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AVALIAGAO DE ANTIGENOS DE CYSTICERCUS CELLULOSAE NO
IMUNODIAGNOSTICO DA CISTICERCOSE HUMANA PELA
HEMAGLUTINAGAO INDIRETA

E. NASCIMENTO (1) e W. MAYRINK (1)

RESUMO

Os Autores avaliaram os antigenos de Cysticercus cellulosae para o0 Imuno-
diagnostico da cisticercose humana pela reacio de hemaglutinacfo indireta.
Observaram que os antigenos de escélex (ES) e ES pico II sfio mais especificos
que os antigenos de C. cellulosae total (CC), liguido vesicular e de membrana

(ME).

Usando soros de pacientes com cisticercose comprovada parasitologi-

camente, obtiveram uma sensibilidade de 0,80 para o ES, 0,84 para o ES II e
especificidade 1,0, guando os soros foram usados na diluigio 1:8 para o antigeno _

ES e 1:16 para o antigeno ES II.

INTRODUCAO

No imunodiagnodstico da cisticercose huma-
na 580 conhecidas as dificuldades para se de-
tectar anticorpos anti-cisticercos; a pesguisa
de anticorpos no liquido cefalorragueano (ILCR)
€ de grande utilidade no diagndstico da neuro-
cisticercose, entretantc a mesma pesquisa no
soro seria facilitada devido a sua fdcil obten-
¢80 em relacto ao L.CR que € obtido através da
puncio medular,

Empregando extrato total de Cysticercus
cellulosae & a reagdio de hemaglutinacio indi-
reta (HI) para detectar anticorpos circulantes
anti-cisticercos, BIAGI & col.l, encontraram
uma positividade de 92% em 13 soros de pa-
cientes com cisticercose comprovada. PROC-
TOR & col. !, utilizando a mesma técnica e an-
tigenc de C. cellulosae extraido em solucho sa-
lina, encontraram 85% de positividade em 48
soros de pacientes com cisticercose comprova-
da e 17% em soros de pacientes com teniase
por Taenia solium ou T. saginata,

POWELL & col, * usando como antigeno o
extrato total de C. cellulosae e a HI para ©

diagnostico da cisticercose, concluiram ser es-
se método de grande valor na detecgao de an-
ticorpos anti-cisticercos na forma assintomsti-
ca ¢ na cpilepsia associada a cisticercose.

Estudos recentes sobre o relacionamento
entre antigenos do G, celtulosae e da T. solium,
através de imune soros, demonstraram a exis-
téncia de componentes comuns entre os anti-
genos do C. cellulosae e da T. solium (NASCI-
MENTO & ARAUJOS),

O presente trabalho tem como objetivo
avaliar a especificidade e a sensibilidade dos
antigenos de C. cellulosae para o imunodiag-
nostico da cisticercose humana pela hemagli
tinacdo indireta.

MATERIAL E METODOS

Antigenos — Os Cysticercus cellulosae (CC)
foram obtidos do coragio, lingua e musculos
esqgueléticos de suinos naturalmente infecta-
dos. Apds serem retirados dos mtsculos, 0s
cisticercos foram lavadeos em banhos sucessi-

{1} Trabalho realizado com apoic do Conselho Nacional de;'J_)‘esenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) e da Fi-
nanciandora de Estudos e Projetos (FINEP), no Departamento de Perasitologla, Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal de Minas Gerais, Caixa Postal 2486, 30.000 — Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil
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vos de dgua destilada e de solugfo salina tam-
ponada com fosfato (SST) 0,156 M pH 7,2. Par-
te dos cisticercos Integros foi liofilizada e par-
te foi separada em membrana (ME) e escolex
(E8) com auxilio de bisturi e microscdpio es-
teroscdpico.

O antigeno de liguido vesicular (LI) foi co-
lhido diretamente das vesiculas com auxilio de
uina seringa adaptada com agulha 15x10. As
partes do C. cellulosae: ME, ES, LI e o CC to-
tal foram liofilizadas, sendo a extragio dos an-
tigenos realizada segundo método descrito por
NASC_IMENTO & ARAGJOT.

A padronizacio da concentragiio protéica
dos antigenos foi feita de acordo com o meé-
todo descrito por LOWRY & col.t

Soros dos pacientes — Os soros dos pa-
cientes com neurocisticercose comprovada por
cirurgia foram obtidos no Departamento de
Neurologia do Hospital das Clinicas da Uni-
versidade Federal de Minas Gerals, enguanio

que os demais soros de pacienies com teniase -

(T. solium ou T. saginata), ancilostomose, es-
quistossomose, ascaridiase, tricocefalose, es-
trongiloidose e doenga de Chagas foram obti-
dos no Departamento de Parasitologia do Ins-
tituto de Ciénelas Bioldgicas da Universidade
Federal de Minas Gerais. Como padrbes nega-
tivos foram usados soros de recém-nascidos
Norte-Americanos, obtidos na divisio de aler-
gia, imunologia e doencas: infecciosas da Palo
Alto Medical Research Foundation, Palo Alto,
Califérnia, USA. Todos os soros foram diluidos
inicialmente a 1:4 em SSIL.

Fracionamento de antigenes — As fracles
dos antigenos ES e LI usadas no presente tra-
balho foram obtidas como descrita por NAS-
CIMENTO & ARAUJOS,

Hemaglutinagdo indireta — Foi executada
usando-se placas tipo V, segundo NASCIMEN-
TO & ARAUJOS. Os eritrdcitos humanos, O Rh
negativos, foram fixados pelo formaldeido se-
gundo BUTLER 3, HOSHINO-SHIMIZU & cols,
Ng sensibilizagio dos eritrdcitos foram usados
3 m! de uma suspensfio de células a 10%, para

. cada ‘antigeno. Inicialmente, as células foram
lavadas por centrifugacdo a 1000 g, cineo ve-
zes com 10 ml cada vez de solugio de NaCl
a 0,85%, durante trés minutos. O sedimento
de eritréeitos fol ressuspenso em 10 ml de PBS
pH 7,2 contendo dcido tanico a 1:15000 e incu-
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bado em banho-maria a 37°C, durante 30 minu-
tos. Em seguida as células foram lavadas por
centrifugacio, cinco vezes em solugdo salina. O
sedimento foi ressuspenso em 1ltml de PBS pH
6,4, contendo um antigeno de cada na concen- -
tracdo de 150 microgramas de proteinas por
mililitro e incubagiio por 30 minutos a 37C.
Apés & incubagdo, os eritrdcitos foram nova-
mente lavados cinco vezes em solugio salina
contendo 1% de soro normal, inativado, de coe-
Iho. Finalmente os eritrécitos foram ressus-
pensos a 1% em solucho estabilizadora prepa-
rada segundoe HOSHINO-SHIMIZU & col.® e
conservados a 4°C, Vinte e cinco microlitros do
antigeno foram gotejados em cada orificio da
placa contendo 50 microlitros da diluicdo dos
s0ros e & placa em seguida agitada por 30 se-
gundos em vibrador (Mixiron, Topironix, Bra-
sil). A leitura foi realizada apds duas horas &
temperatura ambiente.

Sensibilidade e especificidade — Os cilcu-
los desses indices foram feitos de acordo com
BUCK & GART?2

RESULTADOS

" Anticorpos anti-cisticercos foram detecta-
dos pelos antigenos CC, ES, ES II, LI, LI iI
e ME até nas diluicbes de soros de 1:512 ou
1:1024, de pacientes com cisticercose compro-
vada (Tabela I). Foram observadas reacdes
cruzadas com teniase por T. solium ou T. sagi-
nata nas diluicbes de soro de até 1:32 com an-
tigeno CC, 1:8 com antigenc ES, 1:64 com anti-
geno ES II, 1:16 com antigenoc LI e 1:8 com
antigeno ME (Tabela I). Para pacientes com
ascaridiase, tricocefalose, esquistossomose e si-
filis foram observadas reagbes crugadas com
soros puros ou diluidos até 1:8, com os antige-
nos CC, ES IT e LI II.

As diluicdes dos soros nos quais as rea-
¢bes de hemaglutinaciio mostrou especificidade
méxima (indice 1,0) variaram segundo os dife-
rentes antigenos & corresponderam a diferen-
tes fndices de sensibilidade. Estes dados estio
reunidos na Tabela II.

DISCUSSAOD .

Em geral a reacio de hemaglutinacho indi-
reta para cisticercose € considerada como 2
técnica mais sensivel do que algumas reacOes
de precipitacio e mesmo em relagio & fixacho
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TABELATI
Avaliagio comparativa de antigenos de Cysticercus cellulosae e soros de pacientes com cisticercose, teniases e outras

parasitoses
Antigenos Doengas Titulos na Hemaglutinagdo Indireta Total
de
<4 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 Soros
Cisticercose 4 4 5 A 3 - 2 - 2 1 25
Teniases:
ccC T. s0fium 7 7 5 - 3 - - - - - 29
T. saginata 8 2 2 - - - - - - - 12
Qutras 57 22 4 - - - - - - - 83
Cisticercose 1 9 4 3 - 3 - - 2 3 25
Teniases:
ES T. so0lium 11 9 2 - - - - - - - 292
T. saginata 9 2 1 - - - - - - - 12
Qutras 80 3 - - - - - - - _ 83
Cisticercose 2 9 - 2 4 2 1 - ~ 5 25
Teniases:
ES II T. s0Llum 9 1 5 1 3 3 - - ~ - 22
T. saginata 3 - 2 1 1 5 - - - - 12
Outras 79 3 1 - - - - - - - 83
Cisticercose 6 7 - 7 2 1 - - - - 25
Teniases:
LI T. s0lium 16 5 - 1 - - - - - - 29
T. saginata 11 1 - - - - - - - - 12
Qutras 79 4 - - s - - - - ~ 83
Cisticercose 7 8 - 5 L 1 1 - 1 1 25
Teniases:
LI II T. so0lium 7 6 6 3 - - - - - - 29
T. saginata 1 3 5 - - - - - - 12
Outras 79 3 1 - - - ~ - - - 83
Cisticercose 10 8 - 4 - - 1 - 2 - 25
Teniases:
ME T. so0lium 17 5 -~ - - - - - - - 292
T. saginata 12 - - - - - - - - - 12
Outras 8L 2 -~ - - - - - - - 83

Soros de pacientes com outras parasitoses (83): Doenca de Chagas (10), Esquistossomose (7), Tricocefalose (7), Anci-
lostomose (4), Estrongiloidose (2), Ascaridiase (6) e soros padrdes negativos (22)

de complemento (BIAGI & col.!; PROCTOR &
col. 1), No entanto, através dessa técnica ainda
sdo observados resultados falso-positivos, pro-
vavelmente devido ao uso de antigenos nio pa-
dronizados.

Reacdes cruzadas com o antigeno CC total
foram observadas em soros de pacientes por-
tadores de teniase, sifilis e outras parasitoses
(Tabela I). Isto também aconteceu com os de-
mais antigenos, mas em menor proporcio. Tais
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dados confirmam os resultados obtidos por
NASCIMENTO & ARAUJO? usando-imune so-
ros frente a antigenos de C. cellulosae e T. so-
lium. ReacBes cruzadas, sempre c¢6m titulos
menores do que 1:8, também, foram observa-
das em soros de pacientes com sifilis, ascari-
diase, tricocefalose e esquistossomose manso-
nica. Nas diluicGes de soros em gue nac mais
se observaram tais reacSes cruzadas, os anti-
genos CC, LI, LI II e ME apresentaram indices
de sensibilidade 0,48, 0,76, 0,52, 0,60 (Tabela II).

DiluicGes discriminantes a 1:8 dos soros pa-
ra o antigeno ES e 1:16 para o ES II devem
ser usadas e ndo a 1:64 como preconizada por
NAHAJAN & col.?, porque julgamos que dilui-
cOes abaixo de 1:8 diminuem a especificidade e
acima desse titulo podem levar a resultados
falso-negativos com os nossos antigenos; pos-
sivelmente, devido a presenca no soro de pe-
quena concentragdo de anticorpos circulantes
anti-cisticerco ou que a maior reatividade imu-
nolégica dos pacientes esteja relacionada com
a localizacdo, viabilidade e ou com o nimero de
cisticercos no organismo. Tal hipdtese foi tam-
bém proposta por HERBERT & OBERG*, na
cisticercose suina.

Com o extrato total de C. cellulosae foi ob-
tida uma sensibilidade de 0,84 e uma especifi-
cidade de 0,79 em 25 soros de pacientes com
cisticercose, diluidos a 1:4 (Tabela II). BIAGI
& col.l observaram uma positividade de 92%
em 13 soros testados e PROCTOR & col.l! en-
contraram anticorpos em 85% dos 48 soros
testados.

Os antigenos ES e ES II foram os mais es-
pecificos para detectar anticorpos anti-cisti-
cercos. Para uma especificidade de 1,0 foi ob-
servada sensibilidade 0,80 com antigenos ES,
na diluicdo 1:8 dos soros e 0,84 com antigeno
ES II, na diluicdo 1:16 dos soros. Usando o an-
tigeno ES e soros diluidos a 1:8 foi observado
menor niimero de reacdes cruzadas com tenia-
se, do que para o antigeno ES II, mesmo usan-
do soros diluidos a 1:16. Tal fato, possivelmen-
te seja devido a existéncia de maior concentra-
¢do de componentes antigénicos comuns entre
o ES II e as ténias. Pelos resultados obtidos
estamos convencidos de que os antigenos ES
e ES II deverdo ser usados na deteccdo de anti-
corpos no soro de pacientes com cisticercose
pela hemaglutinacéo indireta.

SUMMARY

Evaluation of antigens from Cysticercus cellu-
losae for immunodiagnosis of human cysticer-
cosis by haemagglutination test

The Authors evaluated the use of antigens
from Cysticercus cellulosae in the immunodiag-
nosis of human cysticercosis by haemaggluti-
nation test. The extract prepared from the es-
colex and its chromatographic peak II were
more specific than those from whole larvae,
vesicular liquid and membrane antigens. Using
sera from patients with parasitologically pro-
ven cysticercosis, positive reactions were ob-
tained with a sensitivity index of 0.80 for es-
colex antigen and 0.84 escolex peak II antigen.
Specificity of 1.0 was obtained for sera diluted
at 1:8 for ES and 1:16 for ES II antigens.
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