Rev. Inst. Med. trop. Sao Paulo .
30(1): 1-10, janeiro-fevereiro, 1988

!MUNODIAGNOSTICO DA NEUROCISTICERCOSE: TESTE IMUNOENZIMATICO COM
ANTIGENOS QUIMICAMENTE LIGADOS A SUPORTES PARA PESQUISA DE ANTICORPOS EM
SORO E LIQUIDO CEFALORRAQUIANO

Adelaide José VAZ (1) & Antonio Walter FERREIRA (2)

RESUMO

Foi padronizado o teste imunoenzimatico, ELISA, utilizando-se componentes
antigénicos de Cysticercus cellulosae quimicamente ligados a suportes s6lidos cons-
tituidos de discos de tecido-resina (ELISA-d), para pesquisa de anticorpos em soro
liquido cefalorragquiano (LCR), ensaiando-se uma unica diluicao do espécime clinico.
O suporte tecido-resina foi composto de tecido de poliéster impregnado com resina
polimerizada de N-metilol-acrilamida, apresentando grupos N-metilol livres, capazes
de reagir covalentemente com grupos funcionais de proteinas e polissacarideos pre-
sentes no extrato antigénico salino total obtido de cisticercos. Foram ensaiados
38 soros e 74 LCR de pacientes com neurocisticercose comprovada e 50 soros e
107 LCR do grupo controle (pacientes com quadros clinicos neurolégicos diversos
e individuos supostamente normais). Obtivemos 0s seguintes indices de sensibi-
lidade e especificidade: 94,7% e 92,0% para o teste realizado no soro e 98.6% e 100%
para o teste realizado no LCR. O teste ELISA-d mostrou-se eficiente para o diagnés-
tico da neurocisticercose, principalmente quando realizado no LCR, com vantagens
de estabilidade, facilidade de execucao e baixo custo.

UNITERMOS: Neurocisticercose; Imunodiagnostico da neurocisticercose; Teste
imunoenzimatico ELISA; ELISA.

INTRODUCAO

A cisticercose, doenca que envolve comple- A maior importancia do complexo teniase-
xa relacdo hospedeiro-parasita, representa im- cisticercose humana, decorre da localizacao fre-
portante problema de Saiide Publica, principal- quente do cisticerco no sistema nervoso e seus
mente nos paises do mundo onde fatores socio-e-  envoltdrios. De fato, a neurocisticercose € a mais
conémicos e culturais permitem sua dissemina- importante, geralmente grave e a mais estudada
cao e persisténcia. das doencas parasitarias do sistema nervoso!’.
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O Cysticercus cellulosae no sistema nervoso
e nas meninges costuma determinar alteracoes
no liquido cefalorraguiano. LANGE em 1940°,
conceituou a ‘‘Sindrome liquoérica da neurocisti-
cercose’’, cujo elemento de certeza diagnodstica
€ a demonstracao de anticorpos especificos no
liquido cefalorraquiano. A presenca desses anti-
corpos, detectada através de técnicas imunol6-
gicas, fornece indicacao segura da doenca, mes-
mo antes de suas manifestacoes clinicas'® '".

Recentemente o teste imunoenzimatico,
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent As-
say), tem sido utilizado em soro e liquido cefalor-
raquiano para o imunodiagnéstico da neurocis-
ticercose, por apresentar alta sensibilidade e es-

pecificidade, além de boa reprodutibilidade! >
6.7.10, 12

O presente trabalho teve por objetivo a pa-
dronizacao do teste ELISA utilizando como su-
porte solido, tecido de poliésterimpregnado com
resina polimerizada de N-metilol-acrilamida
(NMA), que apresenta grupos N-metilol livres ca-
pazes de reagir covalentemente com grupos fun-
cionais de proteinas e polissacarideos presentes
no extrato antigénico utilizado®®.

MATERIAL E METODOS

EXTRATO ANTIGENICO. O antigeno sali-
no total de Cysticercus cellulosae (ST) foi obtido
conforme metodologia descrita por COSTAS?,
com algumas modifica¢coes. Cerca de 200 cisti-
cercos, obtidos de musculos e visceras de suinos
infectados naturalmente, e exaustivamente la-
vados em solucao salina (NaCl 0,15M), foram
homogeneizados (Potter-Scientific Glass Appa-
ratus Inc., USA) em 10 ml de agua destilada,
por 20 minutos, em banho de gelo. O material
foi submetido a tratamento por ultra-som (Thor-
ton-Inpec eletronica, Brasil) com 20 Khz, 1 mA,
por quatro periodos de 60 segundos, em banho
de gelo. Apos isotonizacao com 10 ml de solucédo
salina (NaC1 0,3M), a mistura foi novamente tra-
tada com ultra-som e deixada sob lenta agitacao
a 4°C por 18 horas. A suspensao obtida foi centri-
fugada a 6500 g por 30 minutos a 4°C e, o sobrena-
dante novamente centrifugado a 9000 g. O sobre-
nadante obtido ap6s a ultima centrifugacao, an-
tigeno ST, foi dividido em aliquotas de 1 ml e
liofilizado. O antigeno foi caracterizado quanto

By

as concentracoes proteica® e polissacaridica’®, e
quanto a atividade antigénica por titulacio em
bloco.

AMOSTRAS DE SORO E LIQUIDO CEFA.
LORRAQUIANO (LCR). Foram estudados dois
grupos de amostras: de pacientes com neurocis-
ticercose comprovada e do grupo controle. No
grupo de pacientes com neurocisticercose foram
selecionados 74 casos, de 38 foram coletadas
amostras de soro e LCR, e dos 36 restantes so-
mente amostras de LCR. Das 74 amostras de
LCR obtidas, 34 apresentavam reacao de fixacao
de complemento negativa para cisticercose. No
grupo controle foram estudadas 29 amostras de
soro e 40 amostras de LCR de 40 individuos su-
postamente normais; também foram incluidas
neste grupo 21 amostras de soro e 67 amostras
de LCR de 67 pacientes com outros processos
patologicos do sistema nervoso {meningite, neu-
rossifilis, acidente vascular, tumores, coma, he-
morragia intracraniana pés-trauma).

TESTE IMUNOENZIMATICO ELISA EM
DISCOS (ELISA-d). Foram utilizados discos de
poliéster com 6 mm de diametro, impregnados
com N-metilol-acrilamida como suporte soélido
para o teste ELISA-d.

1. Sensibilizacdao dos discos. Aos discos, lava-
dos em PBS pH 7,2 (fosfatos 0,01M — NaCl
0,14M) e secos, foi adicionado o antigeno ST
diluido em PBS, na proporcao de 1 ml para
cada seis discos. Ap6s incubacoes de 2 horas
a 37°C e 18 horas a 4°C sob lenta rotacao,
os discos foram lavados trés vezes com PBS
e incubados com solucao bloqueadora (PBS
contendo 0,05% de Tween-20 e 2% de gela-
tina) por 2 horas a 37°C, para bloqueio dos
sitios ativos remanescentes. Apos novas la-
vagens, os discos foram secos entre folhas
de papel-filtro e armazenados a 4°C em fras-
cos fechados.

2. Execucao do teste. Cada amostra de soro e
LCR foi diluida em duplicata, em PBS-TG
(PBS contendo 0,05% de Tween-20 e 0,5% de
gelatina), em volume final de 0,2 ml. Os soros
foram diluidos a 1:40 e os LCR a 1:4. A cada
tubo de diluicédo adicionou-se um disco sensi-
bilizado. Apds incubacao de 45 minutos a
37°C, os discos foram lavados trés vezes, 5
minutos cada, com PBS-T. Os discos foram
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incubados com 0,2 ml do conjugado imu-
noenzimatico, anti-IgG-fosfatase alcalina
(Sigma Chemical Co., USA), diluido segundo
o titulo em PBS-TG. Apos novas lavagens,
os discos foram transferidos de tubos e a rea-
cao enzimatica iniciada pela adicao de 0,25
ml da solucao cromogena (p-nitro-fenil-fos-
fato dissodico em solucao de dietanolamina
pH 9.8 na proporcao de 1 mg/ml), e foi inter-
rompida com 1 mlde NaOH 2M apo6s incuba-
cao de 30 minutos a 37°C. A reatividade foi
avaliada em espectrofotometro (Spectronic
21, Bausch & Lomb, USA) em comprimento
de onda de 405 nm.

Calculo dos titulos dos soros e LCR. Para
verificacao da proporcionalidade entre a rea-
tividade do teste e quantidade de anticorpos,
expressa como dilui¢cées das amostras, pro-
cederam-se a ensaios com amostras de soro
e LCR de pacientes com neurocisticercose
e de individuos supostamente normais. Para
avaliacao da variacao de densidade 6ptica
(DO) em relacao a diluicao ensaiada (Curvas
de Reatividade), os padroes positivos de soro
e LCR foram ensaiados em ocasioes diferen-
tes. A partir da curva de reatividade padrao
obtida para cadaespécime, foram calculados
os coeficientes angulares (k) dados pela rela-
caoentre acréscimos de DO e acréscimos das
respectivas diluicoes (A log DO/A log dilui-
¢do0). A constancia da inclinag¢ao angular per-
mite calcular os titulos das amostras a partir
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onde T é o titulo a ser determinado; D a diluicao
ensaiada; a é a DO obtida para D; b o ‘“‘cut off’’;
k é o coeficiente angular da reta.
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ANALISE ESTATISTICA. A média geomé-
trica dos titulos (MGT) foi calculada segundo
PAUL & WHITE". Os indices de sensibilidade,
especificidade, valores preditivos positivo e ne-
gativo e a eficiéncia do teste ELISA-d foram cal-
culados conforme GALEN & GAMBINO?,

RESULTADOS
1. Avaliacao do extrato antigénico ST

Para o antigeno ST, obtido de 200 cisticercos
em volume final de 20 ml, foram encontradas
as concentracoes de 6,1 mg/ml de proteinas e
5,2 mg/ml de polissacarideos. A titulacao em blo-
co do antigeno ST nas concentracoes de 5, 10,
20 e 40 ug de proteinas por ml, frente aos soros
e LCR padroées positivos e negativos diluidos na
razao 2, soros a partir de 1:40 e LCR a partir
de 1:4, é apresentada nas figuras 1-A e 1-B, res-
pectivamente para o soro e LCR. Consideran-
do-se os “cut-off’ do teste realizado em soro de
0,150 e em LCR de 0,100, a concentracao de 20
pg/ml foi escolhida para sensibilizar os discos.
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Fig. 1 — Densidades opticas obtidas para as dilui¢ées de soros (1-A) e LCR (1-B) padrodes positivos (a) e negativos (b) no teste

ELISA-d empregando extrato salino total de Cysticercus cellulosae nas concentragées de 5 pg/iml (

pg/ml -} e 40 pgiml (- ).
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2. Teste ELISA-d

Nas figuras 2-A e 2-B sao apresentadas as
curvas de reatividade obtidas, respectivamente,
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Fig. 2 — Curvas de reatividade obtidas no teste ELISA d para soros (2-A) e LCR (2-B) de pacientes com neurocisticercose

(1,2, 3) e de individuos supostamente normais (4. 5).

Os padroes positivos de soro e LCR foram
ensaiados em 10 ocasides diferentes, e a média
e os limites de variacao de DO, respectivamente
para cada dilui¢do de soro e LCR, sdao apresen-
tadas nas figuras 3-A e 3-B. Esses padroes positi-
vos foram diluidos a 1:16 e 1:32, respectivamente

em soro e LCR normais, para obtencao de um
segundo padrao positivo para cada espécime.
As figuras 4-A e 4-B mostram as curvas de reati-
vidade obtidas para os dois padroées, respectiva-
mente de soro e LCR.
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Fig. 3 — Média e limites de variagdo das densidades opticas obtidas em 10 titulacées do soro padrio positivo (3-A) e do

LCR padrao positivo (3-B) no teste ELISA-d.
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Fig. 4 — Curvas de reatividade dos soros (4-A) e LCR (4-B)

padroes positives ( ©- ) e negativos ( «s ) obtidas no teste ELI-

SA-d.

Asretas obtidas permitiram calcular o coefi-
ciente angular k (A log DO/A log dil.) de 0,43

para a curva de reatividade de soro e 0,44 para
a de LCR. Considerando a constante proporcio-
nalidade entre DO e concentra¢ao de anticorpos
da amostra, os titulos foram calculados a partir
do ensaio de uma unica diluicao do espécime,
atraveés das equacoes:

T =

log 40 + (log a — log 0,150
0,43

onde T é o titulo e “a” a DO obtida para a dilui-
¢ao 1:40 do soro;

T =

log4 + <loga - log 0,100\)
0,44

onde T é o titulo e “a” a DO obtida para a dilui-
¢ao 1:4 do LCR. Foram considerados positivos
os titulos iguais ou maiores que 1,60 (1:40) para
soros, e iguais ou maiores que 0,60 (1:4) para
LCR.

Na tabela 1 é apresentada a distribui¢ao dos
soros de LCR dos dois grupos estudados, com
neurocisticercose e controle, segundo titulo obti-
do no teste ELISA-d.

A partir dos resultados obtidos nas amostras
estudadas foram calculados os indices de sensi-
bilidade e especificidade. Para os soros obtive-
mos sensibilidade de 94,7% com intervalo de
confianca de 95% de probabilidade (IC) de 87,5%
a 100%, e especificidade de 92,0% com IC de
84,3% a 99,7% ;. para o estudo dos LCR a sensibi-
lidade obtida foi de 98,6% (IC de 95,9% a 100%)
e a especificidade de 100% (IC de 97,5% a 100%).

As médias geométricas dos titulos dos soros
no teste ELISA-d foram 2,64 (1:436) e 0,74 (1:6),
respectivamente para soros de pacientes com
neurocisticercose e soros do grupo controle. Pa-
ra os titulos dos LCR do grupo de doentes a
média geométrica foi 2,13 (1:135) e para os LCR
do grupo controle foi de 0,11 (1:1).

Os valores preditivos positivo e negativo e
a eficiéncia do teste ELISA-d foram calculados
para diferentes prevaléncias da neurocisticerco-
se: 100, 1.000 e 10.000 casos por 100.000 habitan-
tes ou, respectivamente, 0,1%, 1% e 10%. Estes
resultados sdo apresentados na tabela 2.
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TABELA 1

Distribuicao dos soros e liquidos cefalorraquianos (LCR) dos pacientes com neurocisticercose (a) e do grupo controle (b,
segundo titulos obtidos no teste ELISA-d. (vide texto. pagina 5).

TITULOS
0 1.60 1,90 2,20 2,50 2,80 3.10 3.40 3,71 4,01
Espécime Grupo a a a a a a a a a a Total
1,59 1,89 2,19 249 2.79 3.09 3.39 3,70 4,00 4,30
S a 2 7 2 3 8 5 7 1 2 1 38
O
R b 46 1 — 2 1 — — — — — 50
(e
o} 0,60 0,90 1,20 1,50 1,81 2,11 2.41 2,71 3,01
a a a a a a a a a a Total
0,59 0,89 1,19 1.49 1,80 2,10 2,40 2,70 3.00 3,30
L a 1 1 1 12 6 12 15 13 8 5 T4
(o} 107 — — — — — - — — — 107
R
TABELA 2 vidade de 0,973, de co-negatividade de 0,922 e

Valores preditivos positivo e negativo e eficiéncia do teste
ELISA-d realizado em soro e liquido cefalorragquiano (LCR}
segundo prevaléncia da neurocisticercose

. Prevaléncia Espécime
Indice .
(903 Soro LCR
val diti 0.1 1 100
a ‘_)tr_ p’?(,l'wo 1.0 11 100
Z
positivo (e 10.0 57 100
. 0.1 100 100
val diti
a Ort,pre(:, ,WO 1,0 100 100
negativo ¢t 10.0 99 100
0.1 92 100
Eficiéncia do teste !
ELISA-d (%) 1.0 92 100
- e
‘ 10,0 92 100

As 88 amostras pareadas de soro e LCR, 38
de pacientes com neurocisticercose e 50 do grupo
controle foram estudadas quanto a reatividade
apresentadanoteste ELISA-d. A tabela3 mostra
arelacao entre o resultado de LCR com o resul-
tado da amostra pareada de soro. Considerando
que o teste realizado no LCR oferece o resultado
de referéncia para o diagnodstico da neurocisti-
cercose, foram obtidos os indices de co-positi-

concordancia de 0,943 com os resultados do teste
realizado no soro correspondente.

TABELA 3

Resultados comparativos do teste ELISA-d segundo
reatividade de amostras pareadas, soro e liquido
cefalorraquiano (LCR}

LCR
Espécime
Reatividade R NR T
CS) R 36 4 40
R NR 1 47 48
T 1
o 37 5 88

R = reagente; NR = nao reagente; T = total.

A reprodutividade intra-ensaio do teste foi
avaliada através dos resultados de densidade
optica (DO) de 20 amostras reagentes e 20 nao-
reagentes ensaiadas em duplicata (Figura 5). Na
figura 6 sao apresentados os resultados da ava-
liagaointerensaio de 25soros e 25 LCR ensaiados
em dias diferentes.
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Fig. 6 — Reprodutibilidade interensaio do teste ELISA-d. Densidades 6pticas de 25 soros (6-A) e 25 LCR (6-B) ensaiados em

dias diferentes.

3. Estabilidade dos discos sensibilizados

Discos sensibilizados com 20 ug/ml do anti-
geno ST foram bloqueados e armazenados a 4°C.

A reatividade dos discos foi avaliada, 5, 10, 15
e 20 dias apds o armazenamento, frente aos pa-
droes de soro e LCR e os resultados sao apresen-
tados na tabela 4.
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TABELA 4

Densidades opticas obtidas no teste ELISA d para as diluicoes
1:80 e 1:8. respectivamente. do soro ¢ LCR padroes
pusitivos, segundo tempo de armazenamento
dos discos sensibilizados (a 4°C)

Especime
Tempo de
arma?g‘nar‘nerlto Soro positivo  LCR positivo
(Dias 1:80 1:8
5 1,090 0,978
10 0,982 0.976
15 0.852 0.800
20 0.952 0.852
DISCUSSAOQ

Foi padronizado o teste imunoenzimatico,
ELISA-d, com componentes antigénicos de Cys-
ticercus cellulosae covalentemente ligados a su-
porte solido, discos de poliéster ativados, para
o diagnostico da neurocisticercose em soro e li-
quido cefalorraquiano. O preparo do suporte-re-
sina é simples, de facilexecucaoede baixocusto.
Cada m? do suporte rende mais de 10.000 discos
de 6 mm de diametro como os que foram utiliza-
dos. Este suporte, discos de poliéster impregna-
dos com resina polimerizada de N-metilol-acri-
lamida, foi escolhido pelos bons resultados que
apresentou em termos de capacidade de ligacao
de proteinas e de estabilidade® * °.

O extrato antigénico salino total (ST) em-
pregado, apresentou rendimento bastante satis-
fatorio. Para a sensibilizacao de 6 discos foram
necessarias 20 ug de proteina antigénica, o que
foi considerado um bom resultado®.

As curvas de reatividade obtidas no teste
ELISA-d, figuras2e4,demonstram alinearidade
entre concentragcao de anticorpos e densidade
optica. A reprodutibilidade dessa proporciona-
lidade, figura 3, permite que se utilize uma unica
diluicao adequada dos espécimes para avaliar
a concentracao de anticorpos* !°, 0 que vem sim-
plificar oimunodiagndstico da neurocisticercose
e abrir novos horizontes para inquéritos epide-
miologicos utilizando técnicas mais sensiveis e
de baixo custo.

Osresultados do teste ELISA-d para os espé-
cimes dos dois grupos estudados. tabela 1, foram
considerados bons. Dos 38 soros de doentes, 36
foram reagentes com titulos entre 1,62 (1:42) e
4,13 (1:13490). Dois soros desse grupo, titulos 1,18
(1:15) e 1,59 (1:39) foram falso-negativos no teste.
Dos 50 soros do grupo controle, somente quatro
foram falso positivos, dois de pacientes com me-
ningite bacteriana que apresentaram titulos de
1,77(1:59) e 2,55 (1:355) e dois soros de individuos
supostamente normais, com titulos de 2,21
(1:162) e 2,43 (1:270). Os quatro LCR correspon-
dentes a esses soros falso-positivos foram nao-
reagentes no teste. Dos 74 LCR de pacientes com
neurocisticercose, 73 foram reagentes no teste
ELISA-d, com titulos que variaram de 0,68 (1:5)
e 3,24 (1:1737). Somente um LCR deste grupo,
titulo 0,36 (1:3), foi falso-negativo. Os 107 LCR
do grupo controle foram nao-reagentes no teste
ELISA-d. Esses resultados forneceram altos in-
dices de sensibilidade e especificidade, o que es-
ta de acordo com os dados de literatura para
o teste classico ELISA em placas plasticas de
microtitulacao® > 8 7 1012,

A média geomeétrica dos titulos dos soros
e LCR, demonstra que as diferencas observadas
entre os dois grupos de amostras estudadas sao
significativas e, que o teste ELISA-d foi discrimi-
nante para os dois grupos, de doentes e controle,
como ja foi observado através das curvas de rea-
tividade obtidas para os espécimes padroes posi-
tivos e negativos (Figura 4).

Para avaliarmos o comportamento do teste
ELISA-d quando aplicado na populacao em ge-
ral, estudamos o efeito da prevaléncia da neuro-
cisticercose sobre os valores preditivos e a efi-
ciéncia do teste (tabela 2). Podemos notar que
o teste realizado no LCR fornece melhores indi-
ces do que quando realizado no soro. Conside-
rando gue a resposta imune na neurocisticer-
cose, frequentemente se restringe as estruturas
que circundam o parasita'' '3 e pelos resultados
pornoés obtidos, sugerimos o LCR como o melhor
espécime clinico, para os testes imunodiagnos-
ticos.

Comparamos os resultados do teste no LCR
com os resultados no soro correspondente, tabe-
la 3, e observamos que houve discordancia em
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cinco casos, quatro soros falso-positivos com os
correspondentes I.CR negativos e um soro falso-
negativo com o LCR correspondente positivo.

Os coeficientes de correlacao para a repro-
dutibilidade intra-ensaio do teste ELISA-d. figu-
ra 4, foram 0.858 e 0,983, respectivamente, para
soros e LCR. Para a reprodutibilidade interen-
saio, figura 6, foram obtidos os coeficientes de
0,897 e 0,950, respectitamente, soro e LCR. Estes
resultados foram considerados bons, ja que em
nenhuma das amostras estudadas, todas ensaia-
das em duplicata, foi observada discrepancia de
resultados.

A estabilidade dos discos sensibilizados foi
avaliada, tabela 4, e mostrou que nao houve per-
da de reatividade até por 20 dias de armazena-
mento a 4°C. Recentemente temos conservados
estes discos sensibilizados por até 4 meses, sem
perda significativa da atividade reativa no teste
ELISA-d (dados nao apresentados).

SUMMARY

Neurocysticercosis immunodiagnosis: immu-

noenzimatic assay with antigens covalently

bounded on nylon treated resin to detect antibo-
dies in CSF and sera.

The enzyme-linked immunosorbent assay,
ELISA, was developed in a new type of support
consisting of discs of sinthetic fabric-resin (ELI-
SA-d) with antigenic components of Cysticercus
cellulosae covalently bound for detection of an-
tibodies in sera and cerebrospinal fluid (CSF).
The support fabric-resin consistis of poliester fa-
bric coated with crosslinked resin (N-methylol-
acrylamide) containing N-methylol groups able
to form covalent bounds with functional groups
of proteins and polysaccharides which are present
in the antigenic saline extract obtained from
Cysticercus cellulosae. Sera titer and CSF titer
were determined using only one dilution accor-
ding to the dose-response standard curves obtai-
ned. Thirty-eight sera and 74 CSF from patients
with confirmed diagnosis of neurocysticercosis
and 50 sera and 107 CSF from a control group
(patients suffering from neurological disorders
other than neurocysticercosis and supposedly
healthy individuals) were assayed. The sensiti-

vity and the specificity of ELISA-d were deter-
mined: 94.7% and 92.0% for sera and 98.6% and
100% for CSF. The ELISA-d test proved to be
efficient for the diagnosis of neurocysticercosis,
mainly when carried out in CSF, with the advan-
tages of good stability, easy preparation and exe-
cution and low cost.
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