
Wstęp

Test immunoenzymatyczy ELISA (enzyme−lin−
ked immunosorbent assay), jest jednym z najczę−
ściej stosowanych testów w badaniach naukowych.
Służy on do wykrywania określonych białek (anty−
genów i przeciwciał) w badanym materiale z uży−

ciem przeciwciał poliklonalnych lub monoklonal−
nych koniugowanych z odpowiednim enzymem.
Zasada działania testu ELISA polega na tym, że
przeciwciało związane z określonym enzymem mo−
że specyficznie rozpoznawać dane białko (zawarte
w materiale biologicznym), które wcześniej zostało
zaadsorbowane do powierzchni płytki. Po dodaniu
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ABSTRACT. ELISA can be used to measure produced antibodies or Trichinella spp. antigens in the samples. They are
detected with antibodies linked to an enzyme that reacts with a substrate and generate a colour reaction. The optical den−
sity (OD) of the reaction is measured spectrophotometrically. ELISA assays can be done in several different procedures
called „direct”, "indirect", "sandwich", and "competition" ELISA.
Since the 1970s, the studies have been done on improving or replacing direct methods of Trichinella diagnosis with
serological methods based on the ELISA. When somatic antigens of L1 T. spiralis were used, the specificity of the
ELISA was poor due to a high probability of cross−reactions with other pathogens. During the 1980s the specificity of
the ELISA was improved by excretory−secretory (E/S) antigens obtained during Trichinella muscle larvae incubation in
vitro. Recently a synthetic glycan antigen has been developed and the increasing of ELISA specificity and sensitivity
was noticed. The sensitivity of the ELISA using an E/S antigen ranging from 93.1 to 99.2% but the specificity from 90.6
to 99.4%.
The ELISA method is relatively simple to apply, reliable, readily standardized and provides an acceptable balance of
sensitivity and specificity. But all modified procedures should be validated. 
In Poland, the studies on the usefulness of ELISA for antibodies detection against T. spiralis in pigs and wild animals
are limited. Own ELISA procedure was prepared in Pathophysiology Lab. in W. Stefański Institute of Parasitology of
PAS. 
ELISA was used to examine IgG level against L1 T. spiralis in pigs and wild boars serum samples. Of 1474 pig sam−
ples, only 12 were positive. Of 1880 wild boar samples only 14 were positive. 
The results of this study are comparable with performance obtained using commercial sets. The results showed the use−
fulness of ELISA for T. spiralis diagnosis in pigs and wild boars and confirmed the possibility of use the ELISA test for
application in the slaughterhouse.
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przeciwciał następuje utworzenie kompleksów im−
munologicznych, a po dodaniu substratu dla enzy−
mu związanego z przeciwciałem zachodzi reakcja
barwna świadcząca o obecności w danym materiale
badanego białka. Niezależnie od rodzaju przepro−
wadzanego badania, każdy test immunoenzyma−
tyczny wymaga opłaszczenia przeciwciałami lub
antygenami 96−dołkowej płytki polistyrenowej lub
pleksiglaswej, która jest później inkubowana. Czas
inkubacji oraz temperatura zależą od rodzaju bada−
nia [1−7]. W celu uniknięcia niespecyficznego przy−
łączania się innych białek zwykle blokuje się miej−
sca niezajęte przez przeciwciało lub antygen po−
przez dodanie np. roztworu owoalbuminy lub odtłu−
szczonego mleka [2].

Rodzaje ELISA

W badaniach wykorzystuje się wiele odmian
ELISA: test podwójnego wiązania (sandwicz ELI−
SA), bezpośredni i pośredni test ELISA (direct i in−

direct ELISA), kompetycyjny test ELISA (c −ELI−
SA), dot−ELISA [8, 9].

Test podwójnego wiązania (sandwicz ELISA)
służy do określania stężenia danego białka (antyge−
nu) w badanej próbce. Nazwa testu „kanapkowa”
ELISA wynika z faktu, że antygen wiązany jest po−
między dwiema „warstwami” przeciwciał. W teście
podwójnego wiązania, antygen po związaniu przez
specyficzne przeciwciała umieszczone na płytce jest
wykrywany przez kolejne przeciwciało, które zwią−
zane jest ze znacznikiem (enzymem). Wykrywanie
antygenu za pomocą jednego tylko swoistego prze−
ciwciała wyznakowanego enzymem nazywamy
bezpośrednim testem ELISA (direct ELISA) (Rys.
1). Oznaczenie każdego antygenu wymaga przygo−
towania innych znakowanych swoistych przeciw−
ciał, co jest kosztowne i nie zawsze możliwe do wy−
konania. W teście pośrednim ELISA (Rys. 2) —
przeciwciała obecne w badanym materiale reagują
z antygenem zaadsorbowanym na powierzchni płyt−
ki. Przeciwciała obecne w surowicy po związaniu

Rys. 1. Schemat testu bezpośredniego ELISA (direct ELISA)
Fig. 1. Direct ELISA

Rys. 2. Schemat testu pośredniego ELISA (indirect ELISA)
Fig. 2. Indirect ELISA

206 J. Bieñ



z antygenem wykrywane są przez inne przeciwciało
wyznakowane enzymem. W kompetycyjnych (ry−
walizacyjnych) testach ELISA (c−ELISA — compe−
titive ELISA) wykorzystuje się mieszaninę standa−
ryzowanego, wyznakowanego antygenu lub prze−
ciwciała, dodawanych do badanego materiału. Jeśli
na opłaszczoną odpowiednim antygenem płytkę
podziałamy mieszaniną badanej surowicy i specy−
ficznego względem danego antygenu przeciwciała
wyznakowanego enzymem, to nastąpi współzawo−
dnictwo pomiędzy przeciwciałami w surowicy
a przeciwciałem znakowanym. Natężenie reakcji
enzymatycznej jest odwrotnie proporcjonalne do
stężenia przeciwciał w surowicy. Im większe jest
stężenie przeciwciał w badanej surowicy, tym mniej
znakowanego przeciwciała przyłączy się do antyge−
nu. Stosowana jest również alternatywna metoda,
w której płytka opłaszczona jest przeciwciałem,
a rywalizacja o miejsca wiążące przeciwciała za−
chodzi między standaryzowanym, wyznakowanym
antygenem a antygenem zawartym w badanym ma−
teriale [8].

Zastosowanie ELISA

ELISA jest jedną z najczęściej wykorzystywa−
nych metod służących do wykrywania przeciwciał
przeciw Trichinella spp. u ludzi i zwierząt. Do naj−
ważniejszych zalet testu zaliczamy: szybkość proce−
dury, niezawodność, łatwość przeprowadzenia opty−
malizacji. Jest metodą rekomendowaną przez Office
International des Epizootie (OIE) [10] do testowa−
nia surowic świń w kierunku obecności specyficz−
nych przeciwciał przeciw nicieniom z rodzaju Tri−
chinella [11]. Dzięki zastosowaniu tej metody, moż−
liwe jest wykrycie zarażenia o intensywności 1 lar−
wy na 100 g tkanki mięśniowej [3, 11, 12]. 

Prowadzone od wielu lat kompleksowe badania
immunologiczne, biochemiczne oraz molekularne
przyczyniły się do postępu w wykrywaniu nicieni
z rodzaju Trichinella. Badania nad diagnozowaniem
włośnicy opierają się przede wszystkim na wykry−
waniu antygenu krążącego, krążących kompleksów
immunologicznych oraz przeciwciał. 

Badania polegające na wykrywaniu antygenu
krążącego nie są zbyt powszechnie stosowane
w diagnozowaniu włośnicy, chociaż ich wyniki są
bezpośrednim dowodem obecności pasożyta. Trud−
ności w wykrywaniu antygenów Trichinella spp. we
wczesnej fazie zarażenia związane są z ich niskim
poziomem w surowicy oraz tworzeniem się komple−
ksów immunologicznych z powodu dużej ilości

przeciwciał. Skuteczność wykrywania antygenu zo−
stała znacznie podwyższona dzięki opracowaniu
modyfikacji metody ELISA, dot−ELISA [9]. Zasto−
sowanie dot−ELISA, jednej z najskuteczniejszych
technik immunologicznych, pozwala na wykrycie
minimalnych ilości antygenu Trichinella nawet we
wczesnym okresie zarażenia.

Metoda ELISA znalazła szerokie zastosowanie
w wykrywaniu koproantygenów innych pasożytów,
np. pierwotniaków [13−18], przywr [19, 20] czy ta−
siemców [21−23]. Natomiast nie znalazła większego
zastosowania do diagnozowania koproantygenów T.
spiralis. Tylko nieliczne badania, np. Boulosa i wsp.
[24], wykazały obecność koproantygenów T. spira−
lis już pierwszego dnia po zarażeniu, a wysoki ich
poziom utrzymywał się do trzeciego tygodnia po za−
rażeniu.

Wykrywanie przeciwciał jest, w porównaniu
z wykrywaniem antygenu, metodą bardziej czułą,
umożliwiającą właściwą diagnostykę włośnicy.
Ocena zmian poziomu przeciwciał w inwazji nicie−
ni z rodzaju Trichinella była przedmiotem wielu ba−
dań [25−28]. Wykazano między innymi, że pojawie−
nie się różnych klas przeciwciał w przebiegu wło−
śnicy jest niejednakowe w czasie, a poziomy często
nieporównywalne. Poziom przeciwciał, a tym sa−
mym możliwość ich wykrywania, są uzależnione od
gatunku włośnia, intensywności inwazji, różnej fazy
zarażenia, a co się z tym wiąże, różnym okresem,
w którym rozpoczęto badania serologiczne. W in−
wazji pasożytniczej wywołanej przez włośnie ma−
my do czynienia ze stymulacją antygenową, związa−
ną z dłuższym przebywaniem pasożyta w organi−
zmie żywiciela, co w sposób ciągły i fazowy powo−
duje mobilizację układu immunologicznego do pro−
dukcji przeciwciał [29]. Okres po zarażeniu,
w którym można stwierdzić obecność przeciwciał
w surowicy krwi, jest związany z gatunkiem żywi−
ciela. Jednak najistotniejsza jest czułość stosowane−
go testu oraz stosowane w tym systemie antygeny
detekcyjne. 

Uważa się, że wykorzystanie ELISA do diagno−
zowania inwazji włośni u świń z użyciem antygenu
ekskrecyjno−sekrcyjnego (E/S), jest możliwe pod
warunkiem, że upłynęło wystarczająco dużo czasu,
aby u zarażonych zwierząt mogła rozwinąć się od−
powiedź immunologiczna [11]. Czułość ELISA
przy zastosowaniu antygenu ekskrecyjno−sekrecyj−
nego w wykrywaniu przeciwciał w surowicy świń
szacowana jest na 93,1−99,2%, natomiast specyficz−
ność wynosi 90,6−99,4% [11]. Pojawianie się prze−
ciwciał przeciw T. spiralis we krwi jest bezpośre−
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dnio skorelowane z poziomem zarażenia. W przy−
padku niskiej inwazji (mniej niż 1 larwa/g tkanki
mięśniowej) obecność przeciwciał nie jest wykry−
wana wcześniej niż w 4−7 tygodniu po zarażeniu
[3]. Natomiast, jeśli inwazja wywołana jest dużą
liczbą larw Trichinella spp., przeciwciała mogą być
wykrywalne już od 2,5−3 tygodnia po zarażeniu [3,
11,30].

Badania nad wykrywaniem krążących komple−
ksów immunologicznych w przebiegu inwazji T.
spiralis rozpoczęto pod koniec lat 70. XX wieku
[31]. Badania prowadzone przez Dziemian i wsp.
[32] wykazały obecność krążących kompleksów
immunologicznych w surowicy szczurów od 4 do
15 dnia po zarażeniu. Obecność w tym okresie kom−
pleksów immunologicznych autorzy tłumaczą poja−
wieniem się prawdopodobnie przeciwciał klasy
IgM, które były wiązane przez krążący antygen.
W opinii większości autorów, badanie poziomu krą−
żących kompleksów immunologicznych posiada
znaczenie jedynie w ogólnej ocenie procesu patolo−
gicznego włośnicy, lecz przydatność ich oznaczania
w praktyce lekarskiej jest niewielka [33].

Do metod rekomendowanych i najczęściej stoso−
wanych do wykrywania obecności włośni zalicza
się metodę kompresorową i wytrawiania [7, 11].
Pierwsze próby podejmowane w kierunku ulepsza−
nia bądź zastąpienia bezpośrednich metod wykry−
wania włośni, których podstawę miała stanowić me−
toda ELISA, rozpoczęto w latach 70. XX wieku [1].
Prowadzono wówczas badania surowic świń kon−
wencjonalnych i SPF (Specific Pathogen Free) eks−
perymentalnie zarażanych T. spiralis [1, 2, 34]. Wy−
niki uzyskane przez Ruitenberga i wsp. [2], potwier−
dziły możliwość wykrycia przeciwciał przeciw T.
spiralis w pierwszych dniach po zarażeniu (u świń
typu SPF w 3 dpz, u świń konwencjonalnych 14
dpz). W celu wykazania przydatności metody ELI−
SA do diagnozowania włośni przebadano 1022 su−
rowice pochodzące od świń domowych, które
uprzednio badano na obecność włośni metodą wy−
trawiania. Wyniki uzyskane przy użyciu metody
ELISA w pełni potwierdziły wyniki metody wytra−
wiania [2]. Już w latach 70. XX wykazano, że głów−
ną zaletą ELISA jest jej szybkość. Test umożliwiał
badanie około 4000 prób w bardzo krótkim czasie
[1].

Jak wykazały badania Cuperlovica i wsp. [35]
warunki socjalne, społeczne oraz sytuacja politycz−
na kraju to tylko nieliczne przykłady ograniczające
bądź uniemożliwiające wprowadzenie tego typu ba−
dań w krajach średnio i słabo rozwiniętych (Alba−

nia, Bułgaria, Bośnia i Hercegowina). Jedynie nie−
liczne kraje podjęły próbę wdrożenia ELISA do ba−
dań rutynowych i przeprowadzania monitoringu
w kierunku obecności przeciwciał w surowicach
świń i dzików wskazujących na obecność larw wło−
śni w mięsie [35, 36]. Głównym ograniczeniem
w wykorzystaniu tej metody w praktyce weteryna−
ryjnej jest brak specyficznego antygenu warunkują−
cego wysoką powtarzalność i porównywalność wy−
ników w różnych układach pasożyt−żywiciel, a tak−
że wykluczającego występowanie reakcji krzyżo−
wych. Brak specyficznego antygenu nie pozwala na
wprowadzenie i zastosowanie ELISA w ubojniach
w celu wczesnego wykrywania zarażenia wywoła−
nego przez T. spiralis na podstawie obecności spe−
cyficznych przeciwciał.

Początkowo do badań immunoenzymatycznych
używano antygenu somatycznego pochodzącego
z larw wyizolowanych z mięśni. Larwalny antygen
somatyczny umożliwia wykrywanie specyficznych
przeciwciał przeciw T. spiralis znacznie wcześniej
niż larwalne antygeny metaboliczne [37, 38]. Jed−
nakże nawet wprowadzenie do badań oczyszczo−
nych frakcji antygenu somatycznego z larw mię−
śniowych T. spiralis o ciężarze cząsteczkowym 43
kDa i 47 kDa nie wpłynęło na zwiększenie jego
przydatności diagnostycznej. Specyficzność ELISA
była słaba również ze względu na pojawienie się
krzyżowych reakcji [34, 39]. Antygen somatyczny
uzyskany z larw mięśniowych T. spiralis posiada
bowiem pewne epitopy, które są wspólne dla innych
pasożytów, między innymi Ascaris suum, Trichuris
suis, Loa loa, Toxocara spp., Anisakis spp., Oncho−
cerca spp. czy Schistosoma spp. [7, 11]. 

W latach 80. XX wieku, specyficzność i czułość
ELISA zostały zwiększone przez wykorzystanie an−
tygenu ekskrecyjno−sekrecyjnego (E/S) uzyskanego
z hodowli larw mięśniowych T. spiralis prowadzo−
nej in vitro [3]. Od czasu poznania natury i funkcji
stichosomu larw Trichinella i wprowadzenia do ba−
dań antygenu ekskrecyjno−sekrecyjnego (E/S) o ma−
sie cząsteczkowej 49 kDa i 53 kDa, wybitnie zwięk−
szyła się swoistość badań diagnostycznych [40]
i ELISA stał się techniką z wyboru w diagnostyce
włośnicy. 

Wyrazem postępu w dziedzinie diagnozowania
włośnicy u ludzi i zwierząt są próby wprowadzenia
antygenu syntetycznego (ß−tyvelose) charakteryzu−
jącego się większą swoistością w wykrywaniu prze−
ciwciał klasy IgG w porównaniu z antygenem eks−
krecyjno−sekrecyjnym [7, 41]. Jak wykazały bada−
nia Zarlengi i Gamble [40], zastosowanie w diagno−
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zowaniu włośnicy u świń antygenu ekskrecyjno−se−
krecyjnego wykazuje większą specyficzność testu
niż przy użyciu antygenu somatycznego. Natomiast
wprowadzenie do badań antygenu syntetycznego
stanowi alternatywę dla antygenu ekskrecyjo−sekre−
cyjnego w diagnozowaniu włośnicy u świń [4, 42].
Wstępne badania prowadzone przez Mollera i wsp.
[42] wykazały, że czułość antygenu ekskrecyjno−se−
krecyjnego w wykrywaniu zarażenia Trichinella
spp. w badanych próbach wynosiła 99−100%, nato−
miast dla syntetycznego 90−95% [42]. 

Skuteczność wykrywania specyficznych prze−
ciwciał metodami immunoenzymatycznymi zależy
w dużym stopniu od metodyki przygotowywania
antygenów. Innym ważnym czynnikiem wpływają−
cym na specyficzność wyników uzyskanych przy
pomocy ELISA, jest jakość pobranej do badań krwi
lub surowicy. Próbki niskiej jakości (np. hemoliza),
szczególnie od zwierząt wolno żyjących (np. dzi−
ków), mogą znacząco zmniejszać specyficzność
i czułość testu [7]. Metody serologiczne, które wy−
korzystuje się do badania próbek krwi lub surowic
w celu określania poziomu specyficznych przeciw−
ciał, wydają się być bardziej czułe niż metody bez−
pośrednie. Prowadzone od kilku lat badania wyka−
zały, że „sok mięsny” (meat juice) uzyskany z tu−
szek zwierząt zarażonych włośniami jest również
przydatnym materiałem do przeprowadzenia serolo−
gicznych testów, w tym ELISA [7]. 

Walidacja

Aby opracowywany test diagnostyczny został
uznany za wiarygodny i przydatny w diagnostyce
należy przeprowadzić jego walidację, czyli ocenę
wartości diagnostycznej [43, 44]. Oceniając test dia−
gnostyczny należy dysponować testem referencyj−
nym, za pomocą którego wyznacza się liczbę osob−
ników dodatnich i ujemnych [45]. Jakość metody
referencyjnej determinuje dokładność, z jaką można
dokonać oceny testu diagnostycznego. Testem refe−
rencyjnym rekomendowanym do potwierdzania in−
wazji T. spiralis jest metoda wytrawiania, którą ce−
chuje czułość 90% dla prób zawierających 3−5 larw
w 1g tkanki mięśniowej [11]. 

Dla wyznaczenia czułości i specyficzności testu
niezwykle istotne znaczenie ma wartość punktu od−
cięcia (cut−off). Wybór nieprawidłowej wartości
cut−off może spowodować, że parametry te nie zo−
staną wyznaczone właściwie. 

Wykorzystanie ELISA w Polsce

Metoda ELISA po raz pierwszy została wyko−
rzystana do przeprowadzenia monitoringowych ba−
dań epizootycznych i epidemiologicznych w kierun−
ku włośnicy u świń na terenie Polski przez van Kna−
pena i wsp. [46, 47].

W ostatnich latach w IP PAN podjęto pierwszą
w Polsce próbę kompleksowego monitoringu wło−
śnicy u świń domowych i dzików wolno żyjących
na podstawie obecności specyficznych przeciwciał
klasy IgG przy użyciu metody ELISA.

W badaniach wykorzystywano gotowy zestaw
opracowany w Instytucie Pourquier w Paryżu (ELI−
SA Trichinella — Serum Screening−192 Tests, De−
tection of specific antibodies to Trichinella by ELI−
SA), otrzymany w ramach realizacji projektu TRI−
CHIPORSE „Safe pork and horse meat on EU mar−
kets: early and unbiased diagnostic tests for Trichi−
nella, a także opracowaną własną procedurę ELISA,
w której wykorzystywano antygen ekskrecyjno−se−
krecyjny E/S L1 T. spiralis przygotowany w Pra−
cowni Fizjopatologii.

Przebadane surowice świń pochodziły z ferm
z okolicy Białegostoku, z Natulina koło Lublina,
z Poznania, Bożej Woli oraz z województw: śląskie−
go, lubelskiego, świętokrzyskiego, podlaskiego, ku−
jawsko−pomorskiego, łódzkiego, warmińsko−ma−
zurskiego, podkarpackiego. 

Surowice od dzików pozyskano z okolic Gdań−
ska i Krosna oraz z województw: opolskiego, war−
mińsko−mazurskiego, zachodniopomorskiego, lu−
belskiego, dolnośląskiego. 

Wyniki urzędowego badania zwierząt rzeźnych
wskazują, że każdego roku w Polsce ubojowi podda−
wanych jest kilkanaście milionów świń domowych,
a odsetek zarażonych zwierząt wynosił 3,6/1 000 000
w 2003 roku, 1,4/1 000 000 w 2004 roku. Odsetek za−
rażonych dzików był znacznie wyższy i w ostatnich
dwóch latach wynosił odpowiednio 2003 r. — 3,1/1
000 i w 2004 r. — 3,2/1 000 [48, 49].

Wyniki badań własnych przeprowadzonych przy
wykorzystaniu ELISA wskazują na znacznie wyż−
szy procent zarażenia włośniami wśród świń domo−
wych i dzików. Odsetek zarażonych świń wynosił
0,99% z 1474 zbadanych, a dzików 0,78% z 1784
zbadanych. 

Prowadzone badania polegały jedynie na prze−
prowadzeniu badań „screeningowych” pośród pozy−
skanych surowic świń domowych i dzików oraz
określenia odsetka zarażenia. Z tego też względu
trudno jest ocenić bezpośrednią zależność między
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odsetkiem zarażonych świń i dzików, a częstością
zachorowań ludzi na włośnicę w poszczególnych
rejonach kraju. 

Zaletą przeprowadzonych badań jest przede
wszystkim opracowanie procedury własnej, której
wyniki są równocenne z wynikami uzyskanymi
przy użyciu komercyjnych zestawów. Wykazano
przydatność procedury ELISA w diagnozowaniu
włośnicy, co potwierdza możliwość jej wykorzysta−
nia w praktyce weterynaryjnej, jako metody uzupeł−
niającej wytrawianie, pozwalającej wykryć specy−
ficzne przeciwciała przeciw pasożytowi znacznie
wcześniej niż larwy w mięśniach wytworzą torebki.
Równoległe stosowanie obu metod: wytrawiania
i immunoenzymatycznej, daje większą szansę na
wyeliminowanie ze sprzedaży mięsa zawierającego
larwy włośni. 

Wykorzystanie ELISA do diagnozowania wło−
śnicy zostało dobrze udokumentowane w przypadku
badań doświadczalnych u zwierząt zarażonych wy−
sokimi dawkami. Problem stanowi w dalszym ciągu
możliwość wykrycia specyficznych przeciwciał
u zwierząt zarażonych małymi dawkami larw, a tak−
że wykrycie przeciwciał w okresie, gdy larwy mię−
śniowe stają się inwazyjne dla człowieka. 
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