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RESUMO

Estudamos comparativamente quatro técnicas imunolégicas para o diagnéstico
da neurocisticercose (NC), utilizando liquido cefalorraquiano (LCR) como espé-
cime clinico: as reacBes de fixacio de complemento (RFC), hemaglutinacio pas-
siva (RHA), imunofluorescéncia indireta (RIF) e teste imunoenzimatico ELISA.
Foram ensaiadas 125 amostras de LCR de pacientes com NC comprovada e 94
amostras de LCR do grupo controle (60 de pacientes com quadros clinicos neu-
rolégicos diversos e 34 de pacientes supostamente normais). Os indices de sen-
sibilidade e especificidade obtidos para os testes foram, respectivamente, de
480% e 90,4% para a RFC; 88,8% e 96,8% para a RHA; 872 e 989% para a
RIF e 97,6% e 98,9% para o teste ELISA. A diferenca significativa (p < 0,05)
observada entre os testes permite concluir que o melhor teste para o diagnésti-
co de NC foi o teste ELISA seguido das reacbes de HA e IP.

UNITERMOS: Neurocisticercose; Liquido cefalorraquiano; Imunodiagndstico da
neurocisticercose.

INTRODUCAO

A neurocisticercose humana destaca-se en-
tre as afeccbes do sistema nervoso central
causadas por parasitas, pela elevada freqiién-
cia e principalmente pela gravidade das le-
sbes que acarreta, constituindo problema de
sauiide publica de interesse em nosso meio.

A infestacio do sistema nervoso e seus
envoltérios pelo Cysticercus cellulosae, — neu-
rocisticercose — pode determinar alteracses
no liquido cefalorraguiano indicadoras da rea-
cio inflamatéria. LANGE, em 194612 concei-
tuou a “sindrome ligudrica da neurocisticer-
cose”, caracterizada fundamentalmente pels
ocorréncia de pleocitose, eosinofilorraguia e
anticorpos especificos detectados através da
reacdo de fixacdo de complemento, Outros

autores tém encontrado baixa sensibilidade e
limitada especificidade para esta reacio quan-
do aplicada em. soro ou liquido cefalorraguia-
no 78,24,

Com o desenvolvimento de métodos imu-
nolégicos mais sensiveis e especificos, as téc-
nicas sorolégicas tém sido utilizadas no diag-
néstico da neurocisticercose ¢om maior con-
fiabilidade 14,

A reacio de hemaglutinacio passiva, em-
pregada mais freqiientemente no soro, tem
apresentado resultados varidaveisssi7ze, A
reacdo de imunofluorescéncia indireta utilizan-
do fragmentos 3 ou cortes histolégicos 10 de
Cysticercus cellulosae, tem sido empregada em
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soro ou liquido cefalorraquieno com bons re-
sultados 1,2,10,1315, Recentemente, o teste imu-
noenzimético ELISA (Enzyme-Linked Immu-
nosorbent Assay) vem sendo aplicado ao diag-
néstico da neurocisticercose por apresentar al-
ta sensibilidade e especificidade 561419,

Considerando que a resposta imune na
neurocisticercose, com producgio de anticorpos
especificos fregiientemente se restringe as es-
truturas que circundam o parasita 182, estuda-
mos o comportamento de diferentes técnicas
imunolégicas, avaliando sua eficiéncia na de-
teccio desses anticorpos no liquido cefalorra-
quiano.

MATERIAL E METODOS
1. Antigenos:

a. Extrato Antigénico Salino Total (ST):
o antigeno ST foi utilizado nas reacbes de fi-
xagio de complemento (RFC), hemaglutina-
cio passiva (RHA) e no teste ELISA tendo
sido preparado conforme metodologia descri-
ta por COSTAS. O extrato antigénico obtido
foi liofilizado em aliquotas de 1 ml e arma-
zenado a 4°C. A sua earacterizacio foi feita
quanto as concentraces proteica pelo método
de BRADFORD 4 e polissacaridica pelo método
da antrona 2,

b. Antigeno Particulado: o antigeno de
particulas de cisticercos foi utilizado fixado a
laminas de microscopia para a reagéo de imu-
nofluorescéncia indireta (RIF), e foil prepa-
rado segundo MACHADO e cols.’, com algu-
mas modificagcbes. Os cisticercos lavados e
congelados foram secos em dessecador & tem-
peratura ambiente. O material foi triturado
em gral e peneirado em tamis de abertura
0,297 mm, “tyler” 48 (Granutest, Brasil). Os
fragmentos tamisados foram lavados em etanol
(Merck, Brasil) por trés vezes, e novamente
lavados em acetona bidestilada. As particulas
obtidas foram secas em dessecador a vacuo
por 24 horas e entdo ressuspensas em solucio
salina tamponada com fosfatos, PBS pH 7.2
(Fosfatos 0,01M-NaCl 0,14M) na proporcio de
1 mg para 20 ml. Apdés rdapida decantacio das
particulas maiores, o sobrenadante foi distri-
buido em ldminas de microscopia, cerca de
40 particulas por campo de 400X. As laminas,
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apds secagem a 37°C, foram conservadas a
—20°C, embrulthadas uma a uma.’

2. Amostras de liguido cefalorraquiano (LCR):
foram ensaiadas 125 amostras de LCR de pa-
cientes com neurocisticercose comprovada. O
grupo controle estudado foi constituido por
34 amostras de LCR de individuos supostamen-
te normais e por 60 amostras de LCR de pa-
cientes com outros quadros clinicos neurold-
gicos, mas isentos de cisticercose (meningites
38; neurossifilis 13; tumores 4; hidrocefalia. 2;
cefaléia 2; acidente vascular cerebral 1).

3. Testes sorolégicos:

a. Reacio de Fixacio de Complemento
(RFC): foi empregada a microtécnica da RFC
utilizando o antigeno ST, de acordo com a
metodologia descrita por FERREIRA e cols.?,
com modificaces nos volumes. Os LCR fo-
rain diluidos em placas de microtitulagio de
poliestireno (Inlab, Brasil) de fundo em U, na
razdo 2 a partir de 1:2, volume final de 0,05
ml, em solucdo salina contendo ions Cilcio
e Magnésio (NaCl 0,15M; CaCl, 0,15mM; MgCl,
05 mM). A cada cavidade da placa adicio-
nou-se 0,025 ml de antigeno diluido segundo
seu titulo na mesma solugio, e 0,06 ml de
soro normal de cobaio (complemento) con-
tendo 5 unidades hemoliticas 50%. Ap6s 1
hora a 37°C foi adicionado o sistema hemoliti-
co (hemdcias de carneiro a 14% sensibiliza-
das com uma unidade exata de hemolisina
produzida em coelho), 0,025 ml por cavidade,
e a placa foi incubada por 30 minutos a 37°C
e 1 hora & temperatura ambiente, ap6s o que
foi feita a leitura.

b. Reacio de Hemaglutinacio Passiva
(RHA): hemsdicias de- carneiro a 5% foram sen-
sibilizadas com o extrato antigénico ST, pela
metodologia descrita por IMAI e cols, fi-
cando o reagente de uso a 0,5%. A reacgdo
foi realizada em placas de microtitulagio de
poliestireno (Inlab, Brasil), de fundo em V.
As amostras de LCR foram diluidas em duas
séries de cavidades da placa, na razio 2, a
partir de 1:1, em volume de 0,025 ml, em PBS
pPH 7,2 contendo 0,1% de soroalbumina bovina
(Difco, USA). A uma das séries adicionou-se
0,025 ml de hemdicias sensibilizadas e & outra
igual volume de hemdcias-controle. A placa
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foi agitada e deixada em repouso 3 tempera-
tura ambiente por 2 horas, e entio foi reali-
zada a leitura.

¢. Reaclo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIF): a RIF foi realizada segundo a técnica
de MACHADO e cols.15, sendo empregado o
conjugado anti-gamaglobulina humana-isotio-
cianato de fluoresceina (Instituto Adolfo Lutz,
lote 33).

d. Teste imunoenzimdtico, ELISA: placas
de poliestireno de fundo em U foram sensibi-
lizadas com o antigeno ST, diluido conforme
o titulo em solucio tamponada carbonato-bi-
carbonato (Na,CO, 0,02M; NaHCO, 0,03M; pH
9,6), no volume de 0,1 ml por cavidade. Apls
18 horas a 4°C, as placas foram lavadas trés
vezes. em PBS pH 74 (NaCl 0,13M; fosfatos
0,02M) contendo 0,05% de Tween-20 (Sigma,
USA) — PBST. A cada cavidade da placa
adicionou-se 0,1 ml das amostras de LCR, pu-
ro e suas diluicbes na razio 2, em PBS-T con-
tendo 05% 'de gelatina (Difco, USA), e a
placa foi incubada por 45 minutos a 37°C. Apds
trés lavagens, adicionouse 0,1 ml do conju-
gado, anti-IgG humana-fosfatase alcalina (Sig-
ma Chem. Co., USA) diluido a 1:1600 em PBS-
TG. A placa foi submetida a novo ciclo de
incubagio e lavagens e a cada cavidade adi-
cionou-se 0,1 ml da solucio cromégens (p-ni-
trofenil-fosfato dissédico em solucio de dieta-
nolamina 1M, pH 9,8, na proporcio de 1 mg/
ml) e a placa foi incubada por 30 minutos
a 37C. -A reacfio enzimdtica foi interrompida
pela adicio de 0,06 ml de NaOH 2M e a rea-
tividade avaliada em espectrofotometro para
leitura automdtica de placas (Titertek Multis-
kan, Flow Lab., USA), em comprimento de
onda de 405 nm.

4. Anilise Estatistica: a média geomsétrica
dos titulos foi calculada com os titulos codi-
ficados pela férmula log,(2%/2) B, Para 0 es-
tudo comparativo -doS testes sorolégicos fo-
ram analisados os indices estatisticos?, e apli-
cado o teste Q de Cochran: 2,

RESULTADOS
As concentractes protféica e polissacaridica

do extrato antigénico salino total (ST), obtido
de 200 cisticercos em volume final de 20 mi,

foram respectivamente de 6,1 mg/ml e 5,2 mg/
mi.

A atividade antigénica do antigeno ST foi
avaliada por titulagdo em bloco, frente a -
quidos cefalorraquianos padrées positivo. e ne-
gativo, para determinacio das concentracées
a serem utilizadas nas reacfes de fixacio de
complemento (RFC), de hemaglutinacio passi-
va (RHA) e teste imunoenzimidtico (ELISA).
Na RFC foi obtida a concentragio antigénica
6tima de 40 wg por cavidade da placa. A con-
centracdo de 30 p8/ml foi escolhida para a
sensibilizacio das hemdcias utilizadas na RHA,
como o reagente de uso é diluido 10 vezes, pa-
ra cada mililitro de hemadcias utilizamos 3 ug
de proteina antigénica. Na figura 1 s&o apre-
sentados os resultados do teste ELISA para
os liguidos cefalorraquianos, padrdes positivo
e negativo, diluidos na razio 2, & partir de
1:1, e o antigeno ST nas concentracdes de
5, 10, 20 e 40 ,g/ml. Foram consideradas po-
sitivas as diluicGes com densidades 6pticas
(DO) iguais ou maiores que 0,100 (“cut off”).
A concentracio de 10 ug/ml ou. 1 ug por ca-

-vidade foi escolhida para = sensibilizacio das

placas.

Na tabela 1 sao apresentados os resultados
dos testes sorolégicos para as amostras de
LCR dos dois grupos estudados: pacientes com
neurocisticercose e grupo controle. As dis-
tribuicbes da freqiiéncia dos titulos das 125
amostras de LCR dos pacientes com neurocis.
ticercose sdo apresentadas na figura 2. Na
tabela 2 sdo apresentadas as médias geomsé.-
tricas desses titulos (MGT).

A sensibilidade (S) expressa como porcen-
tagem de positividade e a especificidade (E)
expressa como porcentagem de negatividade,
com o0s respectivos intervalos de confianga de
95% de probabilidade, obtidas para os testes
realizados, sdo apresentadas na tabela 3. O
indice de Youden (S+E—1) foi calculado pa-
ra cada teste, e € apresentado na mesma ta-
bela.

Para avaliagio da concordincia entre cs
testes, os resultados das 219 amostras de LCR
estudadas, foram classificados como reagentes
e nio-reagentes e analisados comparativamen-
te. Os indices de co-positividade; comegativi-
dade e concordincia das reaches sf@o apresen-
tados na tabela 4.
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Fig. 1 — Densidades Opticas obtidas para as diluicées dos soros (1-A) e liquidos cefalorraquianos (1-B) para padrdes
positivo (a) e negativo (b) no teste ELISA, utilizando extrato salino total de Cysticercus cellulosae nas concentragtes de
/S pg/ml (———), 10 yg/ml (—), 20 ug/ml (——) e 40 u.g/ml [ SR ).

TABELATI
Distribuicio dos liquidos cefalorraquianos dos grupos de pacientes com ‘neurocisticercose (a) e controle . (b), segundoa
teste sorolégico

oS g 1 2 4 8 13 32 "64 128 236 512 1024 2048 4096 8192 >8192 | TOTAL
TESTE

4} 55 - I7 3 6 6 6 | - - - i - - - - 15
RFC*

b 85 - - | - - - - - - - - - - - - 86

a 14 - 12 " 13 13 12 13 15 4 3 4 5 2 - i 125
RHA

b 9l - 2 | - - - - - - - - - - - - 94

a 16 20 3 21 14 13 9 10 4 | - - | - - - 125
RIF

b 93 ] - - - - - - - - - - - - - - 94

a 3 - 2 2 2 8 9 17 13 12 21 7 8 12 4 5 125
ELISA

b 93 - - 1 - - - - - - - - - - - - 94

#* EXCLUIDAS As AMOSTRAS ANTICOMPLEMENTARES

DISCUSSAO

Foram estudadas as reacdes de fixacdo de
complemento (RFC), hemaglutinagéio passiva
(RHA) e o teste imunoenzimstico ELISA, uti-
lizando extrato antigénico salino total (ST),
e a reaciio de imunofluorescéncia indireta (RIF)
utilizando como antigeno particulas de ecisti-
cercos fixadas a laminas, para pesquisa de an-
ticorpos anti-Cysticercus cellulosae em liquido
cefalorraquiano. :
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A avaliagio da atividade antigénica do ex-
trato ST nas reacdes, demonstrou seu bom
rendimento, que ao lado da facilidade de pre-
paracdo e bom desempenho com relacio 2
especificidade, indicam-no para o preparo de
reagentes em larga escala.

Na figura 1 foram apresentadas as distri-
buicdes dos titulos obtidos nos testes para
0§ 125 LCR de pacientes com neurocisticerco-
se. Os maiores titulos foram observados no
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Fig. 2 — Freqiiéncia (%) dos titulos de 125 liquidos
soroldgicos.

TABELA II
Média Geométrica dos titulos dos liquidos cefalorraquianos
dos pacientes com neuroeisticercose, segundo teste soroldgico

cefalorraquianos de pacientes com neurocisticercose nos testes

TABELA IV
Indices de co-positividade, co-negatividade e concordéncia
entre os testes

teste ELISA, o que é confirmado pelas MGTs
obtidas (tabela 2).

O comportamento dos testes, quanto as
sensibilidade e especificidade, tabela 3, sugere
que sejam empregadas técnicas mais sensiveis
para o diagnéstico da neurocisticercose, quan-
do se estuda o liquido cefalorraquiano. A RFC
apresentou a mais baixa sensibilidade (48%),

"TESTE RFC * RHA RIF ELISA TE CO-POSITIVIDADE | CO-NEGATIVIDADE | COMCORDANCIA
A
MGT 1,9 5,1 23,6 238,9 ‘:;:," 0,91 0,98 0,94
e I1SA
% EXCLUIDAS AS AMOSTRAS ANTICOMPLEMENTARES ",‘.., 0,89 0,99 - 0,93
TABELA II ‘:,',::‘ - 0,53 0,99 0,73
Sensibilidade, especificidade com os respectivos intervalos
de confianca (IC) e indice de Youden, segundo teste so- :'l': 0,91} 0,94 0,93
roldgico realizado no liquido cefalorraquiano
:F": » 0,58 0,99 0,78
WNDICE | SENSINLIDADE ESPECIFICIDADE
PONITIVOS  PORCENTAEM | NEGATIVOS PORCENTMEM! YOUDEN RIF *
TESTYE TOTAL (1) TOTAL fic) RFC 0,58 ) 0,98 0,78
58 48,0 85 90,4 : " .
RFC 125 {39 - 57,0 94 (#4,4 - 96,4) 0,38 # EXCLUIDAS I8 AMOSTRAS ANTICOMPLEMENTARES
T ) KT 96,8 0,86 -
RHA 25 (832-944) | 94 (932 -100) inferior a obtida por REIS-FILHO e cols.,
109 87,2 93 98,9 N s s =ys
RIF T35 (8n2 -93,2) | Ts4 (96,7 - 100) o.86 que observaram 70% de positividade, utilizan-
122 97,6 93 98,9 { ' i
ELISA T (one 00 S 1567 o0) 0,96 do antigeno de cisticercos tratados com ace-

tona, A especificidade da RFC (90,4%) foi
considerada boa e, se excluirmos as oito amos-
tras do grupo controle com resultado preju-
dicado pela anticomplementariedade, a especi-
ficidade calculada seria de 98,9%, o que estd
de acordo com dados de literatura 782t A an.
ticomplementariedade de 18 amostras das 219
estudadas (8,2%) ndo era esperada, e poderia
ser explicada pelas ligeiras xantocromia e tur-
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vacao dessas amostras, presentes mesmo &pos
centrifugacao.

A RHA apresentou sensibilidade e especi-
ficidade (88,8% e 96,8%) muito melhores que
os obtidos por BIAGI e cols.3, de 10% de
positividade no estudo da RHA aplicada a LCR
de pacientes com neurocisticercose.
resultafios também foram superiores aos de
MARTINEZ-CAIRO e cols.!’, que obtiveram
sensibilidade de 68% estudando LCR previa-
mente concentrado cinco vezes.

A RIF também resultou em bons indices
de sensibilidade e especificidade, respectiva-
mente de 87,2% e 98,9%; compariveis aos ja
descritos para a reacfo realizada no LCR 1.2,10,13,
Contudo, no nosso estudo a RIF comportou-
se muito melhor que a RFC, ao contrario do
que LIVRAMENTO 13 e BASSI e cols.? haviam
descrito paras as duas reacges.

4

O teste imunoenzimdatico ELISA apresen-
tou alta sensibilidade (97,6%) e especificida-
de (989%), como era esperado para O - tes-
te 5,6,14,19,

O estudo do comportamento dos testes
sorolégicos foi realizado pela aplicacdo do
teste estatistico @ de Cochran. Obtivemos que
os testes comportaram-se diferentemente en-
tre si (p < 0.05) e, pela andlise 2x2 (teste
de McNemar) dos testes concluimos que o
melhor teste para diagndstico da neurocisticer-
cose foi o teste ELISA, seguido das reagdes
de IF e HA que comportaram-se igualmente.

Considerando que a RFC ainda é o teste
mais difundido quando se investiga a_ neuro-
cisticercose e, ainda, que somente reagentes
imunolégicos para a realizaciio das RFC e
RIF séo correntemente encontrados no comer-
cio, sugerimos que também a RHA e princi-
palmente o teste ELISA, sejam empregados
como auxilio no diagnéstico e em possiveis
levantamentos epidemioldgicos, para que pos-
samos avaliar a real prevaléncia da neurocis-
ticercose em nosso meio.

SUMMARY

Comparative study of serological tests in

immunological diagnosis for neurocysticercosis:
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Nossos

Four immunological fechniques were eva-
luated for the detection of antibodies to Cys»
ticercus cellulosae in cerebrospinal fluid (CSF):
complement fixation test (CF), passive haem-
magglutination test (PHA), indirect immuno-
fluorescence test (IF) and the enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). Onehundred
twenty-five CSF from patients with confirmed
neurocysticercosis and 94 CSF from a control
group. (60 from patients suffering from neuro-
logical disorders other than neurocysticerco-
sis and 34 from presumably healthy indivi-
duals) were assayed. The sensitivity and spe-
cificity of the tests were determined, which
were, 480% and 904% for CF; 888% and
96.8% for PHA; 87.2% and 98.9% for IF, and
97.6% and 98.9% for ELISA, respectively. The-
re were significative differences among the
tests and these allowed to conclude that the
best immunodiagnostic test for neurocysticer-
cosis was ELISA, followed by PHA and IF
tests.
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