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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 T. 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 T. 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 T. 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 IgG 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 T. spiralis infection is dose dependant.
Of 1474 examined pig sera only 0.99% gave a positive signal against ES L1 T. 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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Wło śni ca jest po waż nym za gro że niem dla zdro -
wia pu blicz ne go w wie lu re jo nach na sze go glo bu.
Na te re nie Pol ski przy pad ki za cho ro wań lu dzi na
wło śni cę no to wa ne są każ de go ro ku, po mi mo ist nie -
nia prze pi sów do ty czą cych obo wiąz ku ba da nia
zwie rząt rze źnych i mię sa oraz nadzo ru sa ni tar ne go
nad pro duk cją żyw no ści. Głów nym źródłem za ra że -
nia dla czło wie ka jest wie przo wi na i mię so z dzi ka.
Po mi mo wpro wa dze nia obo wiąz ku ba da nia każ dej
sztu ki mię sa za le ca ny mi me to da mi (me to da wy tra -
wia nia), nie je ste śmy w sta nie uchro nić spo łe czeń -
stwa przed za ra że niem wło śniem ze wzglę du na nie -
pra wi dło we wy ko ny wa nie ba dań, bądź na wet ich
za nie cha nie.

Pierw sze próby w kie run ku ulep sze nia me tod
bez po śre dnich (try chi no sko pii i tra wie nia) me to da -
mi se ro lo gicz ny mi, których pod sta wę mia ła sta no -
wić me to da ELI SA, pro wa dzo no już w la tach 70.
i 80. XX wie ku. Jed nak wpro wa dze nie me to dy ELI -
SA do ru ty no wych ba dań we te ry na ryj nych jest
spra wą nadal otwar tą ze wzglę du na obo wią zu ją ce
prze pi sy pra wne.

Część ba dań pro wa dzo na by ła w ra mach pro jek -
tu TRI CHI POR SE, dla te go su ro wi ce od świń kon -
wen cjo nal nych i SPF za ra ża nych do świad czal ne
trze ma daw ka mi T. spi ra lis (200 L1, 1000 L1,
20.000 L1) po cho dzi ły od part ne rów z Nie miec
i Hi szpa nii. Ma te riał wła sny sta no wi ły su ro wi ce od
świń i dzi ków z róż nych re jo nów Pol ski, po zy ska ne
z wo je wódz kich In spek to ra tów Sa ni tar nych oraz
z PI WET w Pu ła wach. Su ro wi ce po cho dzi ły od
zwie rząt, które w ba da niu po u bo jo wym zo sta ły
uzna ne za wol ne od wło śni, z wy jąt kiem 4 tu szek,
u których stwier dzo no lar wy wło śni. W ba da niach
wy ko rzy sty wa no an ty ge ny eks kre cyj no−se kre cyj ne
otrzy my wa ne w trzech la bo ra to riach: w Niem czech
— Ag ES L1 T. spi ra lis (N), Wło szech — Ag ES L1
T. spi ra lis (W) i w Pol sce — Ag ES L1 T. spi ra lis
oraz an ty gen so ma tycz ny Ag S L1 T. spi ra lis.

W ba da niach wy ko rzy sta no udo stęp nio ną przez

kon sor cjum TRI CHI POR SE pro ce du rę Stan dard
ELI SA do wy kry wa nia prze ciw ciał kla sy G u świń
oraz wła sną pro ce du rę opra co wa ną w IP PAN do
wy kry wa nia prze ciw ciał kla sy M i G.

Ele men tem po prze dza ją cym wpro wa dze nie do
ba dań me to dy ELI SA by ło prze pro wa dze nie opty -
ma li za cji, która do ty czy ła wy bo ru od po wie dnich
pły tek do opła szcze nia an ty ge nem, roz cień czeń rea -
gen tów, do bo ru od po wie dnich ko niu ga tów, ich roz -
cień czeń oraz cza su in ku ba cji z po szcze gól ny mi re -
a gen ta mi. Opty ma li za cja po zwo li ła na opra co wa nie
wła snych pro ce dur po zwa la ją cych na wy kry wa nie
prze ciw ciał kla sy M i G prze ciw T. spi ra lis. Na stęp -
nie prze pro wa dzo no czę ścio wą wa li da cję te stu, czy -
li oce nę war to ści dia gno stycz nej po przez osza co wa -
nie czu ło ści i spe cy ficz no ści te stu. Oce nia jąc czu -
łość te stu za sto so wa no 3 me to dy wy zna cza nia gra -
ni cy po zy tyw no ści (cut−off): M+3SD, S/P% (za le -
ca na przez pro du cen ta) i ROC. Do wy zna cze nia
spe cy ficz no ści za sto so wa no su ro wi ce od zwie rząt,
u których w ba da niach po u bo jo wych nie stwier dzo -
no wło śni.

Pro ce du ra Stan dard po słu ży ła do zba da nia obe -
cno ści prze ciw ciał IgG w su ro wi cach od świń kon -
wen cjo nal nych i SPF. W obu gru pach zwie rząt IgG
po ja wia ją się od po wie dnio: 40 dpz dla daw ki 200
L1, 30 dpz dla 1000 L1 oraz 25 dpz dla daw ki
20.000 L1. W koń co wej fa zie do świad cze nia (60
dpz) ob ser wo wa no ten den cję wzro sto wą po zio mu
prze ciw ciał. 

Wła sna pro ce du ra ELI SA oraz 3 an ty ge ny ES L1
T. spi ra lis po słu ży ły do prze śle dze nia dy na mi ki
prze ciw ciał IgG w su ro wi cach od świń kon wen cjo -
nal nych. Sto su jąc Ag ES L1 T. spi ra lis (N), IgG
stwier dzo no w 50 dpz w gru pie zwie rząt za ra żo nych
daw ką 200 L1. Ag ES L1 T. spi ra lis (W) i wła sny
Ag ES L1 T. spi ra lis wy kry wa ły IgG wcze śniej, bo
już 40 dpz. An ty gen wło ski i wła sny uzna no za rów -
no cen ne w przy pad ku wy kry wa nia IgG u zwie rząt
za ra żo nych daw ką 1000 L1 T. spi ra lis. U świń za ra -



żo nych daw ką 20.000 L1, za sto so wa nie Ag wła sne -
go po zwo li ło wy kryć IgG 20 dpz, na to miast Ag ES
L1 T. spi ra lis (W) i Ag ES L1 T. spi ra lis (N) w 25
dpz. Uzy ska ne wy ni ki po twier dzi ły za leż ność po -
mię dzy daw ką in wa zyj ną a po zio mem prze ciw ciał.

Ko lej nym eta pem ba dań by ło po rów na nie wy ni -
ków uzy ska nych przy za sto so wa niu pro ce du ry
Stan dard i wła snej, z wy ko rzy sta niem su ro wic po -
cho dzą cych od świń kon wen cjo nal nych za ra ża nych
trze ma daw ka mi larw T. spi ra lis. Wy ka za no, że
obie pro ce du ry są rów no cen ne dla wy kry wa nia IgG
w gru pie zwie rząt za ra żo nych daw ką 200 L1 i 1000
L1, na to miast dla daw ki 20.000 L1 bar dziej przy -
dat ny oka zał się wła sny test. Ana li za sta ty stycz na
wy ni ków dla pro ce du ry Stan dard i wła snej wy ka za -
ła wy so ce sta ty stycz nie istot ną ich po wta rzal ność. 

Za sto so wa nie an ty ge nu so ma tycz ne go w ba da -
niach dy na mi ki po zio mu prze ciw ciał IgG po zwo li ło
na wcze śniej sze wy kry wa ne prze ciw ciał w po rów -
na niu z Ag ES L1 T. spi ra lis. 

Do dat nie wy ni ki ELI SA po twier dzo no me to dą
Western Blot. Ana li zie pod da no su ro wi ce od świń
kon wen cjo nal nych i SPF za ra żo nych eks pe ry men -
tal nie oraz od czte rech świń ze śro do wi ska na tu ral -
ne go, u których w ELI SA uzy ski wa no wy so kie mia -
no prze ciw ciał kla sy IgG. Ob ser wo wa no po ja wia nie
się cha rak te ry stycz nych prąż ków, których licz ba
by ła za leż na od daw ki in wa zyj nej. 

Opra co wa na wła sna pro ce du ra do wy kry wa nia
prze ciw ciał kla sy M po zwo li ła na zba da nie ich dy -
na mi ki w obu gru pach do świad czal nych zwie rząt.
W gru pie zwie rząt kon wen cjo nal nych nie wiel ki
wzrost ob ser wo wa no po mię dzy 10 a 15 dpz tyl ko
dla daw ki 1000 L1 i 20.000 L1, na to miast u świń
SPF mię dzy 5 a 20 dpz. 

Su ro wi ce po cho dzą ce od świń do mo wych i dzi -
ków ba da no na obe cność prze ciw ciał IgG przy uży -
ciu wła sne go te stu ELI SA. Dla każ dej par tii su ro wic
gra ni ca po zy tyw no ści (cut−off) by ła wy zna cza na

od dziel nie, sto su jąc me to dę M+3SD. Od se tek za ra -
żo nych świń wy no sił 0,99%, na to miast dzi ków
0,78%. Uzy ska ne wy ni ki nie co odbie ga ją od ofi cjal -
nych da nych opu bli ko wa nych w ra por tach GIW,
a przy czy ną róż nic mo że być zde cy do wa nie mniej -
sza licz ba prze ba da nych prób w sto sun ku do cał ko -
wi tej licz by ubi ja nych rocz nie zwie rząt. 

Po wyż sze wy ni ki po zwo li ły na wy su nię cie na -
stę pu ją cych wnio sków. (1) ELI SA jest przy dat na do
ba da nia dy na mi ki hu mo ral nej od po wie dzi im mu no -
lo gicz nej świń za ra żo nych do świad czal nie L1 T.
spi ra lis na pod sta wie obe cno ści spe cy ficz nych
prze ciw ciał kla sy IgG. (2) ELI SA jest przy dat na do
róż ni co wa nia od po wie dzi im mu no lo gicz nej na pod -
sta wie obe cno ści prze ciw ciał kla sy IgG w za leż no -
ści od daw ki in wa zyj nej. (3) Prze ciw cia ła kla sy IgM
nie są do brym mar ke rem hu mo ral nej od po wie dzi
im mu no lo gicz nej świń za ra żo nych T. spi ra lis i nie
mo gą słu żyć do mo ni to ro wa nia wło śni cy. (4) Za sto -
so wa nie an ty ge nu Ag ES L1 T. spi ra lis w ELI SA
zwięk sza spe cy ficz ność me to dy i ogra ni cza wy stę -
po wa nie wy ni ków fał szy wie po zy tyw nych. (5)
Przy dat ność ELI SA w dia gno zo wa niu wło śni cy
zwie rząt za ra ża ją cych się w wa run kach na tu ral nych
po twier dza moż li wość jej wy ko rzy sta nia w prak ty -
ce we te ry na ryj nej, ja ko me to dy uzu peł nia ją cej wy -
tra wia nie. (6) Rów no le głe sto so wa nie obu me tod:
wy tra wia nia i im mu no en zy ma tycz nej, wy ko rzy sty -
wa nych do wy kry wa nia in wa zji T. spi ra lis u świń
i dzi ków za ra ża ją cych się w wa run kach na tu ral -
nych, da je więk szą szan sę na wy e li mi no wa nie ze
sprze da ży mię sa za wie ra ją ce go lar wy wło śni. 

Pierw sze czte ry wnio ski ma ją cha rak ter na u ko -
wy, na to miast wnio ski 5 i 6 ma ją cha rak ter prak -
tycz ny. Jed nak ich re a li za cja nie jest moż li wa ze
wzglę du na obo wią zu ją ce ogra ni cze nia pra wne.
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