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Badanie przydatnosci testu ELISA do wczesnego diagnozo-
wania inwazji z rodzaju Trichinella u Swin
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ABSTRACT. Trichinellosis is a parasitic zoonosis transmitted to humans through consumption of raw or undercooked
meat from animals infected with nematodes of the Trichinella genus. Every year seropositive cases are found among
the human population and thus trichinellosis still remains an epidemiologically important disease.

The first step of the study was the optimization of a new ELISA method enabling an early and specific serological diag-
nosis of trichinellosis in pigs and wild boars using excretory-secretory (ES) antigens obtained from in vitro cultures of
L1 T. spiralis. Serum samples were assayed for anti-T. spiralis IgG antibodies using the new ELISA protocol and a ref-
erence test — Standard manufactured by Institut Pourquier. The optimization involved the selection of suitable plates
for antigen coating, dilution of sera and antibodies and their time of incubation. On the basis of the optimization a new
ELISA procedure for the detection of IgG and IgM against T. spiralis was elaborated.

Conventional, Iberian pigs and SPF (Specific Pathogen Free) pigs were infected with 200, 1000 and 20,000 muscle lar-
vae of T. spiralis. Serum samples were obtained at 5 and 1 dbi (day before infection), and 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50,
60 dpi (day post infection) and screened for specific IgG antibodies against excretory-secretory L1 7. spiralis antigens.
Serum samples were obtained from the EU project Trichiporse: ,,Safe pork and horse meat on EU markets: early and
unbiased diagnostic tests for Trichinella”.

Field samples of conventional pigs (1474) and wild boars (1784) were obtained from slaughter houses in different parts
of Poland. Pigs were examined for the presence of Trichinella spp. using the artificial digestion method. Only four pigs
were naturally infected with T. spiralis, the remaining were Trichinella larvae free.

ELISA was used to examine IgG levels against L1 7. spiralis in pig and wild boar sera. The usefulness of ELISA for
anti-IgG detection in pigs is usually limited by the nature of the antigen. The antigens were prepared in different labo-
ratories: in Germany — Ag ES L1 T. spiralis (N), Italy — Ag ES L1 T. spiralis (W)) and in Poland — Ag ES L1 T.
spiralis. Cut-off values for ELISA along with the estimated sensitivity and specificity were calculated using different
methods: S/P%, M+3SD and ROC (Receiver Operating Characteristic). In SPF and Iberian pigs inoculated with 200,
1000 and 20,000 L1 T. spiralis, specific antibodies were detected 40, 30 and 25 dpi, respectively, with the use of the
Standard (reference test). The analysis of the two ELISA procedures demonstrated a high sensitivity and specificity for
the newly elaborated test utilizing the Ag ES L1 T. spiralis. In conventional pigs infected with 20,000 L1 7. spiralis
specific antibodies were detected from 20 dpi when employing the new protocol. Similar results for the Standard and
new ELISA test were obtained for serum samples of conventional pigs infected with 200 and 1000 larvae, which became
positive from 40 dpi and 30 dpi, respectively. The results showed that both: the Standard and new protocols were com-
parable, and based on this, the new test was applied for further research.

Results obtained adopting the new protocol with three antigens showed that two of them: Ag ES L1 T. spiralis (W) and
Ag ES L1 T. spiralis are similar. The specific IgG antibodies for infective doses of 200 and 1000 larvae for these anti-
gens were detectable 40 and 30 dpi respectively. In pigs infected with the highest dose of T. spiralis larvae 1gG anti-
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bodies were detectable from 20 dpi when Ag ES L1 T. spiralis was used. These results strongly indicate that in exam-
ined pigs, the specific IgG response to 7. spiralis infection is dose dependant.

Of 1474 examined pig sera only 0.99% gave a positive signal against ES L1 7. spiralis antigen. Of 1784 examined wild
boars sera only 0.68 % gave positive results using the new ELISA protocol.

ELISA is a useful method for detecting specific IgG antibodies in pigs experimentally infected with different doses of
T. spiralis and naturally infected pigs. In pigs the specific IgG response is dose dependant. The Ag ES L1 T. spiralis
increases the specifity of the method and reduces false positive results. Simultaneous use of both methods: digestion and
ELISA for the diagnosis of Trichinella in naturally infected pigs and wild boars may increase the chances of eliminat-

ing meat infected with T. spiralis larvae.
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Wilosnica jest powaznym zagrozeniem dla zdro-
wia publicznego w wielu rejonach naszego globu.
Na terenie Polski przypadki zachorowan ludzi na
wtosnice notowane sg kazdego roku, pomimo istnie-
nia przepiséw dotyczacych obowigzku badania
zwierzat rzeznych i migsa oraz nadzoru sanitarnego
nad produkcja zywnosci. Gtéwnym Zrédtem zaraze-
nia dla czlowieka jest wieprzowina i mig¢so z dzika.
Pomimo wprowadzenia obowigzku badania kazdej
sztuki mig¢sa zalecanymi metodami (metoda wytra-
wiania), nie jesteSmy w stanie uchroni¢ spoteczen-
stwa przed zarazeniem wlosniem ze wzgledu na nie-
prawidlowe wykonywanie badan, badZ nawet ich
zaniechanie.

Pierwsze préby w kierunku ulepszenia metod
bezposrednich (trychinoskopii i trawienia) metoda-
mi serologicznymi, ktérych podstawe miata stano-
wi¢ metoda ELISA, prowadzono juz w latach 70.
1 80. XX wieku. Jednak wprowadzenie metody ELI-
SA do rutynowych badain weterynaryjnych jest
sprawg nadal otwartg ze wzgledu na obowigzujace
przepisy prawne.

Czes¢ badan prowadzona byta w ramach projek-
tu TRICHIPORSE, dlatego surowice od swir kon-
wencjonalnych i SPF zarazanych doswiadczalne
trzema dawkami T. spiralis (200 L1, 1000 LI,
20.000 L1) pochodzilty od partneréw z Niemiec
i Hiszpanii. Materiat wlasny stanowity surowice od
Swin 1 dzikéw z réznych rejonéw Polski, pozyskane
z wojewddzkich Inspektoratow Sanitarnych oraz
z PIWET w Pulawach. Surowice pochodzily od
zwierzat, ktére w badaniu poubojowym zostaly
uznane za wolne od wtosni, z wyjatkiem 4 tuszek,
u ktérych stwierdzono larwy wtosni. W badaniach
wykorzystywano antygeny ekskrecyjno-sekrecyjne
otrzymywane w trzech laboratoriach: w Niemczech
— AgES L1 T. spiralis (N), Wloszech — Ag ES L1
T. spiralis (W) i w Polsce — Ag ES L1 T. spiralis
oraz antygen somatyczny Ag S L1 T. spiralis.

W badaniach wykorzystano udostgpniong przez

konsorcjum TRICHIPORSE procedur¢ Standard
ELISA do wykrywania przeciwciat klasy G u swini
oraz wtasng procedure opracowang w IP PAN do
wykrywania przeciwciat klasy M i G.

Elementem poprzedzajgcym wprowadzenie do
bada metody ELISA bylo przeprowadzenie opty-
malizacji, ktéra dotyczyla wyboru odpowiednich
ptytek do oplaszczenia antygenem, rozciericzen rea-
gentéw, doboru odpowiednich koniugatéw, ich roz-
cieficzefl oraz czasu inkubacji z poszczegdlnymi re-
agentami. Optymalizacja pozwolila na opracowanie
wiasnych procedur pozwalajacych na wykrywanie
przeciwcial klasy M i G przeciw T. spiralis. Nastgp-
nie przeprowadzono czesciowg walidacje testu, czy-
li oceng wartosci diagnostycznej poprzez oszacowa-
nie czultosci i specyficznosci testu. Oceniajac czu-
tos¢ testu zastosowano 3 metody wyznaczania gra-
nicy pozytywnosci (cut-off): M+3SD, S/P% (zale-
cana przez producenta) i ROC. Do wyznaczenia
specyficznosci zastosowano surowice od zwierzat,
u ktérych w badaniach poubojowych nie stwierdzo-
no wiosni.

Procedura Standard postuzyta do zbadania obe-
cnosci przeciwcial IgG w surowicach od swint kon-
wencjonalnych i SPF. W obu grupach zwierzat IgG
pojawiajg sie odpowiednio: 40 dpz dla dawki 200
L1, 30 dpz dla 1000 L1 oraz 25 dpz dla dawki
20.000 L1. W konicowej fazie doswiadczenia (60
dpz) obserwowano tendencj¢ wzrostowg poziomu
przeciwcial.

Wtasna procedura ELISA oraz 3 antygeny ES L1
T. spiralis postuzyty do przesledzenia dynamiki
przeciwcial IgG w surowicach od §win konwencjo-
nalnych. Stosujagc Ag ES L1 T. spiralis (N), IgG
stwierdzono w 50 dpz w grupie zwierzat zarazonych
dawka 200 L1. Ag ES L1 T. spiralis (W) 1 wlasny
Ag ES L1 T. spiralis wykrywaty IgG wczes$niej, bo
juz 40 dpz. Antygen wloski i wlasny uznano za row-
nocenne w przypadku wykrywania IgG u zwierzat
zarazonych dawkg 1000 L1 7. spiralis. U swin zara-
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zonych dawkg 20.000 L1, zastosowanie Ag wlasne-
go pozwolito wykry¢ IgG 20 dpz, natomiast Ag ES
L1 T. spiralis (W) i Ag ES L1 T. spiralis (N) w 25
dpz. Uzyskane wyniki potwierdzily zaleznos¢ po-
miedzy dawkg inwazyjng a poziomem przeciwcial.

Kolejnym etapem badar byto poréwnanie wyni-
kéw uzyskanych przy zastosowaniu procedury
Standard i wlasnej, z wykorzystaniem surowic po-
chodzacych od swin konwencjonalnych zarazanych
trzema dawkami larw 7. spiralis. Wykazano, ze
obie procedury sg rownocenne dla wykrywania IgG
w grupie zwierzat zarazonych dawkg 200 L1 1 1000
L1, natomiast dla dawki 20.000 L1 bardziej przy-
datny okazat si¢ wilasny test. Analiza statystyczna
wynikow dla procedury Standard i wlasnej wykaza-
ta wysoce statystycznie istotng ich powtarzalnosc.

Zastosowanie antygenu somatycznego w bada-
niach dynamiki poziomu przeciwcial IgG pozwolito
na wczesniejsze wykrywane przeciwcial w poréw-
naniu z Ag ES L1 T. spiralis.

Dodatnie wyniki ELISA potwierdzono metodg
Western Blot. Analizie poddano surowice od Swin
konwencjonalnych i SPF zarazonych eksperymen-
talnie oraz od czterech §win ze srodowiska natural-
nego, u ktérych w ELISA uzyskiwano wysokie mia-
no przeciwcial klasy IgG. Obserwowano pojawianie
si¢ charakterystycznych prazkéw, ktérych liczba
byta zalezna od dawki inwazyjne;.

Opracowana wtasna procedura do wykrywania
przeciwcial klasy M pozwolita na zbadanie ich dy-
namiki w obu grupach doswiadczalnych zwierzat.
W grupie zwierzat konwencjonalnych niewielki
wzrost obserwowano pomigdzy 10 a 15 dpz tylko
dla dawki 1000 L1 i 20.000 L1, natomiast u Swin
SPF migdzy 5 a 20 dpz.

Surowice pochodzgce od swin domowych i dzi-
kéw badano na obecnos¢ przeciwcial IgG przy uzy-
ciu wlasnego testu ELISA. Dla kazdej partii surowic
granica pozytywnosci (cut-off) byla wyznaczana

oddzielnie, stosujagc metode M+3SD. Odsetek zara-
zonych Swin wynosit 0,99%, natomiast dzikéw
0,78%. Uzyskane wyniki nieco odbiegajg od oficjal-
nych danych opublikowanych w raportach GIW,
a przyczyng réznic moze by¢ zdecydowanie mniej-
sza liczba przebadanych préb w stosunku do catko-
witej liczby ubijanych rocznie zwierzat.

Powyzsze wyniki pozwolily na wysunigcie na-
stepujacych wnioskow. (1) ELISA jest przydatna do
badania dynamiki humoralnej odpowiedzi immuno-
logicznej $win zarazonych doswiadczalnie L1 T.
spiralis na podstawie obecnosci specyficznych
przeciwcial klasy IgG. (2) ELISA jest przydatna do
r6znicowania odpowiedzi immunologicznej na pod-
stawie obecnosci przeciwcial klasy IgG w zalezno-
sci od dawki inwazyjnej. (3) Przeciwciata klasy IgM
nie sg dobrym markerem humoralnej odpowiedzi
immunologicznej Swin zarazonych 7. spiralis i nie
mogg stuzyé do monitorowania wiosnicy. (4) Zasto-
sowanie antygenu Ag ES L1 T. spiralis w ELISA
zwigksza specyficznos¢ metody i ogranicza wyste-
powanie wynikow falszywie pozytywnych. (5)
Przydatnos¢ ELISA w diagnozowaniu wtosnicy
zwierzat zarazajacych si¢ w warunkach naturalnych
potwierdza mozliwos¢ jej wykorzystania w prakty-
ce weterynaryjnej, jako metody uzupetniajacej wy-
trawianie. (6) Rownolegte stosowanie obu metod:
wytrawiania i immunoenzymatycznej, wykorzysty-
wanych do wykrywania inwazji T. spiralis u Swin
i dzikéw zarazajacych sie w warunkach natural-
nych, daje wigksza szans¢ na wyeliminowanie ze
sprzedazy mig¢sa zawierajgcego larwy wtosni.

Pierwsze cztery wnioski maja charakter nauko-
wy, natomiast wnioski 5 i 6 majg charakter prak-
tyczny. Jednak ich realizacja nie jest mozliwa ze
wzgledu na obowigzujace ograniczenia prawne.
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