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ESTUDO COMPARATIVO DOS TESTES IMUNOENZIMATICOS
ELISA-G E ELISA-M, IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA
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DA CISTICERCOSE HUMANA
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RESUMO — Foi feito estudo comparativo entre quatro testes imunolégicos — imunoenzimético

IgG (ELISA-G) e Ig M (ELISA-M), imunofluorescéncia indireta (RIFI) e fixacdo do comple-
mento (RFC) — utilizados na deteccio de anticorpos anti-Cysticercus, em soro e liquido ce-

falorraquidiano (LCR) de pacientes com suspeita clinica de cisticercose e seus familiares, Fo-
ram examinados 539 pacientes que apresentavam sintomas e/ou sinaig sugestivos de cisticercose,
450 familiares destes doentes e 133 pessoas que constituiram o grupo controle. Foram colhidas
1122 amostras de soro e 120 de LCR que foram analisadas por ELISA-G e RIFI; em 83 soros
e 60 LCR também foi processada a RFC e em 28 LCR também a ELISA-M. A ELISA-G e a
RIFI mostraram-se reagentes em 5,2% dos soros, havendo discordancia entre seus resultados em
3,5%. Em todos 0s soros do grupo controle ambos os testes foram nfio-reagentes, Estas mesmas
reacdes, no LCR, foram reagentes em 16,7% e mostraram resultados discordantes em 7,5%. Hou-
ve concoraiancia dos resultados da BELISA-G e aa R1FI, etetuaaas concomitantemente no soro
e no LCR, em 89,69 dos doentes, senao 17,7% reagentes. Nos 30ros em que foram executadas
ELISA-G, R1FI e RFC, 54,29 mostraram concoradancia de resultados nos tréa testes, sendo
reagentes em 16,99%. Estas mesmas reacdes no LCKH tiveram resultaqos concordantes em 81,7%,
sendo 11,7% reagentes. Nas amosiras gue apresentaram RELISA-G e RIFI nao-reagenies, a
RFC fol reagente no soro e LLCR, respectivamente, em 41,0% e 11,7%. Nos LCR em que se
realizaram ELISA-G e ELISA-M, houve concordgincia de resultados em 78,69 ; nas amosiras
com resultados discordantes, 10,79% tiveram HRILISA-G reagenie e ELISA-M n#o-reagente, ocor-
rendo o 1nverse nas outras 10,7%. E dada é&nfase a necessidade da realizacgio concomitante-
mente de varios testes imunoiégicos para detecgdo de anticorpos anti-Cysticercus, no sorc € no
LR, garantindoe maior seguranca no diagnoéstico e acompanhamento evolutivo da doenca.

PALAVRAS-CHAVE: cisticercose, imunodiagnostico, imunofluorescéncia indireta, ELISA
(IgG e IgM), fixacdo do complemento, liquidc cefalorraquidiano, soro.

Comparative study of the immunological tests ELISA-IgG, ELISA-IgM, indirect immuno-
fluorescence amnd complement fixation in the diagnosis of human cysticercosis

SUMMARY -— A comparative study of four immunological tests used for anti-Cysticercus
antibodies detection — Enzyme-Linked smomunoSorbent Assay IgG (ELiSA-G) and 1gim (ELISA-
M), indirect immunofluorescence (RIFI) and complement fixation (RFC) — was made in serum
and cerebrospinal fluid (CSF). 539 patients with symptoms suggesting cysticercosis, 450 relatives
of these patients mnd 133 normal peopie {control group) were examined. 1122 serum samples
and 120 CS8F samples were analysed by ELISA-G and RIFI, 83 sera and 60 CSF also by RFC,
and 28 CSF by ELISA-M. 5.29 serum samples were reagent in ELISA-G and RIFI, and 3.5%
of them had discordant results. All contrcl group sera were negative. Tie same {ests in CSF
were positive in 16.79% and had discordant results in 7.59%. ELISA-G and RIFI in serum and
CSF had concordant results in 89.69 (17.7% were positive). ELISA-G, RIFI snd RFC had
concordant results in 54.29; sera (16.8% positives) and in 81.7% CSF (11.79% positives)., When
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ELISA-G and RIFI were negative, RFC was positive in 41.0% sera and 11.7% CSF. ELISA-G
and ELISA-M had concordant results in 78.6% CSF. When these results were discordant
ELISA-G 'was positive in 10.7% and ELISA-M in another 10.7%. It is necessary tc use conco-
mitantly several immunological tests for anti-Cysticercus antibodies detection in serum and
in CSF, in attempting to reach correct diagnosis.

KEY WORDS: cysticercosis, immunodiagnosis, indirect immunoflorescence, ELISA (IgG
and IgM), complement fixation, cerebrospinal fluid, serum.

A cisticercose € doenca que envolve complexa rclagdo hospedeiro-parasita 4.
Os cisticercos podem permanecer no organismo humano por longo periodo de
tempo sem determinar reacles aprecidveis, ocorrendo pequena ou mesmo nenhu-
ma resposta inflamatoria durante a fase em que o parasita estd vivo. Esta reacido
inflamatoria surge quando se iniciam as alter¢Ges degenerativas da larva de Taenia
solium, que culminam com sua destruicio e reabsor¢io completa, hialinizacao,
ou calcificacdo 9.25,30, A heterogeneidade da relacio humana-cisticerco é causada
por significante variadncia entre os parasitas e, também, por heterogénea distri-
buicdo dos componentes humorais presentes na superficie do cisticerco4. Como
consequéncia desta reitacdo, ha baixa reprodutibilidade dos métodos diagndsticos.
A reacao de fixacao do complemento (RFC) foi o primeiro teste imunolégico
utilizado na pesquisa de anticorpos anti-Cysticercus cellulosae na espécie hu-
mana. Entretanto, este teste apresentou limitada especificidade, seja aplicado em
soro ou liquido cefalorraquidiano (LCR), devido as reac¢fes cruzadas observadas
principalmente com outras infeccdes parasitdrias 12,14,22,26,28, A introducdo da rea-
cao de imunofiuorescéncia indireta (RIFI) permitiu novos avancgos diagnosti-
cos 23,1520, Em LCR de pacientes com neurocisticercose, a RIFI mostrou maior
sensibilidade e especificidade que a RFC 18, Recentemente, inovacbes na drea de
neuroimagem e uso de testes imunoldgicos com alta sensibilidade e especificida-
de, além de boa reprodutibilidade, como a reacao imunoenzimadtica ELISA (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay) IgG (ELISA-G) e IgM (ELISA-M) para cisticercose,
estdo auxiliando no diagnéstico e controle desta infecg¢do 1-3,5,7,8,11,15,18,20,21,32,33,35,

A presente investigacdo teve como objetivo o estudo comparativo entre qua-
tro testes imunolégicos (ELISA-G, ELISA-M, RIFI e RFC) utilizados na detecgdo
de anticorpos anti-Cysticercus, em soro e LCR de pacientes com suspeita clinica de
cisticercose e seus familiares.

MATERIAL E METODOS

Foram examinadas 1122 pessoas residentes em Brasilia, cujos dados clinicos foram deta-
lhados anteriormente 4. Essas pessoas foram divididas em dois grupos: no primeiro ficaram 539
pacientes que apresentavam sintomas e/ou sinais sugestivos de cisticercose e 450 familiares
destes doentes; no segundo, 133 pessoas que negavam convulsdes, cefaléia, eletrencefalograma
anormal, uso de anticonvulsivantes e eliminacdo de ténia, seja na histéria atual ou pregressa,

que compuseram o grupo controle.

Foram colhidos 10 ml de sangue de todas essas pessoas, separando-se os respectivos soros.
Também foram colhidos 5ml de LCR de 120 doentes que apresentavam sintomas e/ou sinais
sugestivos de neurocisticercose. Estas 1122 amostras de soro e 120 de LCR foram estocadas a
temperatura de menos 200C e analisadas por ELISA-G e RIFI. Nas 143 primeiras amostras
estocadas, 83 de soro e 60 de LCR, também foi processada a RFC. Em 28 amostras de LCR
escolhidas por randomizacfio realizou-se, além da ELISA-G, a ELISA-M. Seis dentre os pa-
cientes que apresentaram no soro resultados discordantes entre ELISA-G e RIFI, repetiram
estes testes com o intervalo minimo de dois meses e mAximo de um ano. Em todas as 120
amostras de LCR foi executado o teste de microfloculacio para sifilis do VDRL (Venereal

Disease Research Laboratories).

A ELISA-G foi processada com o antigeno salino total de Cysticercus cellulosae, obtido
conforme descritc por Costa5. A ELISA-M no LCR foi realizada seguindo-se a padronizacéo
técnica descrita por Costa e col. 8, A RIFI foi executada seguindo-se a padronizacio adotada
por Machado e cols. 20. Nestes trés testes, consideraram-se positivas as reacdes com titulos
iguais ou superiores a 20 para os soros e iguais ou superiores a 1 para os LCR. Na RFC foi
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utilizada a técnica de Kolmer e col./7, usando-se o antigeno metilico de C. cellulosae (Lio-
Serum, Ribeirdo Preto, Brasil).

Na an4lise estatistica, foi aplicado o teste do qui-quadrado para duas amostiras indepen-
dentes ou a prova exata de Fisher, na dependéncia do tamanho da amostra e dag frequéncias
relativas esperadas para cada uma das variiveis.

RESULTADOS

A ELISA-G e a RIFI para cisticercose, realizadas no soro de 1122 pessoas, mostraram-
se reagentes em 59 (5,2%) e nido-roagentes em 1024 (51,3%). Houve discordancia entre os resul-
tados das duas reactes em 39 (3,56%) pacientes. As 133 pessoas «¢o grupo contrale apresentarsm
ambos os testes nd@o-reagentes. Estas mesmas reacdes, efetuadas no LCR de 120 doentes, foram
reagentes em 20 (16,7%), ndo-reagentes em 31 (75,8%) e mostraram resultados discordantes em
9 (7,6%). Todos estes pacientes tiveram o teste do VDRL no LCR n#o-reagente.

Na Tabela 1 sdo apresentadas as frequéncias de ocorréncia dos titulos da ELISA-G e da
RIFI nas amostras de soro e LCR que foram reagentes em ambos og testes, Houve maior fre-
quéncia de titulos iguais ou menores que 160 no soro (pL0,05) e de titulos iguais ou menores
que 16 no LCR (pL0,065). Os titulos mais elevados da ELISA-G e da RIFI foram, respectiva-
mente, 1280 e 320 no soro e, 512 e 64 no LCR.

Tabela 1. Freqliéncia de ocorréncia dos titulos da ELISA-G e RIFI, em 59 amostras de soro
e 20 de LCR, de pacientes com suspeita clinica de cisticercose e seus familiares.

Titulos
Soro LCR
Testes <160 >160 <16 >16
imunolégices ne % ne % ne % ne %
ELISA-G 48 81,3 11 18,6 13 65,0 7 35,0
RIFI1 56 94,9 3 5,1 17 85,0 3 15,0

Nas amostras de soro que apresentaram resultados discordantes entre m ELISA-G e RIFI,
25 (64,1%) foram reagentes na ELISA-G e nio-reagentes na RIFI, e 14 (35,9%) reagentes na
RIF1 e nfdo-reagentes na ELISA-G; nas amostras de LCR, 7 (77,8%) foram reagentes na
ELISA-G e ndo-reagentes na RIFI e 2 (22,2%) reagentes na RIFI e ndo-reagenies na ELISA-
G. Quando a RIFI mostrou-se nio reagente e a ELISA-G reagente, o titulo méaximo desta
taltima foi 80 no soro e 32 no LCR: quando ocorreu o inverso, o titulo miximo da RIFI foi
80 no soro e 1 no LCR. Seis pessoas que apresentaram estas reacdes com resultados discor-
dantes no soro foram nao-reagentes em ambos os testes, repetidos apés periodo de tempo
varidvel (de dois meses a um ano).

Na Figura 1 estio os resultados da ELISA-G e da RIFI realizadas concomitantemente no
soro ¢ LCR de 96 pacientes. Houve concordancia, dos resultados, no soro ¢ no LCR, em 86
(89,6%) doentes, sendo 17 (17,7%) reagentes e 67 (69,8%) nio-reagentes (p<0,01). Os pacientes
que apresentaram no- soro os titulos mais elevados da ELISA-G também obtiveram os titulos
mais altos desta reacio no LCR. Esta associacdo nado ocorreu na RIFI.

Nas 83 amostras de soro em que foram efetuadas ELISA-G, RIFI e RFC, 45 (54,2%)
mostraram concordédncia de resultado nos trés testes, sendo reagentes em 14 (16,9%) e ndo-
reagentes em 31 (37,39%). Estas mesmas reacdes, realizadas em 60 amostras de LCR, tiveram
resultados concordantes em 49 (81,7%), sendo 7 (11,7%) reagentes e 42 (70%) ndo-reagentes.
Nas amostras que apresentaram ELISA-G e RIFI ndo-reagentes, a RFC foi reagente, respecti-
vamente, no soro e LCR, em 34 (41,0%) e 7 (11,7%) (Tabela 2).

Em 28 amostras de LCR nas quais se realizaram ELISA-G e ELISA-M, houve concor-
dancia de resultados em 22 (78,6%), sendo 6 (21,4%) reagentes e 16 (57,1%) nao-reagentes. Em
6 (21,4%) amostras que apresentaram resultados discordantes entre estas reacdes, 3 (10,7%)
tiveram ELISA-G reagente e ELISA-M ndo-reagente, ocorrendo o inverso nas outras 3. (10,7%)
amostras (Tabela 3). Quando a ELISA-M foi reagente, seus titulos variaram de 1 a 8.
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Tabeia 2. Resultados dos testes ELISA-G, RIFI e RFC em 83 amostras de soro e 60 de LCR

de pacientes com suspeita clinica de cisticercose e seus familiares.

ELISA-G e RIFI

Fixacio do Soro LCR
complemento reagente nio-reagente reagente nio-reagente
(soro e LCR) ne 9% ne % ne % ne %
reagente 14 16,9 34 41,0 7 1.7 7 117
ndo-reagente 4 4,8 31 373 4 6,7 42 70,0
Total 18 21,7 65 78,3 11 18,3 49 81,7

Tabela 3. Resultados dos testes ELISA-G e ELISA-M em 28 amostras de LCR de pacientes
com suspeita clinica de cisticercose.

ELISA-M
reagente néo-reagente Total
ELISA-G ne % ne % ne %
reagente 6 66,7 3 33,3 9 32,1
ndo-reagente 3 15,8 16 84,2 19 67,9
Total 9 32,1 19 67,8 28 100,0

%

Fig. 1. Resultados dos testes ELISA-G e RIFI em 96 amos-
tras de soro e LCR de 96 pacientes com suspeita clinica de
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cisticercorse e seus familiares.

COMENTARIOS

No presente estudo, analisaram-se pacientes com suspeita clinica de cisti-

cercose e seus familiares, utilizando os testes imunoldgicos ELISA-G, ELISA-M,
RIFI e RFC. A ELISA-G e a RIFI foram executadas em todas as pessoas estuda-
das, sendo escolhidas por apresentarem maior sensibilidade e especificidade que
a RFC5. Esta foi, até hd pouco tempo, o teste mais difundido para a investigacéo
da cisticercose em nosso meio. Foi realizado concomitantemente o teste do VDRL
nas amostras de LCR para afastar resultados falso-positivos na RFC para cisti-
cercose, que ocorrem esporadicamente em pacientes com neurossifilis 18,28,
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Todos os pacientes do grupo-controle apresentaram, no soro, ELISA-G e
RIFI nido-reagentes. Este resultado ndo permite descartar completamente a cisti-
cercose 23, Sabe-se também que hidatidose, esquistossomose, sifilis e sarampo estiao
entre as infeccbées que possuem antigenos que podem produzir reag¢des cruzadas
com o do cisticercol. A hidatidose € rara na regido geografica onde foi feita a
presente investigacdo, mas a esquistossomose € encontrada com frequéncia entre
pessoas residentes nesta regido. Entre os pacientes do nosso grupo, niao foram
obtidos testes falso-positivos para cisticercose.

No presente estudo, quando a ELISA-G e a RIFI estavam reagentes no soro,
também mostraram-se reagentes no LCR de 48,6% dos doentes estudados. Pode-se
inferir, assim, que 48,6%  das pessoas infectadas apresentaram neurocisticercose.
Quando a ELISA-G e a RIFI estavam ndo-reagentes no soro, no LCR também
foram nao-reagentes em todos os pacientes. Este achado pode sugerir que estes
testes nao necessitam ser realizados no LCR quando a sorologia for nao-reagente.
Estes dados discordam daqueles publicados por Flisser e col.13, que relataram
teste imunolégico nio-reagente no soro e reagente no LCR em cerca de 40% dos
pacientes com neurocisticercose.

ELISA-G, RIFI e RFC mostraram-se nitidamente mais sensiveis quando rea-
lizadas no LCR do que no soro. Simonetti e Teixeira 27 relataram positividade
da RIFI no LCR de pacientes com outras patologias que ndo a cisticercose, com
titulos variando entre 1 e 4. A RIFI € menos especifica quando o LCR € xanto-
crOmico ou contém hemadcias 3,27, assim como quando apresenta hiperproteinorra-
quia ou hipercitose linfomonocitdria 3, levando a resultados falso-positivos. No
presente estudo ndo foram incluidos pacientes com hemorragia subaracndidgea, o
que poderia ter levado ao surgimento de resultados falso-positivos na RIFI para
cisticercose. Também obtivemos, na maioria dos casos, RIFI com titulos superio-
res a 4. A seguranc¢a diagnodstica da RFC para cisticercose no LCR resulta da fre-
quéncia pequena em que o sistema nervoso central, em nosso meio, é parasitado
por outros cestdideos, ja que os anticorpos evidenciados mediante esta reaciao
tém especificidade apenas de grupo 18,

Como a ELISA-G e a RIFI para cisticercose possuem maior especificidade
que a RFC35.1824 consideramos falso-positivos resultados reagentes na RFC e
nao-reagentes na ELISA-G e na RIFI. Estes resultados falso-positivos surgiram
em 41% das amostras de soro e em 11,7%, das de LCR. Este achado estd de acordo
com o descrito por Livramento 18, que encontrou resultados discordantes entre
a RIFI e a RFC para cisticercose em 19,4% dos LCR examinados, em 9,1% deles
favoraveis a RFC. Assim, demonstrou-se que a RFC para cisticercose é teste de
baixa especificidade, principalmente quando aplicado em soros, havendo necessi-
dade de sua padronizacao rigorosa para que se evitem resultados falso-positivos.

No presente estudo encontrou-se concordancia entre os resultados da
ELISA-G e da ELISA-M em 78,6% das amostras de LCR examinadas, sen-
do ambos testes reagentes em 21,4%. Entre as amostras com resultados discor-
dantes, a ELISA-G foi reagente na metade (10,7%) e a ELISA-M na
outra metade (10,7%). Quando a ELISA-M f{foi reagente, seus titulos va-
riaram de 1 a 8. Costa e col. 8, estudando LCR de pacientes com neurocisticercose
confirmada, encontraram em 46,2% deles anticorpos IgM anti-C. cellulosae, com
titulos que variaram de 4 a 32. Estes autores relataram, na maioria dos casos,
titulos mais elevados na ELISA-G que na ELISA-M, demonstrando maior sensi-
bilidade da ELISA-G, tanto no soro quanto no LCR. Eles também mostraram que
0s pacientes com anticorpos IgM se apresentavam na fase aguda da doenca ou
apresentavam exacerbacdo dos sintomas. As diversas classes de anticorpos anti-
Cysticercus cellulosae envolvidas nas vdrias reagbes imunoldgicas sdo diferentes,
porém sobressaem as participacoes da IgG e da IgM em todas elas 19, Entretanto,
€ descrito que ndo ha correlacio entre a presenca de imunoglobulina na super-
ficie do cisticerco ou sinais de dano do cisticerco, com as classes de imunoglo-
bulinas encontradas como anticorpos anti-Cysticercus4.

Quando surgiu discordancia entre os resultados da ELISA-G e da RIFI 64,1%
e 778% das amostras de soro e LCR, respectivamente, mostraram a ELISA-G
reagente e a RIFI nao-reagente. Estes achados confirmam, como jd relatado por
outros autores 524, que a ELISA-G é método de maior sensibilidade que a RIFI.
Os titulos mais elevados também foram observados na ELISA-G, tanto no soro
quanto no LCR, como descrito anteriormente por Pialarissi e col. 4. Assim, 0 uso
simultaneo de ambos os testes aumenta a capacidade diagndstica de cada um
deles separadamente.
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Um teste utilizado para o diagnodstico de qualquer desordem clinica, além
de boa sensibilidade e especificidade, deve também ser prdatico em termos de es-
pecificacbes técnicas e econdmicas. Para ser tecnicamente pratico, ele deve ser
facil de realizar e todos o0s reagentes envolvidos devem ser estiaveis por periodo
de tempo razoavel. A ELISA-G, utilizando o extrato salino total, tem a vantagem
da simplicidade e estabilidade dos reagentes, sendo técnica pratica que pode ser
usada em inquéritos epidemioldgicos ou em rotina laboratorial, sem o uso de
reagentes biologicos como necessita a RFC. No campo, suas leituras podem ser
realizadas visualmente, se tivermos padrdes positivos e negativos de soro e LCR 6.
Na atualidade ela é, por sua facilidade, o melhor instrumento para ¢ imunodiag-
noéstico da cisticercose humana na realidade dos paises latinoamericanos, onde as
provas imunologicas para cisticercose ainda sdo sub-utilizadas, em comparacao
a magnitude e problemadtica da doen¢a humana. Embora haja testes mais recentes,
como “enzyme-linked immunoelectrotransfer blot” 31, “FAST-ELISA” 16 e imuno-
eletroforese 10, estas reacOes tém estandardizacio dificil ou sao muito laboriosas,
sobretudo em estudo epidemiolégico, sendo, por consideracdoes econdmicas, so-
mente razoaveis para paises desenvolvidos.

O uso concomitante de testes que revelem a existéncia de anticorpos anti-
Cysticercus IgG e IgM possibilita a detec¢cdo de maior nimero de pacientes com
cisticercose. H4 necessidade de, cada vez mais e na medida do possivel, serem
realizadas simultaneamente as varias reacdes disponiveis, para garantir maior se-
guranca no diagnostico e acompanhamento evolutivo da doenga. Os dados reti-
rados das diferentes reacdes imunoldgicas para cisticercose mostram informacdes
semelhantes mas nao superponiveis. No presente estudo, a concordancia entre os
resultados reagentes das trés reacdes utilizadas no LCR (RIFI, ELISA-G e ELISA-
M) contribuiu para maior seguranca diagndstica do que a simples positividade
isolada de uma ou outra. A introducdao, no exame bdasico do LCR, destas trés
reacOes aumenta a possibilidade imunobioldgica diagndstica, sobretudo quando
outras afeccOes parasitarias do sistema nervoso central sao consideradas. A alter-
nancia de concordincia reagente ou discordancia entre estas reacdes, no LCR,
contribui para a evidéncia dos fendmenos imunobiolégicos préprios a neurocisti-
cercose.
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