réwniez tworcy niniejszego wynalazku,
znany jest sposob wykonania podtoza transportowego dla zywych larw pasozytéw, zwtaszcza Trichi-
nella spp. Publikacja PL236775B1 ujawnia sposéb przygotowania podioza transportowego dla zywych
larw pasozytdéw, zwtaszcza Trichinella spp na bazie zelatyny ze skér wieprzowych otrzymanej w proce-
sie kwasnym typu A o pH od 3,8 do 5,0 i twardosci (sile wiazacej) 300 Bloom. Ujawnione w PL236775B1
podtoze zapewnia larwom wtosni (Trichinella spp.) Srodowisko ograniczajace dostep tlenu, gdyz sg one
typowymi beztlenowcami i niewielki dostep tlenu powoduje ich zamieranie, inaczej niz w przypadku jaj
ATT, gdzie dostep tlenu jest niezbedny do zachowania zywotnosci jaj i dalszego ich rozwoju. Pasozyt-
nicze nicienie jelitowe w swoim cyklu zyciowym musza przej$¢ faze rozwoju w srodowisku zewnetrznym.
W przypadku nicieni z rodzaju ATT wydalone jaja do srodowiska zewnetrznego musza uzyskac stadium
inwazyjne. Zatem srodowisko zewnetrzne, w tym dostepnos$¢ tlenu, jest niezbednym etapem rozwoju
dla tych gatunkow nicieni.

Ponadto, temperatura potrzebna do uwolnienia larw Trichinella spp (wto$ni) poprzez rozpuszcze-
nie zelatyny wieprzowej w prébce tkanki miesniowej wynosi co najmniej 45°C. Metodologia przygoto-
wania prébek do badan w kierunku obecnosci Trichinella spp. polega na wyizolowaniu wtosni z tkanki
miesniowej, gdzie w procesie wytrawiania tkanki miesniowej stosowana jest temperatura 45°C. Natomiast
temperatura ta nie sprawdza sie w przypadku stosowania jej w badaniu prébek nawozdéw organicznych
i osadow Sciekowych kontaminowanych jajami ATT. W tym przypadku potrzebne jest zastosowanie niz-
szej temperatury.

Stad konieczne byto opracowanie sposobu wytwarzania udoskonalonego podtoza transporto-
wego do dtugotrwatego przechowywania zywych jaj réznych pasozytéw w szczegdlnosci nicieni jelito-
wych Ascaris spp., Trichuris spp. i Toxocara spp.

UJAWNIENIE WYNALAZKU

W Swietle opisanego stanu techniki celem niniejszego wynalazku jest przezwyciezenie wskaza-
nych niedogodnosci i dostarczenie sposobu wytwarzania podtoza transportowego dla diugotrwatego
przechowywania zywych jaj pasozytow jelitowych z rodzajow Ascaris, Trichuris i Toxocara (ATT), szcze-
golnie dla zastosowania ich jako materiaty odniesienia (CRM) w parazytologicznych badaniach nawo-
z6w organicznych i osadéw Sciekowych w tym niezbednych do przeprowadzenia badan biegtosci
(PT/ILC). Celem jest dostarczenie opracowanego sposobu wytwarzania podtoza transportowego z za-
wieszonymi w nim zywymi jajami pasozytéw ATT.

Nieoczekiwanie okazato sie, ze gdy do przygotowania podtoza transportowego do diugotrwatego
przechowywania jaj Ascaris spp., Trichuris spp. i Toxocara spp. zastosuje sie dwa rodzaje zelatyny
o réznej twardosci Bloom, wytworzone innymi metodami, tj.: Zelatyny na bazie skér wieprzowych otrzy-
manej w procesie kwasnym typu A o pH od 3,8 do 5,0 i twardo$ci 290-310 Bloom do wytworzenia
warstwy podstawowej poditoza i zelatyny na bazie skér wotowych otrzymywanej metoda alkaliczna
typu B o pH od 4,0 do 7,0 i twardosci od 90 do120 Bloom do sporzadzenia kapsutek podtoza do prze-
chowywania jaj ATT, to zabezpieczone w ten sposéb jaja pasozytéw ATT mozna przechowywaé w temp.
ok. 4-8°C, korzystnie w temp. ok. 6°C przez okres co najmniej 2 miesiecy, korzystniej 1 miesigca, po-
nadto podtoze to nadaje sie do przechowywania jaj o réznych wymaganiach tlenowych, zachowujac ich
zywotnosc¢.

Wynalazek dotyczy sposobu wytwarzania podtoza transportowego dla Zywych jaj pasozytéw jeli-
towych Ascaris spp., Trichuris spp. i Toxocara spp. (ATT), obejmujacego etapy, w ktérych:

a) wytwarza sie warstwe podstawowa z Zelatyny wieprzowej uzyskanej na bazie skér wieprzowych

i otrzymanej w procesie kwasnym typu A o pH od 3,8 do 5,0 i twardosci 290-310 Bloom, przy czym
zelatyne wieprzowa rozpuszcza sie ha goraco w wodzie destylowanej podgrzanej do temperatury
od 55 do 65°C, tworzac roztwdr o zawartosci od 8 do 10% wag.,

ptynna zelatyne schtadza sie do temperatury od 45 do 50°C i podtozem z Zelatyny wieprzowej

zalewa sie ptytke, korzystnie ptytke Petriego, korzystnie na wysokos¢ warstwy podtoza z Zelatyny

wieprzowej od 6 do 8 mm,

zalang zelatyng wieprzowa ptytke pozostawia sie w temperaturze od 4 do 8°C do zakrzepnigecia

podtoza z zelatyny wieprzowej, korzystnie przez okres do 24 godzin;

w zastygnietym podtozu z zelatyny wieprzowej wycina sie studzienki o $rednicy od 5 do 10 mm

uzyskujac warstwe podstawowa podtoza transportowego;

b) wytwarza sie kapsuiki podtoza dla przechowywania jaj pasozytéw jelitowych ATT z Zelatyny woto-
wej uzyskanej na bazie skér wotowych i otrzymywanej metoda alkaliczng typu B o pH od 4,0 do 7,0
i twardosci od 90 do120 Bloom, przy czym
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Zelatyne wotowa rozpuszcza sie w wodzie destylowanej ogrzanej do temperatury od 45 do 55°C,
tworzac roztwor o zawartosci od 8 do 10% wag. zelatyny, ptynna zelatyne schtadza sie do tem-
peratury od 35 do 40°C, i tak przygotowanym podtozem z zelatyny wotowe;j,

zalewa sie studzienke wytworzona w warstwie podstawowej dla wytworzenia warstwy dolnej kap-

sufki, po czym ptytke pozostawia sie w temperaturze od 4 do 8°C do zakrzepniecia warstwy dolne;

kapsutki, korzystnie przez od 2 do 4 godzin;

do studzienek na warstwe dolna kapsutki nanosi sie jaja pasozytow ATT i studzienki uzupetniana

sie podtozem z Zelatyny wotowej dla wytworzenia srodkowej warstwy kapsutki z umieszczonymi

w niej jajami ATT, po czym pozostawia sie ptytke

w temperaturze od 4 do 8°C do zakrzepniecia srodkowej warstwy kapsutki, korzystnie przez od 2

do 4 godzin;

po zastygnieciu srodkowej warstwy kapsuiki do studzienki dodaje sie podtoze z Zelatyny wotowe;j

dla wytworzenia gornej warstwy kapsutki, po czym pozostawia sie ptytke

w temperaturze od 4 do 8°C do zestalenia sie gornej warstwy kapsuiki, korzystnie przez od 2

do 4 godzin.

W korzystnym sposobie wytwarzania podtoza transportowego dla zywych jaj pasozytow jelito-
wych ATT podioze z Zelatyny wotowej w etapie b) uzupetnia sie antybiotykiem, korzystnie wybranym
z streptomycyny, penicyliny.

W korzystnym sposobie wytwarzania podtoza transportowego dla Zywych jaj pasozytéw jelito-
wych ATT w etapie b) wytwarza sie kapsutki podioza na bazie Zelatyny ze skér wotowych otrzymywa-
nych metoda alkaliczng typu B o pH od 4,0-7,0 o twardosci 100 Bloom.

W korzystnym sposobie wytwarzania podtoza transportowego dla Zywych jaj pasozytéw jelito-
wych ATT w etapie a) wytwarza sie warstwe podstawowa z Zelatyny wieprzowej uzyskanej na bazie
skor wieprzowych i otrzymanej w procesie kwasnym typu A o pH od 3,8 do 5,0 i twardosci 300 Bloom.

W korzystnym sposobie wytwarzania podtoza transportowego dla zywych jaj pasozytow jelito-
wych ATT jaja pasozytow jelitowych nanoszone do studzienek w etapie b) uzyskuje sie przez wyizolo-
wanie z macic dojrzatych samic Ascaris spp., Trichuris spp. i Toxocara spp., poprzez ich oczyszczenie
i rozdzielenie ze skupisk, w ktérych sie znajduja, przy uzyciu ptuczki ultradZzwiekowej i ptynu fizjologicz-
nego i przechowuje w temperaturze 6°C.

W korzystnym sposobie wytwarzania podtoza transportowego dla zywych jaj pasozytéow jeli-
towych ATT w etapie b) dla wytworzenia warstwy dolnej kapsutki zalewa sie studzienke podtozem
z zelatyny wotowej w iloéci 1/4 £10% wyjsSciowej objetosci studzienki, korzystnie w ilosci 74 wyj$ciowe;
objetosci studzienki; dla wytworzenia srodkowej warstwy kapsuitki do studzienki dodaje sie podtoze z Ze-
latyny wotowej w ilosci 2/4 £10% wyjsciowej objeto$ci studzienki, korzystnie 2/4 wyjsciowej objetosci
studzienki; dla wytworzenia gérnej warstwy kapsuiki zalewa sie studzienke podtozem z Zelatyny wotowe]
w ilosci 1/4 £10% objetosci studzienki, korzystnie w ilosci 1/4 wyjSciowe] objetosci studzienki.

W korzystnym sposobie wytwarzania podtoza transportowego dla zywych jaj pasozytéw jelito-
wych ATT w etapie b) do studzienek nanosi sie jaja pasozytéw ATT za pomoca mikropipety pod obser-
wacja mikroskopowa.

W korzystnym sposobie podtoza transportowego dla Zywych jaj pasozytow jelitowych ATT w eta-
pie b) nanoszona liczba jaj pasozytow ATT jest okreslana pod mikroskopem.

W korzystnym sposobie podtoza transportowego dla zywych jaj pasozytéw jelitowych w etapie a)
wycina sie studzienki korkoborem.

W korzystnym sposobie podtoza transportowego dla zywych jaj pasozytow jelitowych ATT,
wytworzone w etapie b) podioze transportowe z zywymi jajami pasozytéw jelitowych ATT nastepnie
przechowuje sie w temperaturze od 4 do 8°C, korzystnie przez okres co najmniej dwéch miesiecy, ko-
rzystniej co najmniej jednego miesiaca.

Wynalazek dotyczy zatem sposobu wytwarzania podtoza na bazie Zelatyny ze skér wotowych
otrzymywanej metoda alkaliczna typu B o pH od 4,0 do 7,0 i twardo$ci od 90 do 120 (najlepiej ok. 100)
Bloom, korzystnie z dodatkiem antybiotykdéw, korzystnie z dodatkiem streptomycyny, penicyliny. W pod-
tozu tym zatapiana jest okreslona liczba odpowiednio przygotowanych Zzywych jaj pasozytéw ATT,
a podtoza na bazie Zelatyny ze skér wotowych jest ksztattowane w postaci ,kapsutek” umieszczanych
na podtozu wykonanym z zelatyny ze skor wieprzowych jak ujawnionym w patencie PL236775B1.

PodtoZe transportowe do dtugotrwatego przechowywania jaj, w ktérym umieszczane sa jaja ATT,
przygotowywane jest w studzienkach wykonanych w warstwie podstawowej podtoza z zelatyny ze skor
wieprzowych otrzymanej w procesie kwasnym typu A o pH od 3,8 do 5,0 i twardosci 290-310 Bloom,



PL 246826 B1 5

korzystniej okoto 300 Bloom. W tym celu zelatyne wieprzowa rozpuszcza sie w wodzie destylowane;
ogrzanej do temperatury od 55 do 60°C, tworzac roztwér o zawartosci 7-9% wagowych zelatyny, ko-
rzystnie ok. 8% wagowych zelatyny. Ptynne podtoze doprowadza sie do temperatury ok. 45°C i zalewa
ptytki Petriego na wysoko$¢ od 6 do 8 mm, po czym pozostawia w temp. ok. 6°C przez kilka godzin
(do 24 godzin) do zakrzepniecia. Nastepnie w zestalonym podtozu tworzaca warstwe podstawowa, kor-
koborem wycina sie dotki w formie studzienki o $rednicy od 5 do 10 mm. lloé¢ dotkéw jest zalezna
od liczby dodawanych jaj ATT, ktére maja by¢ przechowane w podtozu.

Dla wytworzenia warstwy podtoza do umieszczenia w nich jaj ATT Zzelatyne wotowa rozpuszcza
sie w wodzie destylowanej ogrzanej do temperatury ok. 50°C, tworzac roztwor o zawartosci 7—9% wa-
gowych zelatyny, korzystnie 8% wagowych zelatyny. Do ptynnego podtoza ostudzonego do temperatury
ok. 40°C, ewentualnie dodaje sie antybiotyki, korzystnie (streptomycyne, penicyline, i tak przygotowa-
nym podtozem zalewa dno studzienki do ok. 1/4 jej objetosci, po czym pozostawia w temp. 4-8°C,
korzystnie w okoto 6°C przez okoto od 2 do 4 godzin do zakrzepniecia. Nastepnie do studzienki dodaje
sie okreslong liczbe wczesniej przygotowanych jaj pasozytow. W tym celu jaja Ascaris spp., Trichuris
spp. i Toxocara spp. pozyskane z macic dojrzatych samic tych nicieni oczyszczone przyktadowo m.in.
przy uzyciu ptuczki ultradzwiekowej i zawieszone w jatowym ptynie fizjologicznym kazdy z rodzajow
osobno, dodawane sa na warstwe zelatyny wotowej wylanej na dno studzienki. Jaja izoluje sie z ptynu
fizjologicznego za pomoca mikropipety przy uzyciu mikroskopu. Umieszczone w studzience jaja ATT
zalewa sie ostroznie dodajac ok. 2/4 wyjsciowej objetosci studzienki ostudzonym roztworem opisanej
zelatyny wotowej. W czasie tezenia zelatyny sprawdza sie pod mikroskopem liczbe umieszczonych ja;.
Po zastygnieciu zelatyny, jaja ATT zabezpiecza sie kolejna warstwag ostudzonej ok. 1/4 objetosci
opisanej zelatyny wotowej. Ptytke umieszcza sie w temperaturze ok. 6°C przez okres od 2 do 4 godzin
do catkowitego zestalenia zelatyny wotowej. Zabezpieczone w ten sposéb jaja pasozytéw ATT mozna
przechowywaé w temp. ok. 6°C przez okres okoto 2 miesiecy.

Istothnym elementem rézniacym podtoza transportowego wytworzone wedtug niniejszego wynalazku
od sposobu wytwarzania podfoza opisanego w PL236775B1 jest stosowanie dwdch réznych zelatyn
o réznych witasciwosciach fizyko-biologicznych. Temperatura potrzebna do rozpuszczenia stosowane;
do wytworzenia bazowego podtoza zelatyny wieprzowej to okoto 45°C a dla stosowanej do wytworzenia
wypetnienia studzienki (wytworzenia kapsutki) podtoza Zzelatyny wotowej temperatura potrzebna
do przejécia w stan ciekly jest znacznie nizsza tj. ok. od 27°C do 37°C.

Przeprowadzone przez twércéw badania wykazaty, ze zamkniecie jaj pasozytéw ATT w kapsuice
z zelatyny ze skor wotowych typu B o twardosci ok. 100 Bloom nie wptywa negatywnie na dalszy ich
rozwoj. Dodatek antybiotykéw do roztworu Zelatyny wotowej pozwala na zahamowanie rozwoju bakterii.

Zelatyna wieprzowa w temperaturze pokojowej zachowuje konsystencje stata, a w temperaturze
ok. 6°C jest silnie zestalona i wykazuje znacznie mniejsza od pozostatych typdw zelatyny sktonnosc
do rozwoju w niej bakterii i grzyboéw ze wzgledu na znacznie ograniczony dostep tlenu. Z tego tez
wzgledu zelatyna ta nie jest odpowiednia jako podtoze do przechowywania réznych jaj ATT. Zelatyna
wieprzowa ze wzgledu na swe wtasciwosci natomiast dobrze sprawdza sie jako cze$é bazowa podtoza,
w ktérym umieszczone sa ,kapsutki’ z zelatyny wotowej.

Zelatyna wotowa natomiast posiada konsystencje luzniejsza, bardziej miekka. Do petnego steze-
nia potrzebuje dtuzszego czasu schtodzenia (od 2 do 4 godzin w temp. ok. 6°C) niz zelatyna wieprzowa.

Istotnym elementem sposobu wytwarzania podtoza transportowego wedtug wynalazku jest za-
stosowanie zelatyny ze skér wotowych typu B o twardosci ok. 100 Bloom do wykonania tzw. kapsuiki
Z umieszczanymi w niej jajami ATT, przygotowanej w studzienkach wytworzonych w warstwie podsta-
wowej podtozu przygotowanej ze skor wieprzowych typu A o twardosci ok 300 Bloom, ze wzgledu
na bardzo zwarta konsystencje. Zastosowane jako warstwa podstawowa podtoza Zelatyna wieprzowa,
ze wzgledu na swoja odrebnos$é, pozwala na precyzyjne przetransportowanie ,kapsutki” z jajami ATT
i umieszczenie jej w probkach nawozu organicznego. Jedna z zalet zastosowania zelatyny wotowej jest
jej barwa jasnozotta, co tatwo pozwala odréznié wytworzona z niej ,kapsutke”. Cho¢ barwa ta jest nieco
ciemniejsza od roztworu Zelatyny wieprzowej, to przez odpowiednia jej przejrzystos¢ zapewnia tatwa
mozliwos¢ policzenia pod mikroskopem zawieszonych w niej jaj ATT.

Zelatyna na bazie skér wotowych potrzebuje znacznie nizej temperatury do przejécia w stan ciekty
tj. ok. od 27°C do 37°C a zatem kolejna zaleta jest to, ze do rozpuszczenia kapsutki z zelatyny wotowe;j
z jajami ATT podczas badania prébek nawozdéw organicznych potrzebne jest zastosowanie jedynie tem-
peratury 37°C przez ok. 2 godzin. Temperatura ta jest bezpieczna dla dalszego rozwoju jaj ATT. W pro-
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wadzonych przez twércéw badaniach wykazano, Zze najwieksza liczbe jaj ATT izolowano z prébek kon-
taminowanych jajami ATT zatopionymi w Zelatynie wotowej. W przypadku Zelatyny wieprzowej tempe-
ratura konieczna do jej przejscia w stan ciekly jest zbyt wysoka, przez co negatywnie wptywa na rozwo;
jaj pasozytéow ATT.

W przeprowadzonych przez twércéw badaniach podjeto prébe przygotowania kapsutek na bazie
zelatyny rybiej, ktéra ma konsystencje potptynna i w temperaturze ok. 21°C rozpuszcza sie po ok. 15 mi-
nutach, ale izolacja jaj z prébki kontaminowanej taka kapsutka jest utrudniona. Wiaze sie to z tym, ze
pomimo konsystencji potptynnej i nizszej temperatury jej rozpuszczania, jest ona bardzo kleista i powo-
duje oblepianie jaj pasozytéw z czesciami organicznymi zawartymi w prébce nawozu, co utrudnia ich
izolacje z probki.

Zaleta sposobu wytwarzania podioza transportowego dla jaj pasozytow ATT wedtug wynalazku
jest dostarczenie skutecznej metody i podtoza do dtugotrwatego przechowywania zywych jaj ATT po-
zwalajgcej na przygotowanie odpowiedniej jakosci certyfikowanych materiatéw odniesienia (CRM), nie-
zbednych do przygotowywania probek kontaminowanych jajami ATT w celu potwierdzania waznosci
prowadzonych badan PT/ILC. Opracowana sposob wytwarzania podtoza transportowego dla zywych jaj
ATT jest odpowiednim i bezpiecznym sposobem transportu CRM. Pozwala takze na okreslenie ich trwa-
tosci w trakcie przechowywania. Obecnie komercyjne CRM zywych jaj pasozytéw z rodzajow ATT nie sa
dostepne ani w Polsce, ani na $wiecie. Natomiast opracowane rozwiazanie wypetnia te luke. Odpowiednio
przechowywane jaja ATT sa ponadto narzedziem treningowym dla uczestnikéw badarn usprawniajacym
diagnostyke réznicowania form rozwojowych jaj ATT w prébkach. Istotna zaleta stosowania statych me-
diéw (Zelatyny) jest mozliwo$¢ doktadnego okreslania pod mikroskopem liczby jaj, co zapewnia jedno-
rodnos$¢ probek i poréwnywalnosé wynikow.

Przeprowadzone przez twércéw badania wykazaty, ze zamkniecie jaj pasozytéw ATT w opraco-
wanej ,kapsuice” z Zelatyny ze skér wotowych nie wptywa negatywnie na ich dalszy rozwdj. Dodatek
antybiotykéw do roztworu Zelatyny pozwala na zahamowanie rozwoju bakterii, ktére zabieraja w podtozu
tlen potrzebny do rozwoju jaj ATT.

PodtoZze wytworzone sposobem wytwarzania wedtug wynalazku pozwala na dtugotrwate prze-
chowywanie zywych jaj nicieni z rodzajow Ascaris, Trichuris i Toxocara (ATT). Sposdb wytwarzania
podtoza transportowego do przechowywania jaj ATT pozwala na wykorzystanie w/w jaj pasozytow jako
materiaty odniesienia (RM/CRM), korzystnie w parazytologicznych badaniach osadéw $ciekowych i na-
wozéw organicznych niezbednych do przeprowadzenia miedzylaboratoryjnych badan poréwnawczych
i badan biegtosci (PT/ILC) w tym kierunku.

SZCZEGOLOWE PRZEDSTAWIENIE WYNALAZKU

KROTKI OPIS FIGUR RYSUNKU

Przyktadowe realizacje wynalazku zaprezentowano na figurach rysunku, na ktérych:

Fig. 1 Przedstawia zdjecia a) ptytki Petriego w widoku z géry z boku z warstwa podstawowa z zelatyny
wieprzowej z wycietymi studzienkami; b) ptytki Petriego w widoku z géry z warstwa podstawowa z ze-
latyny wieprzowej ze studzienkami wypetnionymi kapsutkami z umieszczonymi w nich jajami ATT;
c) przedstawia w powiekszeniu fragment wytworzonego podtoza transportowego do dtugotrwatego
przechowywania jaj ATT z widocznymi kapsutkami w warstwie podstawowe;.

Cytowane w opisie publikacje oraz podane w nich odniesienia sg w catosci niniejszym wtaczone,
jako referencje. Ponizsze przyktady ilustruja wynalazek, nie ograniczajac go w zaden sposaéb.

SPOSOBY WYKONANIA WYNALAZKU

Ponizsze przyktady umieszczono jedynie w celu zilustrowania wynalazku oraz wyjasnienia po-
szczegdlnych jego aspektéw, a nie w celu jego ograniczenia i nie powinny by¢ utozsamiane z catym
jego zakresem, ktory zdefiniowano w zataczonych zastrzezeniach.

PRZYKLADY
Przykiad 1 Wyizolowanie jaj z nicieni ATT

Jaja Ascaris spp., Trichuris spp. i Toxocara spp. (ATT) wyizolowano z macic dojrzatych samic
i oczyszczono m.in. przy uzyciu ptuczki ultradZzwiekowej, nastepnie zawieszono w jatowym ptynie fizjo-
logicznym, kazdy z rodzajow osobno i przechowywano w temperaturze ok. 6°C do wykorzystania do za-
topienia ich w podtozu transportowym (patrz Przyklad 2). Jaja ATT mozna réwniez wyizolowaé innymi
znanymi metodami.
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Przykiad 2 Wytworzenie podioza transportowego do diugotrwatego przechowywania jaj ATT
A). Wytworzenie warstwy podstawowej podfoza na bazie zelatyny wieprzowej

Warstwe podstawowa podtoza transportowego wytworzono z Zelatyny uzyskanej na bazie skor
wieprzowych otrzymanej w procesie kwasnym typu A o pH od 3,8 do 5,0 i twardosci 300 Bloom.

W tym celu zZelatyne wieprzowa rozpuszczono na goraco w wodzie destylowane] podgrzane;
do temperatury ok. 60°C, tworzac roztwoér o zawartosci ok. 8% wagowych zelatyny. Ptynne podtoze do-
prowadzono do temperatury ok. 45°C i zalano nim ptytki Petriego na wysoko$¢ od 6 do 8 mm, po czym
pozostawiono w temperaturze ok. 6°C przez kilka godzin do zakrzepniecia zelatyny. Nastepnie w zasty-
gnietym podtozu wycieto korkoborem dotki w formie studzienek o $rednicy od 5 do 10 mm. llos$¢ studzienek
zalezata od ilo$ci umieszczanych w kolejnym etapie wytwarzania podtoza transportowego jaj ATT).

B). Wytworzenie zelatynowych kapsutek podfoza na bazie zelatyny wolowej

Zelatynowe kapsutki w podtozu transportowym przygotowano na bazie zelatyny ze skér wotowych
otrzymywanej metoda alkaliczng typu B o pH od 4,0-7,0 i twardo$ci 100 Bloom. Zelatyne wotowg rozpusz-
czono w destylowanej H20 ogrzanej do temperatury ok. 50°C, tworzac roztwoér o zawartosci 8% wagowych
zelatyny. Do ptynnego podfoza ostudzonego do temperatury ok. 40°C, dodawano antybiotyki (streptomy-
cyna: 1 mg/ 10 ml H20 — 0,15 ml/ 15 ml podtoza; penicylina: 1 200 000 j.p. / 10 ml H20 — 0,15 ml/ 15 ml
podtoza) i tak przygotowanym podtozem zalewano dno studzienki wytworzonej w warstwie podstawowe;j
podtoza transportowego do ok.1/4 jej objetosSci wytwarzajac dolng warstwe kapsutki, po czym pozosta-
wiano w temp. ok. 6°C przez ok. 2 godziny do zakrzepniecia.

Nastepnie do poszczegdlnych studzienek dodawano okreslona liczbe przygotowanych wczesniej
i przechowywanych w temperaturze 6°C poszczegdlnych jaj pasozytéw — uzyskanych w Przykfadzie 1.
Jaja ATT z ptynu fizjologicznego izolowano za pomoca mikropipety przy uzyciu mikroskopu i umieszczano
w studzience. Nastepnie studzienki uzupetniano o 2/4 objetosci wyjsciowej warstwa zelatyny wotowej,
uzyskujac % wypetnienia studzienki. W czasie tezenia zelatyny wotowej w studzience sprawdzano
pod mikroskopem liczbe umieszczonych w niej jaj. Nastepnie ptytke Petriego umieszczano w tempera-
turze ok. 6°C na 3-6 godzin (maksymalnie 24 godziny), do zastygniecia srodkowej warstwy kapsuiki.
Po zastygnieciu zelatyny z srodkowej warstwy kapsutki dodawano do studzienki kolejna warstwe Zela-
tyny wotowej, tak aby w petni wypetic¢ studzienke. Ptytke umieszczano w temperaturze ok. 6°C do cat-
kowitego zestalenia zelatyny wotowej, korzystnie na ok. 2 godziny. Zabezpieczone w ten sposéb jaja
pasozytéw ATT moga byé przechowywane przez okres okoto 1 miesigca w temperaturze pokojowej
i co najmniej przez dwa miesigce w temp. ok. 6°C. Zdjecia wytworzonego podtoza transportowego
przedstawione sa na Fig. 1.

Do wytworzenia dolnej, Srodkowej i gornej warstwy kapsutki podtoZza wykorzystano ten sam roz-
twor Zelatyny wotowej, korzystnie uzupetniony o antybiotyki. Mozna jednak zastosowac dla wytworzenia
poszczegodlnej warstwy kapsutki Zzelatyne o troche innych parametrach, pod warunkiem, ze poszcze-
go6lne warstwy wytworzone sa z Zelatyny uzyskanej na bazie skér wotowych otrzymywanej metoda al-
kaliczna typu B o pH od 4,0 do 7,0 i twardo$ci od 90 do120 Bloom. Usytuowanie jaj ATT w warstwie
srodkowej dodatkowo zabezpiecza je przez uszkodzeniami i wydtuza ich przechowalnosé.

W Srodkowej warstwie kapsutki z Zelatyny wieprzowej jaja pasozytdw sa zabezpieczone zewnetrz-
nymi warstwami tj. warstwa dolna i gérna. Wyjmujac cata kapsutke z warstwy podstawowej z podioza z Ze-
latyny wieprzowej, liczba jaj w niej zamknietych pozostaje stata, co jest szczegdlnie wazne, gdyz jaja paso-
zytéw ze wzgledu na posiadana otoczke biatkowa bardzo tatwo przyczepiaja sie do podtoza, z ktérym maja
stycznosé. Jaja ATT majg zdolno$¢ przywierania réwniez do gtadkich powierzchni i tatwo mozna je zgubic,
np. na szkle podczas wykonywania badan. Warstwa Zelatyny wieprzowej chroni kapsutke wokét, a wytwo-
rzona kapsutka jest tatwa do wyodrebnienia z podtoZza z warstwy podstawowej z Zelatyny wieprzowe;j.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposob wytwarzania podtoza transportowego dla zywych jaj pasozytéow jelitowych Asca-
ris spp., Trichuris spp. i Toxocara spp. (ATT) znamienny tym, Zze obejmuje etapy, w ktérych
a) wytwarza sie warstwe podstawowa z Zelatyny wieprzowej uzyskanej na bazie skér wieprzo-
wych i otrzymanej w procesie kwasnym typu A o pH od 3,8 do 5,0 i twardosci 290-310 Bloom,
przy czym
zelatyne wieprzowa rozpuszcza sie na goraco w wodzie destylowanej podgrzanej
do temperatury od 55 do 65°C, tworzac roztwér o zawarto$ci od 8 do 10% wag.,
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ptynna zelatyne schtadza sie do temperatury od 45 do 50°C i podtozem z zelatyny wie-
przowej zalewa sie ptytke, korzystnie ptytke Petriego, korzystnie na wysokos¢ warstwy
podioza z zelatyny wieprzowej od 6 do 8 mm,

zalang zelatyng wieprzowa ptytke pozostawia sie w temperaturze od 4 do 8°C do za-
krzepniecia podtoza z Zelatyny wieprzowej, korzystnie przez okres do 24 godzin;

w zastygnietym podtozu z zelatyny wieprzowej wycina sie studzienki o $rednicy od 5
do 10 mm, uzyskujac warstwe podstawowa podtoza transportowego;

b) wytwarza sie kapsutki podtoza dla przechowywania jaj pasozytéw jelitowych ATT z Zzelatyny
wotowej uzyskanej na bazie skér wotowych i otrzymywanej metoda alkaliczna typu B o pH
od 4,0 do 7,0 i twardo$ci od 90 do120 Bloom, przy czym

Zelatyne wotowa rozpuszcza sie w wodzie destylowanej ogrzanej do temperatury od 45
do 55°C, tworzac roztwér o zawartosci od 8 do 10% wag. zelatyny, ptynna zelatyne
schtadza sie do temperatury od 35 do 40°C, i tak przygotowanym podtozem z zelatyny
wotowej,

zalewa sie studzienke wytworzona w warstwie podstawowej dla wytworzenia warstwy
dolnej kapsutki, po czym ptytke pozostawia sie w temperaturze od 4 do 8°C do zakrzep-
niecia warstwy dolnej kapsutki, korzystnie przez od 2 do 4 godzin;

do studzienek na warstwe dolna kapsutki nanosi sie jaja pasozytéw ATT i studzienki uzu-
petniana sie podiozem z Zelatyny wotowej dla wytworzenia sSrodkowej warstwy kapsutki
Z umieszczonymi w niej jajami ATT, po czym pozostawia sie ptytke w temperaturze od 4
do 8°C do zakrzepniecia Srodkowej warstwy kapsufki, korzystnie przez od 2 do 4 godzin;
po zastygnieciu srodkowej warstwy kapsutki do studzienki dodaje sie podtoze z Zzelatyny
wotowe] dla wytworzenia gérnej warstwy kapsutki, po czym pozostawia sie ptytke
w temperaturze od 4 do 8°C do zestalenia sie gornej warstwy kapsutki, korzystnie
przez od 2 do 4 godzin.

. Sposéb wytwarzania podtoza transportowego dla zywych jaj pasozytow jelitowych ATT we-

dtug zastrz. 1, znamienny tym, ze

podtoze z Zelatyny wotowe] w etapie b) uzupetnia sie antybiotykiem, korzystnie wybranym

z streptomycyny, penicyliny.

. Sposéb wytwarzania podtoza transportowego dla zywych jaj pasozytow jelitowych ATT we-

dtug zastrz. 1-2, znamienny tym, ze

w etapie b) wytwarza sie kapsutki podtoZza na bazie Zzelatyny ze skér wotowych otrzymywanych

metoda alkaliczng typu B o pH od 4,0-7,0 o twardosci 100 Bloom.

. Sposéb wytwarzania podtoza transportowego dla zywych jaj pasozytow jelitowych ATT we-

dtug zastrz. 1-3, znamienny tym, ze

w etapie a) wytwarza sie warstwe podstawowa z Zelatyny wieprzowej uzyskanej na bazie skor

wieprzowych i otrzymanej w procesie kwasnym typu A o pH od 3,8 do 5,0 i twardosci 300 Bloom.

. Sposéb wytwarzania podtoza transportowego dla zywych jaj pasozytow jelitowych ATT we-

dtug zastrz. 1-4, znamienny tym, ze

jaja pasozytow jelitowych nanoszone do studzienek w etapie b) uzyskuje sie przez wyizolo-

wanie z macic dojrzatych samic Ascaris spp., Trichuris spp. i Toxocara spp., poprzez ich

oczyszczenie i rozdzielenie ze skupisk, w ktérych sie znajduja, przy uzyciu ptuczki ultradzwie-
kowe;j i ptynu fizjologicznego i przechowuje w temperaturze 6°C.

. Sposéb wytwarzania podtoza transportowego dla zywych jaj pasozytow jelitowych ATT we-

dtug zastrz. 1-5, znamienny tym, ze w etapie b)

dla wytworzenia warstwy dolnej kapsutki zalewa sie studzienke podtozem z Zelatyny
wotowej w ilosci 1/4 £10% wyjsciowej objetosci studzienki, korzystnie w ilosci Va wyj-
Sciowej objetosci studzienki;

dla wytworzenia srodkowej warstwy kapsutki do studzienki dodaje sie podtoze z Zela-
tyny wotowej w iloéci 2/4 £10% wyjsciowej objetosci studzienki, korzystnie 2/4 wyjscio-
wej objetosci studzienki;

dla wytworzenia goérnej warstwy kapsutki zalewa sie studzienke podtozem z Zelatyny
wotowej w iloéci 1/4 £10% objetosci studzienki, korzystnie w ilosci 1/4 wyj$ciowej obje-
tosci studzienki.
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Sposob wytwarzania podtoza transportowego dla zywych jaj pasozytow jelitowych ATT we-
dtug zastrz. 1-6, znamienny tym, Zze w etapie b) do studzienek nanosi si¢ jaja pasozytow ATT
za pomoca mikropipety pod obserwacja mikroskopowa.

Sposob wytwarzania podtoza transportowego dla Zywych jaj pasozytéw jelitowych ATT we-
diug zastrz. 1—7, znamienny tym, ze w etapie b) nanoszona liczba jaj pasozytéw ATT jest
okreslana pod mikroskopem.

Sposob wytwarzania podtoza transportowego dla Zywych jaj pasozytéw jelitowych ATT we-
diug zastrz. 1-8, znamienny tym, ze w etapie a) wycina sie studzienki korkoborem.

Sposob wytwarzania podtoza transportowego dla Zywych jaj pasozytéw jelitowych ATT we-
dtug zastrz. 1-9, znamienny tym, ze wytworzone w etapie b) podtoze transportowe z zywymi
jajami pasozytow jelitowych ATT nastepnie przechowuje sie w temperaturze od 4 do 8°C, ko-
rzystnie przez okres co najmniej dwdch miesiecy, korzystniej jednego miesiaca.

Rysunek

Fig. 1
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