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0Os métodos imunoldgicos alcangam quase sempre papel central no diag-
nostico da neurocisticercose em que a detecgdo de anticorpos para antigenos do
Cysticercus cellulosae, em amostras de soro ou de liquido cefarraqueano (LCR),
permite ¢ diagnostico indireto da infecgdo. Na neurocisticercose a imunidade
humoral vem sendo avaliada por diferentes técnicas, com caracteristicas préprias.
Assim, a reacdo de fixagdo de complemento (RFC) apresenta resultados que
variam de acordo com o antigeno empregado ¢ um resultado seguro depende
certamente do antigeno, assim como de uma técnica perfeitamente padronizada
para se evitar a baixa sensibilidade e especificidade até agora observadas 20,24,
30.31.37.89.40, As reacdes de precipitacio em tubos de gel de agar possibilitam
diferenciar os sistemas antigénicos envolvidos, podendo também quantificar suas
concentragbes, mas sua utilizacdo ainda é limitada, pois sdo pouco sensiveis e
praticamente nenhum sucesso foi obtido no seu emprego como auxilio diag-
nostico em LCR 46131834 A reacio de hemaglutinacdo (RHA) ¢é simples e
rapida, entretanto para poder comparar os resultados entre laboratdrios & neces-
sdrio que se uniformize o método de preparc dos antigenos empregados pois,
apesar de ser mais sensivel que a RFC, ainda mostra inespecificidade ele-
vada 5.14,17,25,26,27,29,36, Diferentes antigenos foram empregados para a padro-
nizagdo da reacio do imunofluorescéncia (RIF) ao diagnéstico da cisticercose
humana 10,11,15,23,35.38 a aplicabilidade dessa reagio foi comprovada nos estudos
de Bassi e ¢o0l23 e de Livramento 21

O teste imunoenzimatico ELISA (Enzyme Linked Immung Sorbent Assay)
tem sido largamente empregado no diagnéstico de diferentes patologias, apre-
sentando alta sensibilidade e especificidade, além de boa reprodutibilidade.
O teste foi aplicado & cisticercose humana por Arambulo e col. utilizando como
antigeno o extrato salino deslipidado de Taenia solium adulta e de seu cisti-
cerco com resultados mais sensiveis para ELISA em compara¢ic com RHAL
O teste ainda mostrou-se reprodutivel para os dois antigenos estudados e, em
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relagio a especificidade, melhores resultados foram observados quando se utili-
zou o extrato total de Taenia solium adulta. Diwan e col. estudaram a sensi-
bilidade do teste em duas regides geograficamente distantes, México e Indonésia,
em amostras de soros e LCR12. Costa e col® iniciaram no Brasil a padroni-
zagdo do teste ELISA em amostras de LCR de pacientes com neurocisticercose
comparando os resultados obtidos com os de RFC, RIF e RHA.

O objetivo do presente trabalho é estudar o teste imunoenzimatico ELISA
na neurocisticercose, investigando o comportamento de diferentes preparagies
antigénicas do C. cellulosae na detecgdo de anticorpos Tg(G especificos em
amostras de soro e¢ de LCR e comparando-os a outros testes imunologicos.

MATERIAL E METODOS

1. Obtenclio de (. celiulosae — Cisticercos foram obtidos a partir de musculo
egquelétice de suinos portadores de infeccdo natural macica. Os parasitas, separados
por dissecacio, resultaram em cisticercos integros e rompidos, que apos 4 lavagens om
solugdo salina (NaCl 0,15M) foram congelados em nitrogénio liquido ¢ rconscrvados
a —T00C.

2, ObtencAo dos extratos antigénicos — A partir dos cistlcercos foram oltidos os
extratos antigénicos descritos a seguir e que foram dividides em aliguotas de 0,5 ml
e conservados a —T700C até o momento do uso. 2.1. Liguido de vesicula — Obtido
por rompimento dos parasilas fntegros antes do cengelamento, e centrifugados a 4.800 g
por 15 minutos a 4oC. 2.2, Extrato salino total — Ressuspenderam-se 50 ciztlecercos,
obtidos apds o rompimento dos parasitas, em 5 ml de dgua destilada, Bsta preparacio
foi submetida a homogenizaclo em homogenizador elétrico Potter-Evelyn a 402 por b
minutes e posterior iratamente de ultrassom (Sonic Desmembrator, Quigley — Rochester,
Ine, USA) a 40 Khz por 4 pericdos de 30 gegundos, em banho de gelo. Apds isctonizacio
com 5 mi de solucdo de NaCl 0,2 M, empregaram-se novamente trés perfodos de ultrassom.
Em seguida, deixou-se a mistura a 4°C por duas horas sob agitacfio lenta e apds,
centrifugaciio a 10.000 g por 30 minutos a 4oC, o sobrenadante obtide constituiu o extrato
salino., 2.3. Hxtrato alealino total — TRessuspenderam-se 50 cisticercos, obtidos apods
o rompimento dos parasitas, em 5 ml de dgua destilada. Procedeu-se como descrito para
0 extrato salino, subsetituindo-se a soluciio de NaCl 0,3 M por 5 ml de NaOl1 0,8 M,
neutralizando o sobrenadante final com HC1 0,3 M. 2.4, Extrato de escdlex -- Obtive-
ram-se¢ escoleces por dissecacic dos cisticercos, imersos em solugde salina temponada
com fosfato (PBS8) em banho de gelo, com auxilio de bigturi e microscépio estereoscépico
(modelo SMY Nikon). Os escéleces foram congelados o —T00oC. Para o preparo do
extrato utilizaram-gse 50 cscoleces segundo metodologia e proporgdes descritas para o
extrato saline total. 2.5. Extrato de membrana — 50 membranas dos cisticercos, con-
gelados separadamente guando da obtencdio dos escdleces, foram utilizados para o preparo

do extrato conforme metodologia descrita em 2.2,

2. Dosagem de proteinas e polissacdrides —- Determinou-se o teor protéico dos
extratos pelo método do biureto (16), com excecio do extrato de esedlex que, foi dosado
pelo método de Lowry ¢ col, {22). O teor polissacaridico dos extratos foram obtidos
pelo métode de Martirani e col. (23).
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4. Soro — Obtiveram-se 182 amostras de goro, sendo 35 de pacientes com diagnédstico
estabelecido de neurocisticercose, 11 de pacientes com doenca de Chagas cronica, 10 de
toxoplasmose, 10 de neurossifilis, 10 de paracoccidioidomicose, 9 de esquistosscmose, 7
de maldria e 90 soros de doadores de sangue sorologicamente normais. Utilizaram-se
soros padrdo positivo e negativo. Os soros de neurocisticercose e normais, colhidos
por punclo venosa e separados em aliguotas de 0,5 ml foram armazenados a —200 e
os soros com outras afeecées pertenciam ao Banco de Soros do Instituto de Medicina
Tropical de S#o Paulo e estavam conservados em glicerina volume a volume, a —200C.

5. Liguido cefalorraqueano — Obtiveram-se 115 amostras de LCR sendo 48 de
pacientes com diagndstico do neurocisticercose, 10 de pacientes com epilepsia, 7 com
guadro do LCR na neurossifilis e 50 de pessoas selecionados clinicamente ¢ que néo
apresentavam gqualguer tipo de alteracio no exame do LCR, TUtilizou-se LCR padrio
positivo e negativo. As amostras foram separadas em aliquotas de 1 ml e armazenadas
a —200C,

6. Przpare do conjugado imunoenzimitico anti IgG humana-peroxidase — TUtili-
zou-se um soro antl IgG humana produzido em carneiro que apresentava 32 unidades
precipitantes pelo método de Quchterlony (32) e linha especifica de IgG na imunoeletro-
forese. Apds precipitacic salina com sulfato de amonic avalicou-se ¢ teor protéico pelo
método do biureto (16}, A fragdo 1gG foi entdo marcada com peroxidase (Type VI, Sigma
Chem. Co, USA) segundo metodologia descrita por Wilson e Nakane (41), na proporcio
de 15 mg de enzima para 15 mg de proteina e posteriormente cromatografado em coluna
de Bephadex G 100.

7. Teste imunpenzimatico ELISA — Empregaram-se placas de polivinil (Pldsticos
AMPLA, Sio Paulo, Brasil) como suporte para a adsorcio dos diferentes extratos antigé-
nicos. As plecas foram sensibilizadas a 4¢C durante 18 horas com 0,2 ml de sclugdio dos
antigencs, na concentracio ideal, em tampéio carbonato-bicarbonatoe 0,06 M pH 9,6. Para
controle, sensibilizou-se a placa somente com tampdo de diluigio. Apds esse perfodo e
trés lavagens de 5 minutos em PBS Tween 20 a 0,06%., PB8-Tween (Polyexiethylene
Sorbitan, Sigma Chemiecal Co., USA), adicionaram-se 0,2 ml de amostras de soras diluidos
em PBS Tween 20, na razio 2, a partir de 1/20 ou de LCR ndo diluidos e diiluidos na
razdo 2 e incubou-se por 45 minutos a 370C. Apds lavagens das placas com PBS Tween,
adicionou-se o conjugado segundo o titulo e incubou-se por 45 minutos a 37e¢C. Apds
novas lavagens a reaco foi reveélada pela adigfio de 0,2 ml de substrate constituido de
0,05% de 1-1.202 juntamente com 0,08% de dcido 5-aminosalicilico e, apés uma hora de
incubacdo & temperatura ambiente, interrompeu-se a reaciio pela adiciio de 0,025 ml de
uma soluclic de NaOH 1M a cada orificio da placa. A avaliacio da intensidade de
coloracio obtida fol feita em espectrofotémetro Beckman DU-2, em cubetas de 1 mm,
fenda 0,04 mm, no comprimento de onda de 450 nm.

8. Outras reacdes — 8.1, Reacdo de fixacio do complemento — Utilizou-se a
técnica de Kolmer e col (1) com antigeno metilico de €. cellulosae. Os soros conser-
vados em glicerina nio foram submetidos a este teste. 8.2. ReacBo de imunofluorescén-
ein — Utilizaram-se como antigeno cortes de 4 micra de cisticercos integras incluidos
em «Tissue Teck» OCT (Ames Co. Milles Laboratory, Indiana, USA). O conjugado
antiglobulina humana foi preparado por marcacdio com isotiocianato de fluoresceina



18 ARQ. NEURO-PRIQUIATRIA (8A0 PAULO) VOL. 44, N* 1, MARCO, 1986

(Fluorescein Isothiocyanate Isomer I, International Biological Supplies Inc, USA)
gegundo técnica descrita por Clarck e Shepard (3). Avaliaram-se as reacdes em micros-
ecopio Zelss equipade com lampada de mercirio HBO 200, filtro de interferéncia KP 500
e filtro barreira B50. 8.3. Reacfc de hemaglutinacio —— Realizou-se a reaclio com
hemfcias sensibilizadas com liguido de vesicula de cisticercos segunde metodologia seme-

lhante & descrita por Camargo e c¢ol. (7).

9, Andlise estatistica — Calculou-se a média geométrica dos titulos (MGT)
segunde método de Paul e White (33) com a utilizagio de titulos codificados, No
estudo dos soros, os titulos foram normatizados segundo férmula logz (B x 2Zn).

A fé6rmula log2 (2n/4) fol utilizada para o estudo do LCR e da RFC para sores.

RESULTADOS

1. Avaliacfio dos diferentes extratos antigénicos — A determinacfio da concentracéo
protéica e polissacaridica dos extratos de 50 cisticercos para volume final de 10 ml
estio expressas na tabela 1. Nas figuras 1 e 2 constam respectivamente os resultados
obtidos no teste imunoenziméatico, utilizando-se soros e LCR padrfio positive e negativo,
com extratos antigénicos em concentracdes de 5, 10, 20 e 40 microgramas por milllitro
e conjugado na dilluicio de 1/1400. Para os soros consideraram-se como resultado
positivo as diluigdes dos extratos antigénicos que apresentavam absorbfincla maior ou
igual & 0,100 ou seja, 10 unidades ELISA, (1 UVE = densidade 6ptica x 100), Para
o8 LCE consideraram-se como resultado positive as diluicfes dos extratos que apre-
sentavam absorbincias maiores ou iguais a 0,50 ou 5 UE. .A concentraglio de 20 us/ml
foi escolhida para sensibilizacdo das placas, para os 5 extratos, na pesquisa de anti-

corpos anticisticercos no soro e no LCR.

Antfgenos Proteinas Pollssacdrides
(mg/ml) (mg/ml)
Liguido de vesicula 13,0 3.0
Extrato salino total 7.0 4,0
Extrato alcalino total 5.0 3,0
Extrato de escélex 0,4 0,1
Extrato de membrans 3,0 0.8

Tabela 1 — Determinagde da concentracdo de proteinas e de polissacdrides nos dife-
rentes extratos antigénicos de Cysticercus cellulosae,
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RECIPROCA DA DILUICAO DOS SOROS

Fig. 1 — Curvas de reatividede do teste ELISA para soros padrdo posi-
tivo (a) e negativo (b}, com ligquido de vesicula (—————) g exiratos
salino total (—— — —), alcalino total (—.—.—.—), de escolex {........ J
e de membraneg (—..—..—..—) de C. cellulosae, nas concentragdes de
5#g/ml, .wlug/ml, 20#g/m1 e wﬂg/ml.
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RECIFROCA DA DILUICAD pos LIQuIDOs CEFALORAAQUEANOS

Fig, 2 — Curvas de realividade do teste ELISA em ligquido cefalorragueano padrdo

positivo (a) e megativo (b} com liguwideo de vesiculs (———————) ¢ extratos salino
total (—— — — — ). alealino tofal (—.—.—.—), de escolex (............. J e de mem-
brana (—.,—.,—..—) de C. cellulosae, nas concentra¢des de 5#g/m1, loﬂg/ml, 20#g/m1
d0u0/mi.

2, Avaliacio do teste imunoenzimgtico ELISA — 2.1. BEstudo da sensibilidade e
da especificidade — a) Soros: A sensibilidade (%) do teste ELISA para os
diferentes extratos antigénicos do (. cellulosae, com limites de confiangca de 95% de
probabilidade, obtida em 35 soros de pacientes com neurocisticercose esti4 expressa na
figura 3. Com relaciio 4 especificidade estudada nos 147 soros verificou-se negatividade
dos testes em todos os c¢asos, com guaisquer extratos antigénicos. b) LCR: A sensibi-
Hdade (%) do teste ELISA obtida em 48 LCR de pacientes com neurocisticercose esti
expressa na figura 4. Quanto & especificidade, estudada em 67 LCR, observaram-se
resultados negativos em todos o8 50 normais e 10 casos de epilepsia. Somente um
caso de neurossifilis, dos 7 testados, mostrou reaciio positiva em titulo 2 comn liguido
de vesicula e extrato salino total e titulo 1 com extrato de membrana, sendo nio
reagente com o0s extratos alcalino total e de escélex. 2.2. Distribuigio da frequéncia
dos titulos — a) Soros: Os soros de pacientes com neurocisticercose, reagentes pelo
teste ELISA, apresentaram titulos que oscilavam entre; 20 e 2560 para liquido de

vestoula ou extrato salino total; 20 e 1280 para extratos de escilex e de membrana;



ELISA NO DIAGNOGSTICO DA NEUROCISTICERCOSE 21

g

_"4‘ 8s5l7

POSITIVIDADE

CE

62

. !

wt

@

R4

-

> 0!

w )

o <« «

o = 3 z

o o < x <

o « s 5 Y 3
3 = S =
2 ° o g ]
n z =
> - ::n

=
SO 1ED B |8
o -«
2 2 b4 2 2
& - ] |~ =
S Ll = o @
3 - = o =
b > ot x =
] w Lt W w
E L i 5 A
Fig. 3 — Sensibilidade (%) do teste BLISA wpura o8 diferenies

extratos antigénicos de C. cellulosae, com lmites de confienga de
95% de probabilidade, obtida em 35 soros de pucienles com. neu-

rocisticercose.
Espéeimes
Testes Saro LCR
ELISA - liquido de vesicula 121,3 27,3
ELISA - extrato salino total 111,6 31
ELISA - extrato alcalino total 30,3 53
ELISA - extrato de escdlex 63,2 14,8
ELISA - extrato de membrana 64,1 18,8
Tabele 2 — Médins geométricas de titulos das amosiras de soro ¢ de liquido cefalor-

raqueano (LCR) de pacientes com neurocisticercose.
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Fig. 4 — Bemsibilidade (%) do teste ELISA poare os diferentes
extratos aemntigénicos de C. cellulosae, com limites de confianca de
959% de probabilidade, obtida em 48 liquidos cefalorraguennos de
pacientes com neurocisticercose.

20 e B40 para o exirato alcalino total. b) LCR: Os LCR de pacientez com neurocisti-
cercose, reagentes pelo teste ELISA, apresentavam titulos gue variavam de: 1 a 5i2
para ligquido de vesicula ou extrato salino total; 2 a 128 para extrato alcalino total;
1 a 256 para extratos de escélex e de membrana. As médias geométricas dos titulos
dos soros e LCR de neurccisticercose, no teste ELISA, com os diferentes extratos

antigénicos estiio expressas na tabela 2.

3. Comparacio dos testes imunoenzimiticos com outros testes — Os soros e LCR
foram submetidos, simultaneamente, a RFC, RIF e RHA, para cisticercose. A tabela 2
indica a sensibilidade, a especificidade ¢ a MGT de cada teste. Nas tabelas 4 e 5 sfo
apresentados respectivamente os resultados dos soroa e LCR de neurocisticercose
distribuidos segundo titulos em todos os testes utilizados.
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COMENTARIOS

(Os diferentes componentes do cisticerco, como liquido de vesicula e extratos
totais ou de escolex ou membrana, mostraram atividades antigénica quando sob
forma de fase sdlida, absorvidos a superfiicies de plastico, no teste imunoenzi-
matico ELISA, com soros ou LCR de pacientes com neurocisticercose. Apas
padronizacdo do teste com os virios componentes do parasita, verificou-se que
a sensibilizagdo de placas de polivinil com seclugbes antigénicas com 20xzg de
proteinas por ml forneciam reatividade ideal. Determinou-se comgo limite de
reatividade 10 UE para soro ¢ SUE para LCR. O teste imunoenzimético,
descrito por Arambulo e coll e Diwan e coll2, foi simplificado principalmente
na redugdo do tempo de sensibilizacio das placas, e no tempo de incubagio
dos reagentes. Assim, foi excluida a sensibilizacdo prévia da placa em banho
maria e os tempos de incubagdo dos reagentes foram reduzidos para 45 minutos.

O estudo de 182 amostras de soro e 115 de LCR forneceu os indices de
sensibilidade e especificidade do teste. Maior sensibilidade foi obtida ng estudo
dos LCR: 1009% para antigenos de liquide de vesicula e extrato saling total;
91,7% para o extrato de membrana; 89,6% para extrato de escolex; 77,1%
para o extrato alcalino total; para o soro foram obtidos os seguintes indices:
88,6% para liquido de vesicula e extratos de escolex e membrana; 85,7% para
o extrato salino fotal; 62,8% para o extrato alcalino total.

Como observado para os demais testes, como de fixacdo de complemento,
imunofluorescéncia e hemoglutinagdo, também para o0 ensaio imunoenzimatico
o diagnoéstico imunolégico da neurocisticerocse mostrou-se nitidamente mais sen-
sivel quando as reacfes foram realizadas no LCR que no soro. Quanto 3 espe-
cificidade obteve-se 100% para os soros frente a todos antigenos estudados e
98,5% para os LCR frente a antigeno de membrana, salino total e liquido de
vesicula. Para o extrato de escolex e alcalino total a especificidade foi de 100%
em LCR. Os titulos nos soros variaram de 20 a 2.560 e nos LCR de 1 a 512.
A média geométrica de titulos dos soros foi: 121,3, 1116, 30,3, 63,2 e 64,1
para liquido de vesicula, extratos salino e alcalino totais, antigeno de escolex
¢ de membrana, respectivamente; a MGT nas amostras de LCR foi: 27,3, 31,1,
53, 148 ¢ 188 para o5 mesmos extratos antigénicos. Estes resultados séo
superiores aos obtidos por Arambule e coll e Diwan e col.l2, tanto em termos
de especificidade quanto em termos de sensibilidade e confirmaram os anterior-
mente obtidos por Costa e col?,

O estudo comparativo do teste ELISA com os diferentes extratos antigé-
nicos em relagdo a outros testes foi feito pela determinagdo da sensibilidade,
especificidade e média geométrica dos titulos das reagdes de fixagdo de com-
plemento, imunofluorescéncia e hemaglutinagio. Observamos que para o0s soros
a sensibilidade da RHA foi igual 4 observada no teste ELISA-extrato salino
total, superior nos extratos alcaling total e inferior nos outros trés extratos.
As reacgdes de fixacio de complemento e de imunofluorescéncia foram menos
sensiveis que o teste ELISA para todos os extratos estudados, com excecdo
do extrato alcalino. A especificidade variou, sendo de 100% para RFC, 97,3%
para RIF ¢ de 94,6% para RHA. Os 4 casos que determinaram a queda de
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cspecificidade para RIF foram de pessoas classificadas como aparentemente
normais que apresentavam titulos iguais a 20. Na RHA observamos trés soros
reagentes de pacientes com maldria, dois com titulos de 20 e um com titulo
de 40 c outros 5 soros de pessoas aparentemente normais reativos com titulos
de 20. As MGT dos soros foram respectivamente de 55, 56,2 e 133,6 para
as RFC, RIF ¢ RHA, observando que a RHA apresentou média geométrica
superior 4 do teste ELISA para os diferentes extratos antigénicos ¢ a RIF
média inferior aos testes ELISA com exce¢do da obtida com o extrato alcalino
total. Com relagio a reacdo de fixagdo de complemento, em comparagdo com
o teste ELISA, obscrvamos que o teste ELISA evidenciou titulos muito mais
elevados.

Para o LCR observou-se sensibilidade de 85,4%, 87,5% e 100% respec-
tivamente nas rea¢des de fixagao de complemento, imunofluorescéncia e hema-
glutinagdo. A reacdo de fixagdo de complemento foi menos sensivel que o
teste ELISA com os antigenos testados, com excegdo do extrato alcaling total.
A reagio de hemagiutinagdo foi concordante com o teste ELISA para os liquidos
de vesicula ¢ cxtrato salino total e mais sensivel para os outros extratos.
A especificidade de 100% para as RFC, RIF e RHA foi concordante com o
teste ELISA quando utilizados os extratos alcalino total ou extrato de escolex
e superior aos outros trés extratos. A média geométrica de titulos dos LCR
foi de 3,8, 54 e 32,9 respectivamente para as RFC, RIF e RHA. Observamos
que a RHA apresentou média geométrica de titulos superior ag teste ELISA
para trés extratos testados. A MGT da RFC foi inferior a das outras reagdes
e a do teste ELISA para os diferentes antigenos enquanto a RIF apresentou
MGT inferior &4 dos testes ELISA com as diferentes extratos, com excecio do
exfrato alcalino total que foi praticamente igual.

A avaliacdo da praticidade do antigeno foi feita em funcdo dos diferentes
componentes antigénicos obtidos. O preparo do liquido de vesicula tem como
inconveniente o grande numero de parasitas necessdrios para a obtengdp de
pequenos volumes de antigeno e a neutralizagio do extrato antigénico para
obtencdo do extrato alcalino provoca desnaturacdo proteica, alterando o ren-
dimento final. O preparo do antigeno de escélex tem como inconveniente a
disseccdo microscopica do parasita, o mesmo acontecendo para o preparo do
antigeno de membrana. Esses fatos foram de importincia para a escolha do
extrato salino total, para estudos individuais ou epidemiolégicos. Este pode
ser preparado a partir de cisticercos integros ou rompides. A partir de 50
cisticercos € preparado antigene suficiente para 15000 reagdes qualitativas.
O teste imunoenzimatico ELISA com extrato salino total é recomendado, como
alternativa diagndstica em substituicdo as reacdes de fixacdo do complemento,
imunofluorescéncia e hemaglutinagdpo na pesquisa de anticorpos circulantes no
30ro ou no liquido cefalorraqueano. O teste ELISA tem a vantagem da simpli-
cidade e estabilidade dos reagentes, sendo uma técnica pratica para uso em
inquéritos epidemiolégicos ou em rotina laboratorial, sem o uso de reagentes
biolégicos como na RFC ou necessidade de equipamento de eletroforese ou
mesmo microscopico. Para uso em campo, se tivermos bons padrdes positives
e negativos de sorp ou LCR, as leituras podem ser realizadas visualmenic,
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RESUMO

Estudou-se ¢ teste imunoenzimatico ELISA na neurocisticercose humana
investigando o comportamento de diferentes antigenos do Cysticercus cellulosae
na deteccdo de anticorpos especificos em amostras de soro e de liquido cefa-
lorraqueano (LCR). Obtiveram-se 5 extratos antigénicos: liquido de vesicula
e extrato salino total, alcalino total, de escélex e de membrana. A concentracido
de 20pg/ml foi ideal para sensibilizagdo das placas de polivinil para os 5 extra-
tos preparados, tanto para soro como para LCR. A anti IgG humana marcada
com peroxidase foi utilizada no titulo de 1.400 e a reaclio revelada pela adicio
de H,0,-dcido S5-amino salicilico, determinando-se como limite de reatividade
IQOUE para soro ¢ SUE para LCR. Estudaram-se 182 amostras de soro e
115 amostras de LCR. A sensibilidade do teste ELISA em relacio aos soros
variou, sendo de mesmo valor para o liguido de vesicula, extrato de escolex
e de membrana (88,6%) extrato saling total (85,7%) e extrato alcalino total
(62,89 ). A sensibilidade do teste ELISA em relagdo ao LCR foi de 100% para
o liquido de vesicula e extrato salino total, 91,7% para o extrato de membrana,
89.6% para o cxtrato de escolex e 77,1% para o alcaling total. A especifididade
do teste ELISA em amostras de soro foi de 100% para os 5 exiratos estudados.
Em relagdo ao LCR, foi de 100% para o extrato alcalino ¢ de escolex e de
98,5% para os demais. As meédias geométricas dos titulos dos soros ¢ LCR
nos testes ELISA variaram, sendo respectivamente de 121,3 e 27,3 para o
liquido de vesicula, 111,6 e 31,1 para o extrato saling tetal, 30,3 e 53 para
o alcalino total, 63,2 e 14,8 para o de escolex e 64,1 e 188 para o de mem-
brana. Comparou-se o teste ELISA com os diferentes antigenos com a reagio
de fixacdo do complemento, reacdo de imunofluorescéncia e reagdo de hema-
glutinacdo para amostras de soro e LCR. O teste imunoenzimatico ELISA com
extratyp salino total, pela facilidade de preparo, rendimento obtido (a partir
de 50 cisticercos prepara-se antigeno suficiente para 15.000 reagdes qualita-
tivas) e pela alta sensibilidade e especificidade, ¢ recomendado como alter-
nativa diagnostica em substituigdo 3 reacdo de fixa¢io do complmento, RIF
e RHA, na pesquisa de anticorpos [gG circulantes no soro ¢ LCR na neuro-
cisticercose.

SUMMARY

ELISA immunoenzymatic assay for neurocysticercosis: different antigenic
extracts for IgG antibodies fo Cysticercus cellulosae in cerebrospinal fluid and
serum samples.

Five different antigens from Cysticercus cellulosae, a vesicular fluid, a
saline and an alkaline total extracts, an escolex and membrane, were studied
in the ELISA immunoenzymatic assay to demonstrate lg(G antibodies in cere-
brospinal fluid (CSF) and serum samples. For the 5 antigens the 20pg/ml
concentration was selected for polyvinyl plates sensitization for CSF and serum
assays. The 1gG fraction of a sheep anti-human lgG antiserum was labeled
with horseradish peroxidase and revealed with hydrogen peroxide-5-aminosalicilic
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acld. For positive results 10 ELISA Units for sera and 3EU for CSF were
taken. A total of 182 serum samples and 115 CSF samples were tested, The
ELISA sensitivity for sera were 88.6% for vesicular fluid, escolex and mem-
brane; 83.7% for saline extract and 62.8% for alkaline extract. The ELISA
sensitivity for CSF was 100% for vesicular fluid and saline total extract, 91.7%
for membrane, 89.6% for excolex and 77.1% for alkaline. The ELISA speci-
ficity for sera was 100% to the 5 antigens studied; to the C8F was 100%
for the alkaline and escolex and 98.5% for the other antigens. An ELISA
geometric mean titer of sera and CSF was respectively the 121.1 and 27.3 for
vesicular fluid, 111.6 and 31.1 for saline total extract, 30.3 and 5.3 for alkaline
total extract, 63.2 and 14.8 for escolex and 69.1 and 18.8 for membrane antigen.
ELISA was then compared to immunofluorescence, hemagglutination and com-
plement fixation tests in CSF and sera. ELISA immunoenzymatic assay with
saline total extract is recommended for the easy preparation and for the high
quantity of antigens obtained, for the high sensitivity and great specificity for
sera and CSF; we suggest that this test may be used as a substitute for
immunefluorescence, hemagglutination and complement fixation in sera or CSF
for the diagnesis of neurocysticercosis.
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