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sekrecyjnych Trichinella spiralis na wynik testu ELISA
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ABSTRACT. Background. Trichinellosis is a parasitic zoonosis transmitted to humans by consumption of raw or
undercooked meat from animals infected by worms of the Trichinella genus. Every year seropositive cases are found
among the human population and thus trichinellosis still remains an epidemiologically important disease in Poland. The
usefulness of ELISA for anti-T. spiralis IgG detection in pigs is still limited by the nature of antigen. The objective in
the present study was to compare the usefulness of excretory-secretory antigens of L1 T. spiralis for the serological
detection of IgG antibodies in pigs. Material and methods. The antigens were prepared in different laboratories: Ag
ES L1 T. spiralis (N) in Germany, Ag ES L1 T. spiralis (W) in Italy and Ag ES L1 T. spiralis in Poland. Conventional,
Iberian pigs were infected with 200, 1000 and 20 000 muscle larvae of 7. 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 to excretory-secretory L1 T. spiralis antigens. Serum samples were obtained from the EU project
TRICHIPORSE. The cut-off value of ELISA was determined on serum samples from 248 Trichinella-free pigs from
Poznan and Boza Wola, that were examined by artificial digestion. Results. In pigs infected with 200 L1 7. spiralis lar-
vae, specific IgG were detectable from 50 dpi, when the Ag ES L1 T. spiralis (N) was used, whereas when Ag ES L1
T. spiralis (W) and Ag ES L1 T. spiralis were used, the specific IgG were detectable from 40 dpi. In pigs infected with
1000 L1 T. spiralis larvae, specific IgG was observed from 30 dpi when Ag ES L1 T. spiralis (W) and Ag ES L1 T. spi-
ralis were used, but when Ag ES L1 T. spiralis (N) was used specific IgG were detectable from 40 dpi. In the group
infected with the highest dose of T. spiralis larvae, specific IgG were detectable from 30 dpi when Ag ES L1 T. spiralis
(N) and Ag ES L1 T. spiralis (W) were used, whereas when Ag ES L1 T. spiralis was used specific I[gG were detectable
from 20 dpi. The results strongly indicated that in the examined pigs, the specific IgG response against 7. spiralis infec-
tion is dose dependent. Furthermore, it was shown that the high infectious dose induced earlier increasing of specific
IgG response. Statistical analysis revealed a significant positive correlation between OD values obtained in procedures
based on the three antigens. The results were statistically repeatable for procedures and for single pigs (P<0.01).

Key words: ELISA, excretory/secretory L1 antigen, IgG, pigs, Trichinella spiralis.

Wstep pujacych na calej kuli ziemskiej [1]. Stanowig przy-
czyne pojawiajacej si¢ w réznych rejonach Swiata,

Nicienie z gatunku Trichinella spiralis nalezg do w tym rowniez i Polsce, pasozytniczej choroby zwa-
najbardziej rozpowszechnionych pasozytéw wyste- nej wlosnicg, ktéra nabywa si¢ przez spozycie suro-

*Badania wykonano w ramach grantu Nr 2 PO6K 051 26
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wego badZ niedogotowanego migsa wieprzowego
i dziczyzny zawierajacych inwazyjne larwy [2].
Zmieniajacy si¢ obraz wlosnicy pocigga za sobg ko-
niecznos¢ modyfikacji przepiséw dotyczacych
przede wszystkim metod stosowanych do badania
miesa przeznaczonego do konsumpcji na obecnosé
wlosni. Pojawiajace si¢ coroczne raporty na temat
wystepowania wtosnicy u zwierzat i ludzi w Polsce
wskazuja, ze jest ona stale aktualnym problemem
w naszym kraju, zaréwno od strony epizoocjolo-
gicznej jak i epidemiologicznej [3-6].

Jednym z gtéwnych ograniczen uniemozliwiajg-
cych prawidlowe kontrolowanie mig¢sa przeznaczo-
nego do konsumpcji, jest brak odpowiedniej metody
wykrywajacej obecnos¢ T. spiralis we wczesnej fa-
zie inwazji, co umozliwialoby wyeliminowanie
z obrotu i sprzedazy migsa zawierajacego larwy
wiosni. Testem referencyjnym rekomendowanym
do potwierdzania inwazji 7. spiralis jest metoda wy-
trawiania, ktérg cechuje 90% czutos¢ dla préb za-
wierajacych 3-5 larw w 1g tkanki mig¢$niowe;j [7].

Z danych literaturowych wynika, ze test immuno-
enzymatyczny dla swini w kierunku obecnosci prze-
ciwciat klasy IgG przeciw T. spiralis, oparty na anty-
genie ekskrecyjno-sekrecyjnym cechuje czutosé
w zakresie 93,1-99,2%, pod warunkiem, ze uptyneto
wystarczajaco duzo czasu od zarazenia, aby mogta
rozwing¢ si¢ odpowiedzZ ze strony uktadu immunolo-
gicznego zywiciela. Natomiast specyficznos¢ testu
szacowano w zakresie 90,6-99,4% [7-10].

Pomimo, ze metoda ELISA jest powszechnie
znana i uzywana w r6znego typu badaniach, to jed-
nak nie znalazla szerszego zastosowania w praktyce
weterynaryjnej do wczesnego diagnozowania inwa-
zji T. spiralis, co umozliwitoby eliminacj¢ z hodow-
li zarazonych zwierzat, a tym samym chronitoby
cztowieka przed zarazeniem si¢ tym pasozytem.
Gléwnym ograniczeniem w wykorzystaniu tej me-
tody w praktyce weterynaryjnej jest brak specyficz-
nego antygenu warunkujgcego wysokg powtarzal-
nosé i poréwnywalnos¢ wynikow, a takze wyklu-
czajacego wystepowanie reakcji krzyzowych. Brak
specyficznego antygenu nie pozwala na wprowa-
dzenie i zastosowanie ELISA w ubojniach w celu
wczesnego wykrywania wiosni, tzn. jeszcze przed
otorbieniem si¢ larw w miesniach, na podstawie
obecnosci specyficznych przeciwciat.

Celem niniejszej pracy bylo poréwnanie przy-
datnosci antygenow ekskrecyjno-sekrecyjnych L1
T. spiralis uzyskanych wedtug r6znych procedur do
diagnozowania inwazji u $§win z wykorzystaniem
metody ELISA.

Material i metody

Znaczna czes¢ badan byta prowadzona w ramach
projektu TRICHIPORSE ,,Safe pork and horse me-
at on EU markets: early and unbiased dignostic tests
for Trichinella”, Nr QLKI1-CT-2001-01156,
w zwigzku z czym schemat doswiadczen i procedu-
ry zostaly zatwierdzone przez kierownikow projek-
tu.

Surowice

Surowice od swin konwencjonalnych (Iberian
pigs) zarazanych eksperymentalnie uzyskano z La-
boratorio del Parasitologia, Facultad de Veterinaria
Universidad de Extremadura, Caceres w Hiszpanii
w ramach realizacji projektu TRICHIPORSE.

Swinie zarazano trzema dawkami larw T. spira-
lis. Kazda grupe doswiadczalng stanowity 3 Swinie:
grupa I — $winie nr 1, 2, 3 zarazane dawkg 200 L1
T. spiralis, grupa Il — Swinie nr 4, 5, 6 zarazane
dawka 1000 L1 7. spiralis, grupa III — Swinie nr 7,
8, 9 zarazane dawkg 20 000 L1 T. spiralis.

Surowice uzyskiwano 5 dni i 1 dzien przed zara-
zeniem (-5, -1) oraz 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 501 60
dni po zarazeniu (dpz) i przetrzymywano w tempe-
raturze -20°C do dalszych oznaczeri. W ramach kon-
sorcjum TRICHIPORSE uzyskano réwniez surowi-
ce wzorcowe ujemne i dodatnie, ktére postuzyty do
wyznaczania czutosci procedury ELISA.

Antygeny

Otrzymywanie Ag ES L1 T. spiralis w IP PAN

Formy miesniowe L1 ptukano czterokrotnie uzy-
wajac do tego celu podloza hodowlanego RPMI-
1640. Nastepnie larwy (1000 larw/ml) umieszczano
w butelkach hodowlanych w kompletnym podlozu
RPMI-1640 zawierajacym: 20 mM HEPES, L-glu-
taming oraz 50 U/ml penicyliny i 50 pg/ml strepto-
mycyny. Inkubacj¢ prowadzono przez 18 godz.
w temperaturze +37°C i 5% CO,. Larwy oddzielono
od ptynu hodowlanego, ktéry przepuszczono przez
filtr o wielkosci poréw 0,22 pm. Do oczyszczania
antygenu ES L1 7. spiralis uzywano réwniez mem-
bran dializacyjnych z filrem 3 500 Da (firmy
ROTH). Dializg prowadzono w PBS pH=7,2 przez
24 godz. w +4°C.

Stezenie biatka w supernatancie okreslano meto-
dg Bradforda [11] uzywajac odczynnika Bradford
firmy Sigma.

W celu zageszczenia antygenu, uzyskany super-
natant poddawano liofilizacji w aparacie do liofili-
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zacji firmy Heto Lab Equipment.

Otrzymywanie Ag ES L1 T. spiralis w innych
osrodkach badawczych

W badaniach zastosowano réwniez antygeny ES
L1 T. spiralis przygotowane wczesniej w Istituto
Superiore di Sanita we Wtoszech — Ag ES L1 T.
spiralis (W)' i w Bundesinstitut flir Gesundheitli-
chen, Verbraucherschutz und Veterindrmedizin
w Niemczech — Ag ES L1 T. spiralis (N).

Antygeny byly otrzymywane wedtug zastosowa-
nej przez Pozio i wsp. [12] procedury: larwy mig-
$niowe L1 ptukano trzykrotnie w soli fizjologicznej
NaCl (0,85%) z dodatkiem antybiotykéw: penicyli-
ny (200 U/ml) i streptomycyny (200 pg/ml). Nastep-
nie larwy ptukano w podtozu hodowlanym DMEM
z dodatkiem antybiotykéw: penicyliny (500 U/ml)
1 streptomycyny (500 pg/ml). Larwy w liczbie 5 000
na Iml umieszczano w butelkach hodowlanych
w kompletnym podiozu DMEM zawierajagcym: 1
M HEPES, 200 mM glutaminy, 100 mM pirogronia-
nu, 5 000 U/ml penicyliny i 500 pg/ml streptomycy-
ny. Inkubacj¢ prowadzono przez 18 godzin w tem-
peraturze + 37°C i 5% CO,. Nastepnie larwy od-
dzielano od ptynu hodowlanego, ktéry przepuszczo-
no przez filtr o wielkosci poréw 0,22 um. Uzyskany
ptyn zageszczono 100 x w aparacie Amicon uzywa-
jac filtru YM-5. Prébki poddawano catonocnej dia-
lizie w PBS pH=7,2.

Antygeny ES L1 T. spiralis otrzymane od part-
neréw byly uzywane wedlug zalecanego rozciein-
czenia 1:50.

Procedura ELISA

96-dotkowe plytki firmy Nunc optaszczano do-
dajac do kazdego dotka po 100 pl antygenu ES L1
T. spiralis w stezeniu 2 ug/ml rozcieficzonego
w PBS (pH=7,2). Oplaszczenie antygenem prowa-
dzono przez noc w temperaturze +4°C. Plytki mi-
krotitracyjne ptukano 3 x w PBS z dodatkiem 0,05%
Tween-20. Do plukania wykorzystywano automa-
tyczng pluczke firmy Thermo Labsystems Well-
wash 384. Do kazdego dotka dodano po 100 ul ba-
danej surowicy rozcieficzonej w stosunku 1:100
w PBS z dodatkiem 0,25% BSA oraz 0,05% Tween-
20. Inkubacje¢ prowadzono przez 1,5 godziny
w temperaturze +37°C. Nastepnie plytki ptukano 3
x w PBS z dodatkiem 0,05% Tween-20. Do kazde-
go dotka dodano po 100 ul przeciwciata (surowica
krélicza anty-swinskie IgG; firmy Sigma) koniugo-
wanego z peroksydazg chrzanowg w rozcieficzeniu

1:10 000 w PBS z dodatkiem 0,25% BSA oraz
0,05% Tween-20. Inkubacj¢ prowadzono przez 1
godzing w temperaturze +37°C. Plytki ptukano 3
x w PBS z dodatkiem 0,05% Tween-20. Wywotanie
reakcji barwnej prowadzono dodajac do kazdego
dotka po 100 pl TMB. Inkubacje z substratem pro-
wadzono przez 20 minut w temperaturze pokojowe;j
w ciemnosci. Reakcje enzymatyczng zatrzymywano
dodajac do kazdego dotka po 50 ul 0,125% HFE. Ab-
sorbancj¢ prob odczytano przy dlugosci fali 630 nm.

Ocena warto$ci diagnostycznej testu

Dobér metody wyznaczania punktu odciecia
(cut-off)

Wynik testu, powyzej ktérego moze on zostaé
uznany za pozytywny, 0znaczano przy pomocy
trzech metod, oceniajgc ich czutos¢ i specyficznosc.

Do wyznaczenia wartosci cut-off zastosowano
nastgpujace metody:

(1) M+3SD — Srednia absorbancja dla osobni-
kéw ujemnych powigkszona o trzykrotng wartos¢
odchylenia standardowego [12, 13].

(2) S/P% — wspotczynnik oznaczajacy stosunek
absorbancji préby badanej do absorbancji préby do-
datniej pomnozony przez 100. Zgodnie z zalecenia-
mi producenta, dla gotowego zestawu Kit, wykorzy-
stywanego w konsorcjum TRICHIPORSE, pozy-
tywnos¢ badanych préb okreslano na podstawie
wspotczynnika S/P obliczanego wg wzoru:

S/P% = (OD préby/OD kontroli pozytywnej) x 100

e Jesli wspoétczynnik S/P% < 40% to préba jest
kwalifikowana jako negatywna;

* Jesli wspoétczynnik S/P% > 50% to préba jest
kwalifikowana jako pozytywna;

 Natomiast, jesli S/P% waha si¢ miedzy 40-50%
probke traktuje si¢ jako niepewna, watpliwg.

(3) ROC — (Reciever Operating Characteristic)
— na podstawie absorbancji uzyskanych dla osob-
nikéw dodatnich i ujemnych tworzona jest krzywa
ROC umozliwiajagca testowanie wplywu réznych
cut-off na czutos¢ i specyficznosé metody (Win Epi-
scope 2.0) [14].

Okreslenie czulosci i specyficznosci testu
Do okreslenia czutosci i specyficznosci testu po-
stuzyty wzory uzyte przez Greinera i Gardnera [15].
Czutosé % = 100 x TP/ (TP + FN)
Specyficznos¢ % = 100 x TN/ (TN + FP)
gdzie: TP — wynik prawdziwie pozytywny; TN —
wynik prawdziwie negatywny; FP — wynik falszy-
wie pozytywny; FN — wynik falszywie negatywny

' Litery w nawiasie oznaczajg pochodzenie antygenu: (W) — Wiochy, (N) — Niemcy. Antygen bez litery w nawiasie — to antygen

wilasny
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Tabela. 1. Wyznaczanie czutosci i specyficznosci procedury ELISA z zastosowaniem réznych antygenéw: A — Ag
ES L1 T. spiralis (N), B— Ag ES L1 T. spiralis (W), C — Ag ES L1 T. spiralis.

Table 1. Estimation of the sensitivity and specificity of the ELISA procedure with different excretory-secretory anti-
gens: A— Ag ES L1 T. spiralis (N), B— Ag ES L1 T. spiralis (W), C — Ag ES L1 T. spiralis.

A Ag ES L1 T. spiralis (N) / swinie konwencjonalne
cut-off czutosé % specyficznos¢ %
dpz ROC S/P M+3SD ROC S/P M+3SD ROC S/p M+3SD
20 11,11 11,11 11,11
25 22,22 22,22 22,22
30 0,2 0,25 0,23 55,56 44,44 44,44
40 70,70 66,66 77,77 100 100 100
50 100 77,77 100
60 100 100 100
B Ag ES L1 T. spiralis (N) / swinie konwencjonalne
cut-off czutosé % specyficznosé %
dpz ROC S/P M+3SD ROC S/p M+3SD ROC S/p M+3SD
20 11,11 11,11 11,11
25 33,33 33,33 33,33
30 0,3 0,23 0,27 66,67 66,66 66,66
40 100 71,77 88,88 100 100 100
50 100 100 100
60 100 100 100
B Ag ES L1 T. spiralis (N) / swinie konwencjonalne
cut-off czutos¢ % specyficznosé¢ %
dpz ROC S/P M+3SD ROC S/p M+3SD ROC S/p M+3SD
20 33,33 33,33 33,33
25 33,33 33,33 33,33
30 0,2 0,21 0,22 100 71,77 77,77
40 100 100 100 100 100 100
50 100 100 100
60 100 100 100

W celu okreslenia czutosci testu przesledzono
dynamike wystepowania przeciwcial przeciw T.
spiralis u zwierzat doswiadczalnie zarazanych roz-
nymi dawkami larw. Ustalono w ten sposéb liczbe
wynikéw prawdziwie pozytywnych, prawdziwie
negatywnych, falszywie pozytywnych i falszywie
negatywnych. Takie postepowanie umozliwia ocene
czutosci testu w poszczegdlnych dniach badan.

Do okreslenia specyficznosci testu wykorzystano
160 surowic od swini z okolic Poznania oraz 88 od
Swin z Bozej Woli, u ktérych w ubojni, metodg wytra-
wiania, nie stwierdzono obecnosci larw T. spiralis.
Natomiast wykonujac badania koproskopowe stwier-
dzono obecnos¢ innych pasozytow: inwazje jednoga-
tunkowe: Ascaris suum, Eimeria spp., Oesophagosto-
mum spp., Trichuris suis, a takze znacznie czgsciej, in-
wazje mieszane: Oesophagostomum spp. + Eimeria

spp., Oesophagostomum spp. + Eimeria spp. + A. su-
um, T. suis + Eimeria spp. + Metastrongylus spp., T.
suis + Oesophagostomum spp., Eimeria spp. + T. suis
+ Oesophagostomum spp. + A. suum.

Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki badari poddano analizie staty-
stycznej przy uzyciu programu MINITAB 8.3 oraz
Excel XP for Windows.

Na podstawie wspolczynnika korelacji ,,/”” osza-
cowano powtarzalnos¢ wynikéw ELISA uzyska-
nych w procedurze witasnej z wykorzystaniem
trzech antygenéw: Ag ES L1 T. spiralis (N), Ag ES
L1 T. spiralis (W), Ag ES L1 T. spiralis. W pracy
przyjeto 5% ryzyko btedu i zwigzany z nim poziom
istotnosci P < 0,05 wskazujacy na istnienie istot-
nych statystycznie réznic.
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Wyniki

Specyficznosé procedury ELISA
Wykorzystywane antygeny: Ag ES L1 T. spira-
lis (N), Ag ES L1 T. spiralis (W), Ag ES L1 T. spi-
ralis nie wykazaty reaktywnosci krzyzowej z suro-
wicami Swifhi wolnych od 7. spiralis, a zarazonych
innymi pasozytami stwierdzonymi w badaniach.
Wartosci OD uzyskiwane dla badanych surowic wa-
haty si¢ w zakresie 0,021-0,224. Okreslana na tej
podstawie specyficznos¢ testu wynosita 100%.

Czulo$¢ procedury ELISA

Uzyskane wartosci absorbancji OD dla surowic
doswiadczalnych i kontrolnych postuzyty do wy-
znaczenia punktu odcigcia (cut-off) przy pomocy
trzech metod: ROC, S/P%, M+3SD oraz wyznacze-
nia na tej podstawie czutosci testu. Otrzymane czg-
stkowe wyniki przedstawiono w Tabelach 1A, B, C.

Najwyzsze srednie wartosci czutosci ELISA ob-
serwowano w przypadku zastosowania Ag ES L1 T.
spiralis. Na podstawie wyznaczonych wartosci cut-
off (ROC; S/P%; M+3SD) test oparty na Ag ES L1
T. spiralis cechuje odpowiednio czutosé: 77,7%,

oD A
07
0E —s— 200 L1
D&
04 j —=— 1000L1
03 -
0,2 /./ 20.000L1
014 - . Aw/
D T T T T T T T T T
-5 -1 5 10 15 20 25 30 40 a0 B0
dpz
oD B
07
—4— Swinal
0gB

—— Sy iniaz

S iniad

S iniad

—#— Sy IniaD

—&— Sy inialb

—+— Sy iniard

—=— g iniad

S iniad

Rys. 1. Zmiany poziomu przeciwcial klasy IgG w surowicach od §win konwencjonalnych eksperymentalnie
zarazonych r6znymi dawkami larw T. spiralis wzglgdem Ag ES L1 T. spiralis (N): A — wyniki srednie dla dawki

inwazyjnej, B — wyniki indywidualne.

Fig. 1. Anti-Trichinella-1gG dynamics in conventional pigs infected with different doses of L1 T. spiralis against Ag

ES L1 T. spiralis (N): A — the average results, B — the individual results.
= === cut-off, dla S/P%, (cut-off for S/P% of the method)
cut-off, dla M+#SD, (cut-off for M+3SD of the method)
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Rys. 2. Zmiany poziomu przeciwciat klasy IgG w surowicach od swin konwencjonalnych eksperymentalnie
zarazonych ré6znymi dawkami larw 7. spiralis wzgledem Ag ES L1 T. spiralis (W): A — wyniki Srednie dla dawki

inwazyjnej, B — wyniki indywidualne.

Fig. 2. Anti-Trichinella-IgG dynamics in conventional pigs infected with different doses of L1 T. spiralis against Ag
ES L1 T. spiralis (W): A — the average results, B — the individual results.
w1 CUt-Off, dla S/P%, (cut-off for S/P% of the method)

74,1%, 74,1%. Uwzgledniajac wartosci cut-off wy-
liczone w oparciu o ROC, S/P% oraz M+3SD, niz-
sze wartosci czulosci testu stwierdzono przy zasto-
sowaniu Ag ES L1 T. spiralis (W): 68,5%; 64,8%
oraz 66,6%. Natomiast najnizsze Srednie wartosci

cut-off, dla M+#SD, (cut-off for M+3SD of the method)

czutosci wyznaczono dla Ag ES L1 T. spiralis (N),
i wynosity one odpowiednio: 59,9%; 53,7%; 59,2%.

Analiza statystyczna
Analiza statystyczna wynikow wykazata wysoce
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Rys. 3. Zmiany poziomu przeciwciat klasy IgG w surowicach od swiri konwencjonalnych eksperymentalnie
zarazonych réznymi dawkami larw 7. spiralis wzgledem Ag ES L1 T. spiralis: A — wyniki srednie dla dawki

inwazyjnej, B — wyniki indywidualne.

Fig. 3. Anti-Trichinella-1gG dynamics in conventional pigs infected with different doses of L1 7. spiralis against Ag

ES L1 T. spiralis: A — the average results, B — the individual results.
=== cut-off, dla S/P%, (cut-off for S/P% of the method)
cut-off, dla M+#SD, (cut-off for M+3SD of the method)

statystycznie istotng ich powtarzalnos¢ dla procedu-
ry ELISA z zastosowaniem trzech antygendéw: Ag
ES L1 T. spiralis (N), Ag ES L1 T. spiralis (W), Ag
ES L1 T. spiralis (P<0,01). WartoSci wspotczynnika
korelacji ,,r”” dla poszczegdlnych zwierzat oraz pro-
cedur z wykorzystaniem trzech antygenéw przed-

stawiono w Tabeli 2.

ELISA z wykorzystaniem trzech antygenéw do
wykrywania przeciwcial klasy IgG

Analiza wynikéw dla poszczegélnych dawek
(wartoSci Srednie) pozwala zaobserwowaé pewne
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Tabela. 2. Wspétczynnik korelacji ,,/”” pomiedzy wartosciami OD uzyskanymi dla swini doswiadczalnych w zaleznosci od

uzywanego antygenu.

Table 2. The coefficient correlation r between OD values obtained in sera from experimentally infected pigs, in relation to anti-

gens.
Nr swini Ag ES L1 T. spiralis (W) Ag ES L1 T. spiralis(W) Ag ES L1 T. spiralis(W)
/Ag ES L1 T. spiralis (N) /Ag ES L1 T. spiralis /Ag ES L1 T. spiralis

r r r

1 0,980% 0,896* 0,945*

2 0,929* 0,921* 0,863*

3 0,937* 0,900* 0,806*

4 0,958* 0,973* 0,899%

5 0,974* 0,938* 0,926*

6 0,987* 0,980% 0,301*

7 0,935% 0,917* 0,178%*

8 0,975% 0,910% 0,928%*

9 0,957* 0,920* 0,870*

Wspbtczynnik korelacji  0,779%* 0,910%* 0,750%*

r dla procedury

Objasnienia (explanations) * n=1, P<0,01; ** n=99; P<0,01

podobieristwa pomigdzy stosowanymi w badaniach
antygenami ekskrecyjno-sekrecyjnymi.

W surowicach od zwierzat zarazonych najnizsza
dawkg 200 L1 zastosowanie Ag ES L1 T. spiralis
(N) pozwala stwierdzi¢ obecnos¢ przeciwcial IgG
dopiero 50 dpz (Rys. 1A). Wczesniej, bo 40 dpz ob-
serwowano przeciwciata IgG uzywajac antygenéow
Ag ES L1 T. spiralis (W) oraz Ag ES L1 T. spiralis
(Rys. 2A, 3A).

W grupie zwierzat zarazonych dawkg 1000 L1 7.
spiralis obecnos¢ przeciwcial wykryto 30 dpz przy
zastosowaniu Ag ES L1 T. spiralis (W) oraz Ag ES
L1 T. spiralis, natomiast 40 dpz przy uzyciu Ag ES
L1 T. spiralis (N) (Rys. 1A, 2A, 3A). W grupie
zwierzat zarazonych dawka 20 000 L1 7. spiralis
obecnos¢ przeciwcial wykryto 30 dpz przy zastoso-
waniu Ag ES L1 T. spiralis (W) oraz Ag ESLI1 T.
spiralis (N), natomiast 20 dpz przy uzyciu Ag ES
L1 T. spiralis (Rys. 1A, 2A, 3A).

Analiza wynikéw indywidualnych pozwolila za-
obserwowaé obecnos¢ przeciwciat klasy IgG naj-
wczesniej (20 dpz) w surowicy od Swini nr 8
w przypadku wszystkich trzech stosowanych anty-
genéw (Rys. 1B, 2B, 3B).

Najwyzsze wartosci OD odzwierciedlajace po-
ziom przeciwcial uzyskano stosujac Ag ES L1 T.
spiralis (W) (Rys. 2B).

Poréwnujac wyniki uzyskane po zastosowaniu
Ag ES L1 T. spiralis (W) 1 Ag ES L1 T. spiralis (N)
stwierdzono réznice indywidualne w okresie poja-
wiania si¢ przeciwcial i w ich poziomie. W poszcze-
g6lnych grupach stwierdzono znaczne rozpigtosci
czasowe w okresie pojawiania si¢ przeciwcial. Dla

Ag ES L1 T. spiralis (N) w grupie zwierzat zarazo-
nych dawkg 20 000 L1 przeciwciala pojawily sie
miedzy 20 a 30 dpz, dla Ag ES L1 T. spiralis (W)
miedzy 20 a 25 dpz (Rys.1B, 2B). Dla Ag ESL1 T.
spiralis (N) w grupie zwierzat zarazonych dawka
1 000 L1 przeciwciata klasy IgG pojawity si¢ mig-
dzy 30 a 50 dpz, a dla Ag ES L1 T. spiralis (W) 30
dpz. Nie stwierdzono tak duzych rozpigtosci w cza-
sie pojawiania si¢ przeciwcial przy zastosowaniu
Ag ES L1 T. spiralis. W surowicach od wszystkich
Swin zarazonych dawkg 20 000 L1 przeciwciata po-
jawity si¢ 20 dpz, a dla dawki 1000 L1 — 30 dpz.
Jedyne réznice stwierdzono w grupie zwierzat zara-
zonych dawka 200 L1 T. spiralis (Rys. 1B, 2B, 3B).

Dyskusja

Pomimo wzrostu wiedzy na temat wtosnia i wy-
wolywanej przez niego choroby, pasozyt nadal sta-
nowi potencjalne zagrozenie dla czlowieka. Nicie-
nie z rodzaju Trichinella sg przyczyna licznych, wy-
stepujacych kazdego roku, w réznych czgsciach
Swiata epidemii wlosnicy, niezaleznie od statusu
spoteczno-ekonomicznego poszczegdlnych krajow
[16]. Zachorowania ludzi sg w wigkszosci przypad-
kéw spowodowane konsumpcjg surowego lub nie-
dogotowanego miesa lub jego produktow zawierajg-
cych inwazyjne larwy wtosni. W latach 1995-1997
do Miedzynarodowej Komisji Wiosnicowej (ICT)
zostato zgloszonych wigcej niz 10 000 przypadkow
wlosnicy u ludzi, w tym 18 $miertelnych [17].
Zrédlem zarazenia bylo gléwnie migso wieprzowe
i migso dzikéw. Wedtug Meldunku 7/B/05 opraco-
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wanego przez Panstwowy Zaktad Higieny, o zacho-
rowaniach na choroby zakazne i zatruciach, w 2004
r. zarejestrowano 172 przypadki witosnicy u ludzi,
a 62 w 2005 r. [18]. Gléwnym Zrédlem wtlosnicy
u ludzi w Polsce jest migso dzikéw zawierajace lar-
wy T. spiralis [19].

Wedtug ,,Manual of Standards for Diagnostic Te-
sts and Vaccines” publikowanym przez Office Inter-
national des Epizootie (OIE), do diagnozowania
wlosnicy rekomendowane sg dwie metody: bezpo-
srednie wykrywanie larw nicieni z rodzaju Trichi-
nella w miesniach (metoda wytrawiania) oraz po-
Srednie wykrywanie inwazji przy pomocy testow
serodiagnostycznych okreslajagcych poziom specy-
ficznych przeciwciat [20-22].

Pierwsze préby podejmowane w kierunku ulep-
szania badZ zastgpienia bezposrednich metod po-
zwalajacych wykry¢ wiosnie metodami serologicz-
nymi, ktérych podstawe miata stanowi¢ ELISA,
rozpoczeto w latach 70. XX wieku [23]. Poczatko-
wo do badain uzywano antygenu somatycznego
z larw wyizolowanych z migsni. Jednak specyficz-
nos¢ ELISA byta staba, ze wzgledu na pojawienie
si¢ krzyzowych reakcji, co znacznie obnizalo war-
tos¢ testu [24, 25]. W latach 80. XX wieku, specy-
ficznos¢ i1 czutos¢ ELISA zostaly zwigkszone przez
wykorzystanie antygenu ekskrecyjno-sekrecyjnego
(ES) uzyskanego z hodowli larw mig$niowych T.
spiralis prowadzonej in vitro [26].

Aby test diagnostyczny zostal uznany za wiary-
godny i przydatny do wykrywania obecnosci specy-
ficznych przeciwciat klasy IgG przeciw T. spiralis
nalezy przeprowadzi¢ jego walidacj¢, czyli oceng
wartosci diagnostyczne;j.

Oceniajac test diagnostyczny nalezy dyspono-
wac testem referencyjnym, za pomocg ktérego wy-
znacza si¢ liczbe osobnikéw dodatnich i ujemnych
[27]. Jakos¢ metody referencyjnej determinuje do-
ktadnosé, z jakg mozna dokonaé oceny testu diagno-
stycznego. Dla prezentowanych badai immunoen-
zymatycznych testem referencyjnym byta rekomen-
dowana przez ICT metoda wytrawiania.

Dla wyznaczenia czutosci i specyficznosci testu
niezwykle istotne znaczenie ma wartos¢ punktu od-
cigcia (cut-off). Wybér nieprawidtowej wartosci
cut-off moze spowodowacd, ze parametry te nie zo-
stang wyznaczone wiasciwie. W literaturze mozna
znaleZ¢ kilka sposobow wyznaczania cut-off. Do
najczesciej stosowanych nalezg: ROC, S/P% oraz
M+3SD [13, 28, 29]. Stosowanie analizy ROC,
w ktdrej nalezy dysponowac wartosciami absorban-
cji dla osobnikéw pozytywnych i negatywnych, jest

ograniczone. Analiza ROC zostata uzyta tylko w 3
przypadkach na 65 medycznych badan i tylko w 1
na 33 badania weterynaryjne [28]. Wyznaczenie
cut-off przy pomocy wspoétczynnika S/P% jest moz-
liwe i wiarygodne jedynie w przypadku dysponowa-
nia referencyjnymi surowicami kontrolnymi (ujem-
nymi i dodatnimi) i stosowane jest gtéwnie w do-
stepnych diagnostycznych zestawach komercyj-
nych. Natomiast M+3SD stosuje si¢ zwykle w przy-
padku posiadania duzej liczby surowic od zwierzat
wolnych od badanego patogenu.

Ocena specyficznosci ELISA wykonywana
przez innych badaczy dokonywana byta w oparciu
o badanie surowic §wii wolnych od inwazji T. spi-
ralis, lecz zarazonych innymi pasozytami jak: Asca-
ris suum, Eimeria spp., Balantidium coli, Sarcocy-
stis spp., Echinococcus granulosus, Taenia hydati-
gena, Metastrongylus spp., Trichuris suis, Oesopha-
gostomum spp., Macracanthorhynchus hirudina-
ceus [30]. W badaniach tych antygen ES L1 T. spi-
ralis nie wykazywatl reaktywnosci krzyzowej z an-
tygenami innych pasozytéw. Podobny wynik uzy-
skano w badaniach wtasnych, gdzie do oceny specy-
ficznosci procedury wykorzystano surowice 248
Swin, u ktérych w ubojni, rekomendowang metoda
wytrawiania, nie stwierdzono obecnosci larw T. spi-
ralis, natomiast metodg koproskopowg stwierdzono
inne pasozyty. Zadna z badanych surowic nie dawa-
ta reakcji pozytywnej z trzema antygenami ES L1 7.
spiralis 1 na tej podstawie wyznaczono specyficz-
nos¢ testu (100%).

Analiza czutosci procedur wyznaczonych w ba-
daniach witasnych potwierdzita dane literaturowe,
ktére méwia, ze wartosc ta zalezy nie tylko od spo-
sobu wyznaczania punktu odcigcia [30]. Niezwykle
wazny jest rOwniez wspominany wczesniej sposéb
interpretacji wynikéw [15]. Czutos¢ metody ELISA
jest determinowana przez zestaw surowic pocho-
dzacych z zarazenia doswiadczalnego [10]. W bada-
niach wlasnych wykorzystano surowice pozyskane
od zwierzat doswiadczalnych dwukrotnie kontrolo-
wanych przed zarazeniem (18 surowic ujemnych).
Wykorzystujagc kompletny panel surowic (n=99)
wyznaczono odpowiednie, analizowane powyzej
czutosci procedur. Gdyby pomina¢ w obliczeniach 9
surowic ujemnych (n=90), wowczas wyliczone czu-
tosci bytyby zupetnie inne.

Niezwykle wazne w opracowaniu ELISA w celu
wczesnego wykrywania przeciwciat jest zastosowa-
nie odpowiedniego antygenu. Zarlenga i Gamble
[31] wykazali, ze u swin zarazanych 7. spiralis naj-
wyzszg wartos¢ diagnostyczng ma antygen ekskre-
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cyjno-sekrecyjny L1. Chociaz, jak wskazujg liczne
badania, antygen somatyczny L1 7. spiralis moze
by¢ bardziej przydatny do wczesnego diagnozowa-
nia §win zarazonych 7. spiralis, to natura tego anty-
genu wplywa na wystepowanie licznych reakcji fat-
szywie pozytywnych [7, 12, 26].

Uzyskane wyniki wskazujg, ze wykorzystywane
antygeny, przy stosowaniu jednakowej procedury
testu, generujg rézne wartosci OD. Dlatego tez, jak
wynika z badan prowadzonych w projekcie unijnym
TRICHIPORSE, procedura otrzymywania antyge-
néw winna by¢ ujednolicona, co gwarantowatoby
utrzymanie stgzenia biatka na tym samym poziomie.
Indywidualne wartosci OD oraz srednie dla grupy,
uzyskane przy zastosowaniu Ag ES L1 T. spiralis
oraz Ag ES L1 T. spiralis (N) byly zblizone. Nato-
miast stosujac Ag ES L1 T. spiralis (W) uzyskiwa-
no wyzsze wartosci OD, szczegdlnie w okresie 30-
60 dpz. Przyczyne¢ tych réznic mozna upatrywac
W niezbyt precyzyjnym oznaczeniu stezenia biatka,
badZ w stosowaniu nieznacznych technicznych réz-
nic podczas otrzymywania antygenow.

W oparciu o opracowang wtasng procedurg ELI-
SA przesledzono dynamik¢ odpowiedzi immunolo-
gicznej Swin zarazonych doswiadczalnie trzema
dawkami L1 T. spiralis z wykorzystaniem antyge-
néw otrzymanych w trzech r6znych osrodkach. Wy-
niki uzyskane dla 3 antygendw oraz surowic od
zwierzat zarazanych najwyzszg dawka 20 000 L1 7.
spiralis, wykazaly wysoka przydatnos¢ Ag ES L1 T.
spiralis. Wczesna detekcja przeciwciat przy pomo-
cy Ag ES L1 T. spiralis mogta by¢ warunkowana
,haturg” antygenu. W procedurze jego otrzymywa-
nia zastosowano 100x nizsze st¢zenia penicyliny
i 10x nizsze stgzenie streptomycyny. Dodatkowo na
aktywnos¢ antygenu mogta mie¢ wptyw mniejsza
liczba larw hodowanych w 1 ml ptynu hodowlane-
go. Wysokie stgzenie antybiotykOw oraz przege-
szczenie hodowli moze mie¢ supresyjny wplyw na
uwalnianie antygendw.

Poziom przeciwcial IgG w grupie zarazonej naj-
wyzszg dawkg larw L1 badany wzgledem antygenu
Ag ES L1 T. spiralis (N) oraz Ag ES L1 T. spiralis
(W) byt zblizony do poziomu uzyskanego przy za-
stosowaniu Ag ES L1 T. spiralis, jednakze pojawie-
nie si¢ przeciwciat byto op6Znione w czasie. Nato-
miast charakter odpowiedzi immunologicznej Swin
zarazonych matg dawka, 200 L1 T. spiralis wskazu-
je, ze Ag ES L1 T. spiralis oraz Ag ES L1 T. spira-
lis (W) majg jednakowg wartos$¢ diagnostyczna.

Ocena dynamiki odpowiedzi immunologicznej
oznaczonej przy pomocy trzech antygenéw przepro-

wadzona metodami statystycznymi wskazuje na jej
duza powtarzalnos¢. Dodatkowo wyniki uzyskane
dla trzech antygendw potwierdzaja zaleznos¢ mig-
dzy wielkoscig dawki inwazyjnej a poziomem prze-
ciwciat [25, 29, 32]. Na podkreslenie zastuguje fakt,
iz we wszystkich przypadkach w ostatnim okresie
badan obserwowano tendencj¢ wzrostowg badanego
poziomu przeciwciat.

Badania z wykorzystaniem ELISA stuzace do
oceny dynamiki przeciwcial klasy IgG byly tema-
tem wielu wczesniejszych prac. Jednakze poréwna-
nie wynikéw wtasnych z opublikowanymi wcze-
Sniej nastrecza wiele trudnosci. Jest to spowodowa-
ne odmiennym typem zwierzat doswiadczalnych,
szerokim zakresem dawek inwazyjnych (50-20 000
L1) oraz réznymi procedurami testu. Gamble i wsp.
[26] uzywajac swin rasy Yorkshire lub Hampshire
x Yorkshire, stwierdzili obecnos¢ specyficznych
IgG migdzy 15 a 20 i 25 dpz u swin zarazanych od-
powiednio dawka 10 000 larw i 500 larw na zwie-
rze. W badaniach Smitha [33] najwczesniej prze-
ciwciata klasy IgG byly wykryte 30 dpz w przypad-
ku zarazenia Swini dawkg 1500 larw, natomiast
u $win zarazanych dawkg 100 larw dopiero 86 dpz.
Autor uwaza, ze tak péZzna odpowiedZ mogta by¢
spowodowana stabg inwazyjnoscig uzytych do zara-
zenia larw. Badania Smitha [34] wykazaly, ze zara-
zenie swin dawkg 15 400 larw indukuje pojawienie
si¢ przeciwciat klasy IgG znacznie wczesniej, bo 22
dpz.

Wyniki urzgdowego badania zwierzgt rzeZnych
wskazuja, ze kazdego roku w Polsce ubojowi pod-
dawanych jest kilka milionéw $win domowych,
a odsetek zarazonych zwierzat wynosit 3,6/1000000
w 2003 roku oraz 1,4/1000000 w 2004 roku. Nato-
miast odsetek zarazonych dzikow byt znacznie wy-
zszy 1 wynosit odpowiednio 2003r. — 3,1/1000
iw 2004 r. — 3,2/1000 [35, 36]. W Polsce do wy-
krywania obecnosci wiosni stosuje si¢ przede wszy-
stkim metod¢ wytrawiania. Mimo iz ELISA znana
jest od ponad 30 lat, do tej pory nie byla wykorzy-
stywana do kompleksowych badan w kierunku wito-
$nicy u swin domowych i dzikéw [23]. Zaprezento-
wane wyniki wskazujg nie tylko na zaleznos$¢ mig-
dzy wykorzystanym antygenem a wynikiem testu
ELISA, ale rowniez na przydatnos¢ tej procedury do
wcezesnego diagnozowania inwazji wiosni u Swid.
Jednakze tylko wybdr jednakowych testow referen-
cyjnych zwanych w literaturze ,,gold standard” we
wszystkich laboratoriach diagnostycznych, opraco-
wanie i zatwierdzenie jednakowej procedury otrzy-
mywania antygendw, wyeliminowanie réznic wyni-
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kajacych z interpretacji wartosci cut-off czy ograni-
czenie manipulacji wynikami posrednimi [15] do-
prowadzi do standaryzacji ELISA.
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