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RESUMO



A neurocisticercose € uma importante causa de doenga neuroldgica em muitos
paises em desenvolvimento. O diagnéstico clinice da neurocisticercose € dificultado pelo
polimorfismo e pela no especificidade dos sintomas. Os procedimentos de neuroimager,
como a tomografia computadorizada (TC) e a ressonfincia magnética nuclear (RMN), tém
contribuido para um diagnostico mais preciso ¢ uma melhor compreensio dos processos
patofisioldgicos da neurocisticercose. Entretanto, o alto custo desses procedimentos tem
limitado a sua utilizacdio em paises em desenvolvimento apresentando altas taxas de
infecgo. Nestas circunstincias, a deteccdo de anticorpos especificos pode ser grande
utilidade para o diagnostico da neurocisticercose.

A deteccBo de anticorpos anti-cisticercos em amostras de LCR € considerada um
critério imporiante para o diagnéstico da neurocisticercose. Entretanto, a pesquisa de
anticorpos especificos em amostras de soros apresenta algumas vantagens: o soro € obtido
de uma maneira menos invasiva do que o LCR, estudos soroepidemiolégicos podem
mapear areas endémicas ¢ a pesquisa de anticorpos em amostras de soros pode ser Gtil em
estudos de reatividade cruzada.

No presente estudo, a eficacia de sete preparacOes antigénicas, quatro de cisticercos
de 7. solium (extratos brutos total-TsoW, de membrana-TsoMe, de liquido vesicular-
Tsol.V e de escolex-TsoEsc) e trés de cisticercos de 7. crassiceps (extratos brutos total-
TeraW, de membrana-TcraMe e de liquido vesicular-TcralV), foi avaliada para o
diagnostico sorologico da neurocisticercose usando uma técnica imunoenziméatica (ELISA)
quantitativa. Anticorpos IgG anti-cisticercos foram pesquisados em amostras de soros de 30
pacientes com neurocisticercose, 32 pacientes com outras infecges e 48 pessoas sadias. A
técnica TsoW-ELISA apresentou 83% de sensibilidade e 89% de especificidade, enquanto
que a sensibilidade e a especificidade da técnica TcraW-ELISA foram 67% e 86%,
respectivamente. As especificidades das técnicas TsoMe-ELISA, TsoEsc-ELISA e TcraMe-
ELISA foram, respectivamente, 91%, 89% e 78%, enquanto que a sensibilidade encontrada
para os trés ensaios foi 70%. O desempenho da técmica TsoLV-ELISA (80% de
sensibilidade; 93% de especificidade) foi similar ac desempenho da técnica TsoW-ELISA,
enquanto que o desempenho da técnica TcraLV-ELISA (77% de sensibilidade; 94% de
especificidade) foi superior ac desempenho da técnica TcraW-ELISA. Nenhuma das

preparacbes antigénicas utilizadas no presente estudo apresentou uma performance
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excepcional. Entretanto, considerando os resultados obtidos com todas as preparacdes
antigénicas, o liquido vesicular de cisticercos de T. solium e T. crassiceps pode ser 1til em
reacBes imunologicas para a detecgdo de anticorpos especificos em soros de pacientes com

neurocisticercose,
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A neurocisticercose, infecgio causada pela localizaciio do cisticerco da Taenia
solium no sistema nervoso central (SNC), é reconhecida como uma das causas mais
fregiientes de doengas neuroldgicas, constituindo um importante problema de salide plblica
em regides onde as condighes sanitarias sfo deficientes. Altas freqiiéncias da doenga tém
sido registradas em muitas regibes em desenvolvimento, incluindo o México, na América
do Norte, e varios paises da América Latina, Asia e Africa (MAHAJAN, 1982; EARNEST
ef al., 1987, AGAPEJEV, 1996, WHITE, 1997; ROMAN er al.,, 2000; SCIUTTO et al,
2000). No Brasil, a neurocisticercose € encontrada com elevada freqtiéncia nos Estados de
S#o Paulo, Rio de Janeiro, Parana, Minas Gerais, Espirito Santo, Goias e Cearad (SPINA-
FRANCA, LIVRAMENTO, MACHADOQ, 1993; AGAPEJEV, 1996; SOUZA et al., 1998,
TAKAYANAGUI & LEITE, 2001).

Estudos epidemiologicos indicam que quatro milhdes de pessoas no munde podem
estar infectadas com o cisticerco da 7. sofium (SCHANTZ, 1989; WHITE, 1997). No
Brasil, os estudos epidemiolégicos desta doenca restringem-se, na maioria das vezes, a
servigos especializados de neurclogia nas grandes cidades. Os trabalhos publicados indicam
elevadas taxas de letalidade e morbidade (0,2% a 7,5%) e ressaltam o alto custo dos
atendimentos aos pacientes (LANGE, 1940, SPINA-FRANCA, 1956; CANELAS, 1962;
GOBBI er al., 1980; TAKAYANAGUI & JARDIM, 1983; MACHADO, PIALARISSL
VAZ, 1988, TAKAYANAGUI & LEITE, 2001).

O homem, responsdvel pela manutengio do ciclo parasitario, € o unico hospedeiro
definitivo da 7. solium, eliminando diariamente proglotes cheias de ovos. Algumas vezes,
as proglotes podem romper-se dentro do intestino € os ovos sdo eliminados com as fezes. O
hospedeiro intermediario, normalmente o suino, torna-se infectado ingerindo os ovos
dispersos no meic. Estes, estimulados pela a¢io de acido gastrico ¢ fluidos intestinais,
liberam os embrides hexacantos que penetram a mucosa intestinal, caem na corrente
sanglinea, migrando, principalmente, para musculos ¢ cérebro, onde transformam-se em
cisticercos, num periodo de aproximadamente dois meses. O homem, ingerindo os ovos,
pode, também, tornar-se o hospedeiro intermediario da 7. solium. Na espécie humana, os
cisticercos localizam-se principalmente no SNC, misculo esquelético, tecido subcutineo e

olhos (MILLER, HEINER, GOLDBERG, 1983; WHITE, 1997; SCIUTTO et al., 2000).
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Em um periodo varidvel de meses a anos, os cisticercos entram em degeneragédo,
com conseqiiente fibrose e calcificagdo. A evolugio do cisticerco pode ser dividida em
quatro estagios. No primeiro estigio, conhecido como vesicular, o cisticerco ¢ formado por
uma vesicula de membrana fina preenchida por um liquido transliicido, contendo no seu
interior o escolex invaginado. O inicio da degeneragio do parasita, natural ou precipitada
pelos mecanismos imunologicos do hospedeiro, caracteriza o estagio coloidal. Nessa fase
observa-se a degeneragfio da membrana do parasita e opacificacdo do liquido vesicular. No
estagio seguinte, granular nodular, o parasita comega a diminuir de tamanho, sua parede
torna-se mais espessa e seu conteGdo transforma-se em granulos grosseiros, em
conseqiiéncia da deposicdo de sais de célcio. Na fase final, estagio nodular calcificado, o
cisticerco apresenta tamanho bastante reduzido em relagio ao primeiro estagio,
encontrando-se totalmente calcificado (PALACICS, LUJAMBIO, JASSO, 1997, CARPIO,
ESCOBAR, HAUSER, 1998, NOUJAIM ef al., 1999, SOTELO & DEL BRUTTO, 2000).

Os sintomas clinicos da neurocisticercose € eventuais seqiielas surgem, na maioria
das vezes, meses ou até anos ap6s o inicio da infecgfo. As manifestacOes clinicas da
infecgio sdo inespecificas e dependem, entre outros fatores, do niimero, tamanho e
localizagdo dos parasitas no SNC, do estagio evolutivo dos cisticercos € seus processos
reacionais sobre o hospedeiro e das respostas inflamatoria e imune do hospedeiro aos
parasitas (FLISSER, WOODHOUSE, LARRALDE, 1980; MILLER ef al., 1983; NASH &
NEVA, 1984; SOTELO, GUERRERO, RUBIO, 1985; DEL BRUTTO & SOTELO, 1988;
ZINI, FARRELL, WADEE, 1990, PITTELLA, 1997, WHITE, 1997, OSTROSKY-
ZEICHNER & ESTANOL, 1999; SOTELO & DEL BRUTTO, 2000). As manifestagdes
clinicas mais freqiientes sfo: crises epilépticas, sindrome de hipertensdo intracraniana,
meningite cisticercética, distirbios psiquicos e sindrome medular (SCHARF, 1988; DEL
BRUTTO, 1997; CARPIO e al, 1998; SCIUTTO et al, 2000; SOTELO & DEL
BRUTTO, 2000; TAKAYANAGUI & LEITE, 2001).

Entre os recursos utilizados para o diagnéstico da neurocisticercose destacam-se 0s
procedimentos de neuroimagem ¢ as técnicas imunoiogicas, realizadas com liquido
cefalorraquidiano (LCR) efou soro. A demonstragdo histologica do parasita, utilizando
biopsia, raramente ¢ utilizada para a confirmagdo do diagnéstico da neurocisticercose, pois

requer procedimento invasivo.
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Diagnéstico por neuroimagem

O diagnostico da neurocisticercose por neuroimagem tem sido realizado utilizando a
tomografia computadorizada {TC) ¢ a ressonincia magnética nuclear (RMN). Dos muitos
achados de neuroimagem obtidos com TC e RMN na neurocisticercose, somente a presenca
de lesdes cisticas bem definidas, nas quais ¢ possivel identificar o escolex do parasita sdo
consideradas patognoménicas (CARPIO et al,, 1998, DEL BRUTTO ez al, 2001). Outros
achados, como lesBes tinicas apresentando contraste anelar e calcificagbes, podem ser
observados em outras doencas do SNC, tais como neoplasias, granulomas causados por
fungos, tuberculomas e neurotoxoplasmose (DEL BRUTTO, 1999, GARG, KAR,
KUMAR, 2000; SOTELLO & DEL BRUTTO, 2000; DEL BRUTTO et al, 2001; GARG,
2002). Em termos comparativos, a RMN, além de fornecer uma avaliacic mais precisa da
reagio inflamatéria ao redor do cisticerco, permite uma melhor visnalizagho das lesGes
localizadas nas cisternas da base, na fossa posterior, nos ventriculos, no canal raguiano € na
medula espinhal. Entretanto, diferentemente da TC, a RMN apresenta baixa resolugo para
detectar pequenas calcificagBes parenquimatosas (PALACIOS er ai,, 1997, WHITE, 1997,
CARPIO ef al., 1998; SCIUTTO et al., 2000). Este fato € uma limitagdo importante, pois
muitos pacientes com neurocisticercose apresentam lesdes calcificadas como a Unica
evidéncia da doenca (WHITE, 1997; CARPIO et al., 1998). Mesmo com essas limita¢bes, a
TC ¢ a RMN tém sido consideradas técnicas confiaveis para o diagnostico da
neurocisticercose, fornecendo também informagdes uteis com relagdo ao prognostico e a
evolugio da infecgio. O alto custo dos aparelhos utilizados nos procedimentos de
neuroimagem, a dificil manutencdio técnica e os elevados gastos operacionais tém
dificultado 2 utilizacdo da TC e RMN nos paises em desenvolvimento, onde a incidéncia da
neurocisticercose é bastante alta. Diante disto, varios pesquisadores tém salientado a

importancia da pesquisa de anticorpos anti-cisticercos em amostras de LCR e/ou soro.

Diagnéstico baseado na pesquisa de anticorpos

Na pesquisa de anticorpos anti-cisticercos destacam-se as reagdes de fixagdo de
complemento (RFC), hemaglutinagio indireta (HI), imunofluorescéncia indireta (IFI) e as
imunoenzimaticas (ELISA e Imunoblot).
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Reacéo de fixagiio de complemento (RFC)

Em 1909, Weinberg, na Franga, padronizou a RFC com uma preparagio antigénica
de 7. hidatigena para a pesquisa de anticorpos. especificos em soros de carneiros
infectados. Em 1911, Moses, no Brasil, utilizou a RFC com antigenos de cisticercos de
7. solium para 2 detecgio de anticorpos em soro e LCR de pessoas com suspeita clinica de
cisticercose. A RFC, em amostras de soros, além de baixa sensibilidade, apresenta um
ntimero significativo de reacBes cruzadas com outras infecgdes parasitarias. No LCR, na
maioria dos estudos, a RFC tem apresentado sensibilidade variando de 70 a 90% ¢ uma
especificidade superior a 90% (REIS & BEI, 1958, REIS-FILHO, REIS, BEI, 1985;

SPINA-FRANCA ef al,, 1993; GARCIA, ORDONEZ, SOTELO, 1995; SALINAS ef al,,
1996).

Hemaglutinacio indireta (HI)

Proctor, Powell, Elsdon-Dew, em 1966, padronizaram a reagfo de HI, utilizando um
extrato bruto de cisticercos para o revestimento das hemacias. A HI apresenta maior
sensibilidade do que a RFC. Em amostras de LCR e soros, na maioria dos trabalhos, tém-se
obtido indices de sensibilidade e especificidade variando de 80 a 95% (LARRALDE er al.,
1986; NASCIMENTO, NOGUEIRA, TAVARES, 1987; PIALARISSI ef a/., 1987; UEDA
et al., 1988; SALINAS er al., 1996; FERREIRA ef al., 1997). Entre as vantagens da HI
destacam-se a facilidade de execu¢do, muito 0til em levantamentos soroepodemiologicos, €
seu baixo custo. Entretanto, pode ocorrer uma variabilidade significativa de resultados

quando diferentes lotes de hemécias revestidas com antigeno sdo utilizados.

Imunofluorescéncia indireta (IFI)

A primeira rea¢do de IFI para cisticercose foi descrita por Biagi & Pinhd, em 1964.
Na maioria dos estudos, a sensibilidade da reacdio de IFI tem variado de 79 a 97%, sendo a
especificidade superior a 90% (BASSI et al,, 1979, LIVRAMENTO, 1981; PIALARISSI
et al., 1987, SIMONETTI & TEIXEIRA, 1987). Entre as vantagens da técnica de IFL,
destacam-se a facilidade de execucdo e o baixo custo. Entre as desvantagens, destacam-se a
dificuldade de obtenclio de fragmentos do parasita com tamanhos similares para a fixagdo

nas ldminas de imunofluorescéncia e a subjetividade da lertura.
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Técnicas imunoenzimaticas (ELISA e Imunoblot)

A técnica ELISA permite o processamento simultdneo de um grande nimero de
amostras, sendo, portanto, uma alternativa pratica para o diagnéstico das doencas
infecciosas e parasitarias, incluindo a cisticercose. A primeira técnica ELISA utilizada para
o diagnostico da cisticercose foi descrita por Arambulo ef al., em 1978. As reagbes ELISA
+&m sido muito utilizadas para a pesquisa de anticorpos anti-cisticercos, sendo encontrados
em muitos trabaihos indices de sensibilidade e especificidade superiores a 90% (COSTA,
1986; LARRALDE et al., 1986; PIALARASSI ez al., 1987, VAZ & FERREIRA, 1988;
LARRALDE et al., 1990; GARCIA et al., 1995).

Em 1989, Tsang, Brand, Boyer, descreveram uma técnica de Imunoblot para ©
imunodiagnostico da neurocisticercose, utilizando uma preparagio antigénica composta de
glicoproteinas isoladas de um extrato bruto de cisticercos de 7. solium por cromatografia de
afinidade com Sepharose-Lentil-lectina. Varios autores tém salientado que essa € a técnica
mais confiavel para o imunodiagnostico da neurocisticercose {DEL BRUTTO, 1997; DEL
BRUTTO ef al., 2001). Entretanto, com relag3o 2 sensibilidade, o desempenho da técnica
com amostras de soros é superior ao obtido com amostras de LCR (WHITE, 1997, DEL
BRUTTO, 2002). No estudo inicial, a técnica de Imunoblot apresentou 98% de
sensibilidade e 100% de especificidade, quando testada com uma bateria de 111 soros ¢ 37
LCR de pacientes com neurocisticercose, 376 soros de pacientes com outras infecgOes e 54
soros de pessoas sadias (TSANG ef al, 1989). Posteriormente, Wilson et al. (1991),
pesquisando a presenca de anticorpos anti-cisticercos em amostras de soros e LCR de
pacientes apresentando nimero varidvel de cistos, em diferentes estagios de evolugio,
detectados por meio de TC e/ou RMN, mostraram que a sensibilidade da técnica Imunoblot
dependia do nimero e estagio evolutivo dos cisticercos no SNC. A técnica Imunoblot foi
positiva em 94% dos pacientes apresentando dois ou mais Cistos € em somente 28% dos
pacientes apresentando um unico cisto. A técnica foi tambem avaliada em amostras de
soros ¢ LCR de 35 pacientes apresentando somente cistos calcificados. Em cinco pacientes
apresentando somente um cisto calcificado, a técnica foi positiva em duas amostras de
soros e uma amostra de LCR. Em 30 pacientes apresentando dois ou mais cistos, a técnica
foi positiva em 27 amostras de soros ¢ 24 amostras de LCR. Convém salientar que o alto

custo e a dificil execucdo da técnica Imunoblot tém dificultado a sua utilizagio em muitos
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paises em desenvolvimento (PLANCARTE, FEXAS, FLISSER, 199%4; ITO et al., 1998,
GARG, 2002).

No final da década de 80, comegou haver dificuldade de obtengio de porcos
infectados com cisticercos da T solium. A possibilidade de escolha de um modelo animal,
de facil manutencdo em laboratério, como fonte alternativa de parasitas para a obtengdo de
antigenos para o imunodiagndstico da neurocisticercose, surge a partir de observagbes da
ocorréncia de antigenos comuns entre as 7aenias, entre elas a 1. crassiceps, um parasita
comum de raposas, cuja forma larvaria pode ser encontrada em pequenocs roedores
(FREEMAN, 1962). A partir de 1990, surgiram vérias publicagdes ressaltando a utilidade
de preparagbes antigénicas de cisticercos da . crassiceps para © diagnostico de
neurocisticercose (LARRALDE et al., 1990, GARCIA ef al,, 1995; VAZ et al., 1996; DEL
BRUTTO, 1997, SOTELCO & DEL BRUTTO, 2000). Entre as vantagens, 05 autores
salientam o alto indice de reagBes cruzadas observadas entre antigenos de cisticercos de
T. solium e T. crassiceps, a raridade da infecglio por 7. crassiceps na espécie humana e a
possibilidade de obtengdo de grandes quantidades de cisticercos da 7. crassiceps, utilizando
o modelo laboratorial de infeccdo adaptada em camundongo. Por causa da rapida
reproducdo, em poucos meses milhares de cistos sdo obtidos na cavidade peritoneal de um
Gnico camundongo previamente infectado (KUNZ et al., 1989; GARCIA ef al., 1995).

Um grande nimero de preparagdes antigénicas de cisticercos tem sido utilizado em
técnicas imunoenzimaticas para o imunodiagnéstico da neurocisticercose, incluindo
extratos brutos do parasita (total) e de seus componentes: membrana, escolex e liquido
vesicular (ARAMBULO er al., 1978, CORONA et al, 1986, TSANG et al., 1989;
LARRALDE et al, 1990; ITO et al, 1998, BUENO et al, 2000; SOTELO & DEL
BRUTTO, 2000).

A maioria dos testes ELISA utilizados para o imunodiagnostico da neurocisticercose
sio qualitativos ou, no maximo, semi-quantitativos. Uma reacio imunoenzimatica
quantitativa para a pesquisa de anticorpos especificos requer que todos os reagentes
utilizados, exceto aquele sendo testado, estejam presentes em excesso. Na padronizagio da
reagdo, ¢ essencial que a atividade enzimética seja medida durante a porgdo iinear da
reacdo, quando a concentragdo do substrato ¢ muito maior do que a concentragio da

enzima. A padronizagio da técnica envolve, também, a utilizagdo de padrBes positivos que
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devem ser utilizados em todas as placas de reacfo, devendo a reatividade da amostra sendo
testada ser expressa em relacdo aos mesmos (HANCOCK & TSANG, 1986; MADDISON,
1987).

A deteccio de anticorpos anti-cisticercos em amostras de LCR tem sido considerada
um critéric importante para ¢ diagnéstico da neurocisticercose {(DEL BRUTTO &
SOTELO, 1988; DEL BRUTTO et af, 2001; KATTI, 2002). Entretantc, a pesquisa de
anticorpos especificos em amostras de soros apresenta algumas vantagens: o soro € obtido
de uma maneira menos invasiva do que o LCR, estudos soroepidemioldgicos podem
mapear 4reas endémicas e a pesquisa de anticorpos em amostras de soros pode ser Util em
estudos de reatividade cruzada.

Considerando o elevado nimero de casos de neurocisticercose registrado nos
altimos anos € a complexidade do diagnéstico clinico, este estude foi motivado pela
necessidade de aumentar a eficiéncia do imunodiagnéstico da neurocisticercose. At€ o
presente momento, existe um nimero reduzido de trabalhos avaliando simultaneamente
preparagdes antigénicas de cisticercos de T solium e 7. crassiceps para o imunodiagnéstico
da neurocisticercose. O presente trabalho tem como objetivo comparar a eficiéncia de
preparagdes antigénicas obtidas de cisticercos de 7. solium (extratos brutos total, de
membrana, de liquido vesicular e de escolex) e de T. crassiceps (extratos brutos total, de

membrana ¢ de liquido vesicular) para o diagnéstico sorologico da neurocisticercose,

utilizando uma técnica ELISA quantitativa.
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Abstract

The usefulness of seven cysticercal antigen extracts, four from 7. solium cysticerci
{whole parasite-TsoW, membrane-TsoMe, vesicular fluid-TsoVF and scolex-TsoSc) and
three from 7. crassiceps cysticerci (whole parasite-TcraW, membrane-TeraMe and
vesicular fluid-TeraVF), for serodiagnosis of neurocysticercosis was evaluated using an
enzyme-liniked immunosorbent assay (ELISA). Cysticercus-specific IgG were screened in
serum samples from 30 patients with neurocysticercosis, 32 patients with other infections
and 48 healthy persons. The TsoW-ELISA showed 83% sensitivity and 89% specificity,
whereas the sensitivity and specificity of the TcraW-ELISA were 67% and 86%,
respectively. The specificities for the TsoMe-ELISA, TsoSc-ELISA and TcraMe-ELISA
were, respectively, 91%, 89% and 78%, whereas the sensitivity for all three assays was
70%. The performance of the TsoVF-ELISA {80% sensitivity; 93% specificity} was similar
to that of the TsoW-ELISA, whereas the performance of the TeraVF-ELISA (77%
sensitivity; 94% specificity) was superior to that of the TcraW-ELISA. None of the antigen
preparations from 7. solium and 7. crassiceps cysticerci used in this study showed
outstanding performance for the serodiagnosis of neurocysticercosis. However, considering
the results obtained with the seven antigen preparations, vesicular fluid from 7. solium and
T. crassiceps cysticerci may be useful for detecting specific antibodies in sera from patients

with neurocysticercosis.
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1. Introduction

Neurocysticercosis is an important health problem in many Asian, African and Latin
American countries with inadequate sanitary conditions, as well as in some industrialized
nations with a high immigrant population from disease-endemic areas (Agapejev, 1996;
Eamnest et al., 1987; Roman et al., 2000; Sciutto et al., 2000; White, 1997).

The clinical signs and symptoms of neurocysticercosis are variable and nonspecific,
and depend upon the cyst load, the topographic localization of cysts, the parasite's
biological state and the host's immune response (Del Brutto & Sotelo, 1983; Pittella, 1997,
Sciutto et al., 2000; Sotelo et al,, 1985; White, 1997; Zini et al., 1990). Thus, a definitive
diagnosis of neurocysticercosis should always be considered in an epidemiological context
and confirmed by diagnostic criteria, including a histological demonstration of the parasite
in a biopsy of the involved tissue, evidence of cystic lesions showing the scolex or other
lesions suggestive of cysticercosis in neuroimaging studies, and positive immunological
tests in cerebrospinal fluid {CSF) and/or serum samples (Del Brutto et al., 2001; White,
1997). Parasitological confirmation of 7. solium cysts by biopsy of a brain lesion is rarely
indicated or possible to perform. Neuroimaging techniques such as computed tomography
(CT) and magnetic resonance imaging (MRI) have been recognized as the “gold standard”
for neurocysticercosis (Sciutto et al., 2000). However, in many cases, these techniques may
not provide a definitive diagnosis of neurocysticercosis because the complex pathological
processes of this disease in the CNS often mimic other infectious or non-infectious diseases
(Couldwell et al, 1995; Del Brutto, 1999; Garg et al, 2000; Palacios et al., 1997).
Moreover, because of their high cost, these sophisticated procedures are rarely available in
many areas of endemicity in developing countries.

Several tests have been used for the immunodiagnosis of neurocysticercosis,
including complement fixation (CF), indirect immunofluorescence (ITF), indirect
hemagglutination (IH), enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and enzyme-linked
immunoelectrotransfer blot (EITB) assay (Miller et al., 1983; Pialarissi et al., 1987, Spina-
Franca et al, 1993; Takayanagui & Leite, 2001; Tsang et al, 1989). A positive
immunological test for 7. solium cysticercal antigens in CSF samples has been considered
an important criterion for the diagnosis of neurocysticercosis (Del Brutto & Sotelo, 1988;

Del Brutto et al., 2001). However, the use of serum sampies for the immunodiagnosis of
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neurocysticercosis has some advantages: serum can be obtained in a less invasive manner
than CSF, serum epidemiological studies can map areas of endemicity, and serum analysis
can be very useful for cross-reactivity studies.

Currently, the most reliable immunological test for the immunodiagnosis of
neurocysticercosis is an EITB assay done with serum samples using glycoprotein (GP)
antigens prepared by lectin-affinity chromatography from an extract of intact 7. solium
cysts. However, EITB is an expensive and complex techmigue for use in routine
laboratories or in epidemiological studies, especially in developing countries where
neurocysticercosis is endemic. With the exception to EITB, the performance of ELISA is
superior to other techniques used for the immunodiagnosis of neurocysticercosis. However,
the characteristics of the ELISAs used to detect specific antibodies in neurocysticercosis
make it difficult to compare results obtained by different laboratories.

In many couniries, pigs naturally infected with 7. solium larvae are difficult fo
obtain, a fact that has stimulated the search for alternative sources of antigens for the
immunodiagnosis of neurocysticercosis. The larval form of the related species 7. crassiceps
strain ORF, which reproduces asexually by intraperitoneal passage through BALB/c mice,
has been used as a source of antigens for the detection of anti-cysticercus antibodies in
immunological tests (Bueno et al., 2001; Garcia et al., 1995; Larralde et al., 1990; Sotelo &
Del Brutto, 2000; Vaz et al., 1996).

So far, there is no agreement on the best antigen preparation to use in ELISA for
neurocysticercosis. Some authors have used crude extracts of whole 7. solium or
T, crassiceps cysticerci, whereas others have used crude extracts from particular
components of the parasites (scolex, membrane, vesicular fluid) or even purified antigens.
In this paper, the usefulness of seven cysticercal antigen extracts, four from T. solium
cysticerci {whole parasite-TsoW, membrane-TsoMe, vesicular fluid-TsoVF and scolex-
TsoSc) and three from T. crassiceps cysticerci (whole parasite-TcraW, membrane-TcraMe
and vesicular fluid-TcraVF), for the serodiagnosis of neurocysticercosis was evaluated

using an ELISA procedure.
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2. Materials and methods

All chemicals were reagent grade or better and, unless otherwise stated, were

obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

2.1. Cysticercal antigens

7. solium cysticerci were obtained from a heavily infected, freshly slaughtered pig.
Larval 7. crassiceps (strain ORF) were kindly supplied by Dr. Adelaide Vaz (Instituto
Adolfo Lutz, S8o Paulo, Brasil) and the parasites were maintained by the intraperitoneal
inoculation of cysts into female Balb/c mice 8 to 12 weeks old. After S0 days, the cysticerci
were harvested from the peritoneal cavity by washing with sterile 0.15 M phosphate-
buffered saline, pH 7.2 (PBS). Seven cysticercal antigens TsoW, TsoMe, TsoVF, TsoSc,
TeraW, TcraMe and TcraVE were prepared with T, solium and T. crassiceps cysticerci.

Intact 7. solium and T. crassiceps cysticerci were washed extensively with sterile
PBS and aliquotted in plastic tubes for freezing (whole cysticerci) or in Petri dishes for the.
collection of vesicular fluid, membranes and scoleces. The parasites in Petri dishes were
ruptured individually with the aid of two needles, and the vesicular fluid released was
collected with a Pasteur pipette and tranferred to centrifuge tubes. The fluid was then
centrifuged at 10,000 x g for 30 min at 4°C and the supernatants were sonicated for 1 min
(30s sonication/30s pause) in an ice-water bath using a Branson Sonicator (model SX 30} at
a power setting of three with a 20% pulse duty cycle. After sonication,
phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) and leupeptin were added to the TsoVF and
TcraVF to give final concentrations of 5 mM and 0.0025 mM, respectively, and the
preparations then stored in aliquots at — 80°C. After removing the vesicular fluid from
T. solium cysticerci, the scoleces and membranes were separated by dissecting the parasites
with a scalpel. The scoleces and membranes of 7. solium cysticerci and the membranes of
T. crassiceps cysticercl were washed extensively with PBS and stored at — 80°C until used.

The same procedure was used for the preparation of TsoW, TsoMe, TsoSc, TcraW
and TcraMe. Frozen cysts, membranes and scoleces were quickly thawed and resuspended
in approximately three volumes of PBS containing 5 mM PMSF and 0.0025 mM leupeptin
and the materials then homogenized in an ice-water bath using a Polytron® homogeneizer

(Brinkmann Instruments, Inc., Westbury, USA) equipped with a PT-20 ST probe (three 30s
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pulses at speed 3 with 30s intervals between pulses). The homogenates were then sonicated
for 3 min (1min sonication/lmin pause) in an ice-water bath using a Branson Sonicator at a
power setting of three with a 20% pulse duty cycle. Protease inhibitors (PMSF and
leupeptin) were subsequently added to the sonicated material at the concentrations
described above and the suspensions then stirred gently for 2 h at 4°C. Centrifugation of the
homogenates at 15,000 x g for 60 min at 4°C resulted in 2 white floating layer followed by
a clear supernatant and finally the pellet. After removing the floating layer with a Pasteur
pippete, the supernatants were collected and filtered through 0.45 pm filters (Millex filters,
Millipore Corporation, Bedford, USA). The protein concentration of the antigen extracts
was determined by the method of Bradford (1976), after which the preparations were
aliquotted and stored at — 80°C until used.

2.2. Human serum pools

A human serum pool positive for cysticercosis (CYSP) was prepared by mixing
equal parts of sera from seven patients with parasitologically confirmed cysticercosis who
had a positive ELISA for T. solium and T. crassiceps cysticerci antigens. The CYSP was
initially used to determine the optimal reagent concentrations in ELISA and subsequently
as a standard in each ELISA plate. A normal human serum (NHS) pool served as a negative
control in the ELISA. The NHS pool was prepared by mixing equal parts of sera from 10
healthy subjects who had never lived in or travelled to endemic areas and had no clinical or

serological evidence of cysticercosis.

2.3. Determination of optimal reagent concentrations

The ELISA procedure was standardized using excess amounts of all reagents except
the one being tested. For antigen titration, increasing amounts of antigen (0.1 to 8.0 pg
protein/ml) were used. The optimal concentration of the conjugate (affinity-purified goat
anti-human IgG labeled with peroxidase) was based on titration experiments using human

IgG-coated polystyrene plates.
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2.4. Linearity of substrate conversion

The linearity of substrate conversion was determined using the CYSP diluted 1:100
and 1:500. The rate of substrate conversion was assessed afier 1, 2.5, 5, 10, 15, 20 and 30

min of incubation at room temperature.

2.5. ELISA

The ELISA was done as previously described (Siiva et al., 2000), with few
modifications. Briefly, cysticercal antigens, diluted to 3 ug protein/ml in 0.1 M carbonate-
bicarbonate buffer, pH 9.5, were used to sensitize wells of U-bottomed ELISA plates
(Corning, NY, USA). After sensitization for 1 h at room temperature and 14 h at 4°C, the
wells were washed twice with PBS containing 0.1% (v/v) Tween 20 (PBS-Tween) after
which 100 ul of 0.1% bovine serum albumin {(BSA) in PBS were added to the wells. After
incubation for 30 min at room temperature, the wells were washed once with PBS-Tween,
and 100 ul of each serum sample diluted 1:100 in PBS-Tween containing 1% BSA were
added to the wells. After a further 1 h incubation at room temperature and washing four
times with PBS-Tween, 100 ul of the conjugate diluted 1:700 in PBS-Tween were added to
the wells and the plate was incubated for 1 h at room temperature followed by washing with
PBS-Tween, as previously described. Immediately after washing, 100 pl of the substrate
system (o-phenylenediamine-OPD/H;0;), were added to the wells. Five minutes after the
addition of substrate, 50 ul of 4 N H2S0,4 were added to each well to stop the reaction and
the resulting absorbances were then measured at 492 nm using an ELISA reader (Spectra
SLT, SLT Instruments, Austria). Each serum sample and the positive reference pool
(CYSP) were tested in triplicate with the seven antigen preparations in the same plate and
the mean absorbances determined. The final optical density (OD) for each serum sample
and for CYSP was determined by subtracting the mean OD of the three antigen controls in
the corresponding plate. The results were expressed as an antibody index (Al) by dividing
the final OD of the serum sample by the final OD of the CYSP. The cut-off value for the
ELISA was determined using the highest J index (Youden, 1950). The J index was
calculated for cut-off values ranging from 0.10 to 0.70 Al at 0.5 intervals. The formuia for
this index is: J=(a/b) + (¢/d) ~ 1, where a is the number of subjects infected with a positive
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serology, b is the total number in the infected group, ¢ is the number of uninfected with
negative serology, and d is the total number in the uninfected group.

2.6. Serum samples

A collection of 110 serum samples was screened. The samples were grouped as
follows: sera from patients with neurocysticercosis (n=30), syphilis (n=6), toxoplasmosis
(n=6), Leishmamia downovani infection (n=3), Schistosoma mansoni infection {(n=4),
Schistosoma haematobium infection (n=2), cytomegalovirus infection (n=2), infectious
mononucleosis (n=3), hepatitis A (n=2) and B (n=4) virus infection, and normal serum
samples {n=48). All of the patients with neurocysticercosis were attended at the University
Hospital of the State University of Campinas (Campinas, S3o Paulo, Brazil) and had CT
and/or MRI scans compatibie with neurocysticercosis. The serum samples from patients
with other infections were obtained from individuals who never lived in or travelled to
areas endemic for cysticercosis. The normal sera were obtained from healthy persons with

no clinical and epidemiological evidence of infection by T. solium.
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3. Results

On the basis of antigen titration for the seven cysticercal antigens, an excess antigen
concentration was achieved at concentrations of 1.5 to 2 pg protein/ml. All assays requiring
an antigen excess were done with 3 pg protein/ml. Conjugate excess occurred at dilutions
lower than 1:1000. All assays requiring a comjugate excess were done using a conjugate
dilution of 1:700. Linearity studies showed that the rates of substrate conversion were linear
for at least 10 min for CYSP dituted 1:100 and 1:500. Additional experiments were done
with the NHS pool to select the best substrate time. A 5 min incubation was chosen because
this provided the best color contrast between positive and negative reactions.

Thirty serum samples from patients with neurocysticercosis, 32 serum samples from
patients with other infections and 48 serum samples from healthy persons were tested by
ELISA using seven cysticercal antigen extracts, four from 7. sofium cysticerci (TsoW,
TsoMe, TsoVF and TsoSc) and three from 7. crassiceps cysticerci (TeraW, TeraMe and
TeraVF). The ELISA resuits for all of the serum samples tested are shown in Figure 1. The
cut-off values for the assays, determined by the highest J index, ranged from 0.15 to 0.65
(TsoW=0.40; TsoMe=0.50, TsoVF=0.20; TsoSc=0.60; TcraW=0.50; TcraMe=0.55;
TeraVF=0.50). Table 1 summarizes the performances of the assays with different
cysticercal antigens. The ELISA done with a whole extract from T. solium cysticerci
(TsoW-ELISA) showed 83% sensitivity and 89% specificity, whereas the sensitivity and
specificity of the assay done with a whole extract from 7. crassiceps cysticerci (TcraW-
ELISA) were 67% and 86%, respectively. In the 30 serum samples from patients with
neurocysticercosis, 20 were positive by TsoW-ELISA and TcraW-ELISA and five were
positive only by TsoW-ELISA. Seven serum samples from patients with other infections
(one syphilis, one S. mamsoni infection, two hepatitis B virus infections and three
toxoplasmosis) cross-reacted with the TsoW and TcraW antigen preparations. In addition,
one viral hepatitis A serum sample and one serum sample from a healthy person were
cross-reactive with TsoW, whereas two serum samples from patients with other infections
(one cytomegalovirus and one infectious mononucleosis) and one serum sample from a
healthy person cross-reacted with TcraW. The specificities for the TsoMe-ELISA, TsoSc-
ELISA and TcraMe-ELISA were, respectively, 91%, 89% and 78%, whereas the sensitivity
for all three assays was 70%. The TsoVF-ELISA showed 80% sensitivity and 93%
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specificity, whereas the sensitivity and specificity of the TcraVF were 77% and 94%,
respectively. Four serum samples from patients with other infections (syphilis,
toxoplasmosis, infectious mononucleosis, hepatitis B- virus infection) were cross-reactive
with the TsoVF and TcraVF antigen preparations. In addition, one serum sample from a
8. haematobium infection and one serum sample from a cytomegalovirus infection cross-
reacted with TsoVF, whereas one serum sample from a healthy person cross-reacted with
TeraVE.
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4. Discussion

Neurocysticercosis is an important cause of neurological disease in many
developing coumtries. The clinical diagnosis of neurocysticercosis is impaired by the
polymorphism and nonspecificity of the symptoms. Neuroimaging techniques have
contributed to a more accurate diagnosis and a better understanding of the pathophysiology
of neurocysticercosis (Del Brutto, 1999; Noujaim et al., 1999; Palacios et al. 1997; White
1997). However, because of their high cost and restricted availability, these procedures may
be of limited use in developing countries with high rates of infection. In these
circumstances, the detection of cysticercus-specific antibodies is of considerable value for
the diagnosis of neurocysticercosis.

Few reports have simultaneously compared the usefuiness of antigen preparations
from whole 7. solium and/or T. crasisseps cysticerci, membranes, scoleces and vesicular
fluid for the serodiagnosis of neurocysticercosis. Nascimento and Mayrink (1984)
evaluated the use of antigens from 7. solium oysts in the immunodiagnosis of
neurocysticercosis by an IH test. The crude extract prepared from scoleces and a purified
fraction obtained from this extract by ion exchange chromatography (SPA) were more
specific than whole cyst, vesicular fluid and membrane antigens. Using serum samples
from patients with neurocysticercosis, the sensitivities of the IH tests done with the crude
scolex extract and SPA were 80% and 84%, respectively. Nascimento et al. (1987) showed
that SPA improved the serological distinction between infected and uninfected patients in
I€1 and ELISA tests. In the TH, serum antibodies were detected in 73% of the cases when a
crude antigen extract (CAE) from whole 7. solium cysticerci was used and 86% using SPA.
In ELISA, 63% of patients were positive when CAE was used and in 91% using SPA.
Costa (1986) studied the usefulness of five antigens from I. solium cisticerci for the
serodiagnosis of neurocysticercosis using ELISA and a serum battery with 182 serum
samples (35 from patients with neurocysticercosis, 57 from patients with other infections
and 90 from supposedly healthy blood bank donors). The ELISA sensitivity was 88.6% for
vesicular fluid, membrane and scolex antigens, 85.7% for a saline whole extract and 62.8%
for an alkaline whole extract, whereas the specificity was 100% for all five antigens
studied. Larralde et al. (1986), using IH and ELISA with vesicular fluid from 7. sofium

cysticerci as antigen, detected specific antibodies in samples from infected persons with
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95% sensitivity in a nonendemic area, and 80-90% in an endemic area. Baily et al. (1988),
using an ELISA with antigens prepared from vesicular fluid, scolex and the cyst wall of
7. solium cysticerci, showed that the sera from patients with proven neurocysticercosis
were most reactive using vesicular fluid and least reactive using cyst wall antigens.
Morakote et al. (1992) evaluated an ELISA with an extract from scoleces and membranes
(ELISA-CS) and vesicular fluid (ELISA-CF) from 7. solium cysticerci for the
serodiagnosis of neurocysticercosis. Using 32 serum samples from patients with
neurocysticercosis and 30 serum samples from subjects with other parasitosis, the ELISA-
CS showed 78.1% sensitivity and 93.3% specificity, whereas the sensitivity and specificity
of the ELISA-CF were 81.3% and 100%, respectively. Dekumyoy et al. (2000), using an
ELISA done with vesicular fluid from 7. solium cysticerci, found a sensitivity of 90.5% for
21 sera from patients with neurocysticercosis and 89.3% specificity for 234 sera from
subjects with other parasitic infections.

.. . The increasing difficulty in obtaining cysticerci from parasitized pigs and the
extensive sharing of antigens between 7. solium and T. crassiceps, have led several groups
to evaluate the possibility of substituting antigens from 7. solium cysts with those from the
laboratory-adapted murine cestode 7. crassiceps strain ORF for the immunodiagnosis of
neurocysticercosis. Kunz et al. (1989) evaluated the performance of ELISA with vesicular
fluid from 7. solium (Tso-ELISA) and T. crassiceps (Tcra-ELISA) and showed that both
assays were sensitive enough to detect antibodies in all cysticercosis sera tested, although a
higher-intensity reading was observed with the Tso-ELISA. Larralde et al. (1990) showed
that membrane and vesicular fluid antigens from 7. crassiceps cysts performed as equally
well as their analogs in 7. solium cysts in an ELISA used to detect cysticercal antibodies in
CSF samples from patients with neurocysticercosis. This publication stimulated several
other reports dealing with the evaluation of the usefulness of vesicular fluid from
T. crassiceps cyticerci in immunoenzymatic reactions (ELISA and immunoblotting) for
detecting anticysticercal antibodies in CSF and/or serum samples. Bueno et al. (2000)
screened serum samples from patients with neurocysticercosis, individuals with other
parasitoses, and presumably healthy persons by ELISA with 7. crassiceps vesicular fluid
antigen (Tcra-ELISA) and 7. solium total saline antigen (Tso-ELISA). The Tcra-ELISA
and Tso-ELISA showed 91.2% and 70.6% sensitivities, respectively, with 80% specificity
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for both assays. Bueno et al. (2001) compared the efficiency of vesicular fluid from
T. crassiceps cysticerci (Tcra-ELISA) and an antigen preparation from the scolex and
membrane of 7. solium cysticerci (Tso-ELISA) in an ELISA for the serodiagnosis of
neurocysticercosis. The sensitivity of both assays was 100%, whereas the specificities of
Tera-ELISA and Tso-ELISA were 96.7% and 0%, respectively.

In the present study, the usefulness of seven antigen preparations, four from
7. solium cisticerci {whole parasite extract-TsoW, membrane-TsoMe, vesicular fluid-
TsoVF and scolex-TsoSc), and three from 7. crassiceps cisticerci (whole parasite extract-
TeraW, membrane-TeraMe and vesicular fluid-TeraVF), were evaluated using ELISA
Four serum samples were negative with all of the seven antigens. All of these patients had
been followed up for 2 to 5 years, with neuroimaging studies and ELISA results for CSF
samples compatible with neurocysticercosis. Several studies have shown that
immunoenzymatic tests for neurocysticercosis are less likely to react in patients with
calcified cysts than in those with noncalcified parasites (Baily et al., 1988; Chang et al,
1988; Espinoza et al., 1986; Pammenter & Rossouw, 1987; Wilson et al,, 1991). Of the four
serum samples that did not react with any antigens, one was from a patient with calcified
cysts. Considering the ELISA results with the whole cysticercal extracts, the TsoW-ELISA
showed a superior performance, mainly in terms of sensitivity. Five serum samples from
patients with neurocysticercosis were positive by TsoW-ELISA and negative by TcraW-
ELISA. Two of these five serum samples were from patients presenting calcified cysts. The
FLISA done with membrane extracts from cysts of 7. sofium (TsoMe-ELISA) and T.
crassiceps (TcraMe-ELISA) and the scolex extract from 7. solium cysts (TsoSc-ELISA)
showed a low performance. The specificities for the TsoMe-ELISA, TsoSc-ELISA and
TcraMe-ELISA were, respectively, 91%, 89% and 78%, whereas the sensitivity for all three
assays was 70%. The performance of the TsoVF-ELISA (80% sensitivity; 93% specificity)
was similar to that of the TsoW-ELISA (83% sensitivity; 89% specificity), whereas the
performance of the TcraVF-ELISA (77% sensitivity, 94% specificity) was superior to that
of the TcraW-ELISA (67% sensitivity; 86% specificity).

The greatest difficulty in serological tests for neurocysticercosis has been the cross-
reactivity between cysticercal antigens and serum antibodies from patients with other

infections. When whole exiracts from 7. solium cysticerci are used in ELISA reactions, a
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significant number of cross-reactions may occur with serum from other infections such as
echinococcosis, schistosomiasis, fascioliasis, angiostrongyliasis, ascariasis, filariasis,
toxoplasmosis and Hymenolepes nana infection (Arambulo et al,, 1978; Dekumyoy et al,,
1998; Diaz et al., 1992; Diwan et al., 1982; Ng & Ko, 1994; Silva et al,, 2000).

In the present study, cross-reactions with TsoW and TcraW antigens were observed
with serum samples from patients with syphilis, S. mansoni infection, viral hepatitis B
infection and toxoplasmosis. Cross-reactions with only TsoW were observed in one patient
having viral hepatitis A, whereas cross-reactions with only TcraW were observed in one
patient with a cytomegalovirus infection and one patient with infectious mononucleosis. In
addition, two serum samples from healthy persons reacted with the whole extracts, one with
TsoW and the other with TeraW. These persons had no evidence of cysticercosis and the
cause of positivity is still uncertain.

Our results confirmed that vesicular fluid from 7. sofium and T. crassiceps
cysticerci may be useful in immunological reactions for the serodiagnosis of
neurocysticercosis. However, cross-reactions with serum samples from patients with
syphilis, toxoplasmosis, infectious mononucleosis and hepatitis B virus infections were
detected with TsoVF and TcraVF. Cross-reactions with only TsoVF were observed with
one serum sample from a cytomegalovirus infection and one serum sample from a
S, haematobium infection. One serum sample from a healthy person was also reactive with
TeraVF. This person had no evidence of cysticercosis and the cause of positivity is still
uncertain. Other studies have shown that components in the vesicular fluid from 7. solium
cysticerci are recognized by serum samples from patients with other infections, including
echinococcosis, onchocercosis, gnathostomiasis, strongyloidiasis, angiostrongyliasis,
ascariasis and toxocariasis (Dekumyoy et al., 2000; Morakote et al., 1992; Ng & Ko, 1994;
Zini et al., 1990).

Variations in the performances of immunological tests for the diagnosis of
neurocysticercosis are expected and are probably related to factors such as the criteria used
for the selection of patients with neurocysticercosis and other infections as well as healthy
persons, the heterogeneity of the patients with neurocysticercosis, the time of blood or CSF
sampling relative to the onset of infection, the number, localization and stage of parasite

development, the immune status of the patients at the time of blood or CSF collections, the
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intrinsic properties of the techniques used for antibody detection, and the methods of
expressing the results and calculating the cut-off value.

In this study, the J index was used for defining the cut-off value. A common method
for calculating the cut-off level is to use the mean of the results obtained with healthy
controls plus two standard deviations. Using this approach, different sensitivity values were
observed only with the TsoMe-ELISA (73%) and TeraMe-ELISA (63%). With the
exception of the TcraMe-ELISA which showed 84% specificity, all the other assays
showed specificity values (80% to 86%) lower than those obtained with the J index cut-off
value.

The incorporation of a positive serum standard for cysticercosis (CYSP), which was
tested with all seven antigen preparations in every plate, and the expression of results as an
antibody index (Al = serum sample OD/CYSP OD) greatly reduced the variability in the
reactivity of the ELISA. The production and availability of a positive standard for
cysticercosis by an international institution and its inclusion in immunological reactions
such as ELISA could allow a more reliable comparison of the results obtained by different
laboratories.

In conclusion, none of the antigen preparations from I. solium and I. crassiceps
cysticerci used in this study showed outstanding performance for the serodiagnosis of
neurocysticercosis. However, considering the results obtained with the seven antigen
preparations, vesicular fluid from 7. solium and T. crassiceps cysticerci may be useful for

detecting specific antibodies in sera from patients with neurocysticercosis.
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Table 1. Performance of ELISA with different cysticercal antigen preparations

Antigen Cut-off (Al} Sensitivity (%) Specificity (%)
TsoW 0.40 83 89
TsoMe 0.50 70 o1
TsoVF 0.20 80 93
TsoSc 0.60 70 89
TeraW 0.50 67 86
TcraMe G.55 70 78
TeraVF 0.50 77 04

Tso, Taenia solium; Tcra, Taenia crassiceps, W, whole parasite; Me, membrane

VF, vesicular fluid; Sc, scolex. Al=antibody index.
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A neurocisticercose destaca-se entre as doengas inflamatdrias crénicas do SNC pela
alta incidéncia, pela gravidade das lesbes, pela falta de manifestacdes clinicas

patognomoénicas, pela dificuldade de estabelecimento do diagndstico e pela dificuldade

terapéutica.

No SNC, os cisticercos podem se alojar no parénquima, espago subaracnoideo,
sistema ventricular ou medula espinhal. As manifestacBes clinicas da neurocisticercose sio
usualmente resultantes do efeito mecinico de compressio de estruturas nervosas ¢ de
processos obstrutivos causados pelos parasitas e das respostas inflamatéria e imune do
hospedeiro (FLISSER e7 af., 1980; NASH & NEVA, 1984; DEL BRUTTO & SOTELQ,
1988; WHITE, 1997, OSTROSKY-ZEICHNER & ESTANOL, 1999; SOTELO & DEL
BRUTTO, 2000). Alieragles compressivas podem ser resultantes do efeitc de massa
produzido por um cisticerco volumoso ou de varios cisticercos pequenos. Processos
obstrutivos causados por cisticercos localizados nos ventriculos ou no espago
subaracnoideo podem resultar no bloqueio da circulago do LCR. Ao se instalar no SNC, a
oncosfera provoca uma reacio inflamatéria discreta. A reacdo inflamatdria mais intensa €
observada com a morte do cisticerco, quando ha a liberacio de substidncias imunogénicas.
Nesta fase, ha recrutamento de linfocitos, eosindfilos, granuldcitos e plasmocitos, podendo
haver alteracBes na barreira hematoencefalica, determinando manifestacGes clinicas e
sinalizacgo liquorica, com repercussdes nos procedimentos de neuroimagem e nos testes de
analise do soro e/ou LCR (LIVRAMENTO, 1987, WHITE, 1997, CARPIO et al., 1998;
OSTROSKY-ZEICHNER & ESTANOL, 1999). A resposta imune do hospedeiro é muito
heterogénea, com diferentes graus de intensidade, podendo ocorrer inclusive tolerincia

imunoldgica ao parasita (FLISSER ef al., 1980, WHITE, 1997, CARPIO et al., 1998).

O diagnostico da neurocisticercose ¢ baseado em dados clinicos, epidemioldgicos,
laboratoriais € de irnagem. Os procedimentos de neuroimagem e as técnicas laboratoriais de
analise do soro e/ou LCR melthoraram a precisfo do diagnéstico, fornecendo informaces
da localizagBio dos cisticercos, do grau de reagio inflamatdéria e da resposta imune

especifica do hospedeiro.

A TC e RMN permitem a visualizacdo do cisticerco ou de estruturas comparaveis

em tamanho ao parasita, auxiliande no diagndstico, no prognéstico € no acompanhamento
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da evolugio da infeccdo. Em virtude das limitagSes técnicas da TC e RMN, alguns autores
sugerem que os dois procedimentos se complementam, devendo, sempre que possivel, ser
utilizados em conjunto nos pacientes com suspeita clinica de neurocisticercose {(SCIUTTO
et. al, 2000). O namero de casos diagnosticados de neurocisticercose tem aumentado
significativamente nos Ultimos anos, devido & utilizagdio dos exames de neurcimagem.
Entretanto, esses procedimentos s8oc muito sofisticados ¢ inacessiveis 2 maioria dos centros
de saide de paises em desenvolvimento que, no ¢aso, s3o os mais afetados pela infecgio
com 7. solium. Deste modo, as técnicas de anélise do LCR e soro tém grande utilidade para

o diagndstico e estudos epidemioldgicos da neurocisticercose.

A detecgio de anticorpos anti-cisticercos em amostras de soro e/ou LCR tem sido
um instrumento valioso para o diagnéstico da neurocisticercose (DEL BRUTTO e al,
2001). Embora a literatura especializada registre muitos artigos sobre o imunodiagnéstico
da neurocisticercose, existern poucos trabalhos comparando simultaneamente a eficicia de
preparacdes antigénicas de cisticercos para o diagnéstico sorolégico da neurocisticercose.
Nascimento & Mayrink (1984) avaliaram preparagbes antigénicas de cisticercos de
7. solium para o imunodiagnodstico da neurocisticercose utilizando um teste de HI. O
extrato bruto de escolex (TsoEsc) e uma fragdo do mesmo purificada por cromatografia de
troca ibnica em DEAE-celulose (SPA) apresentaram maior especificidade do que os
extratos brutos total, de membrana e de liquido vesicular. Em 25 amostras de soros de
pacientes com neurocisticercose, as reacdes de HI com TsoEsc e SPA apresentaram
sensibilidades de 80% e 84%, respectivamente. Nascimento ef al. {1987) pesquisaram
anticorpos anti-cisticercos com as técnicas de HI ¢ ELISA, utilizando como preparagdes
antigénicas um extrato bruto total de cisticercos de I. solium (CAE) e a fragdo SPA.
Analisando uma bateria de 153 amostras de soros (22 de pacientes com neurocisticercose,
48 de pacientes com teniase, 59 de pacientes com outras parasitoses ¢ 24 de pacientes
recém-nascidos) com os testes de HI e ELISA, os autores mostraram que a distingio
sorologica entre pacientes infectados e ndo infectados ficava mais evidente quando a fragdo
SPA era utilizada como antigeno. No teste de HI, anticorpos séricos foram detectados em
73% dos pacientes utilizando CAE ¢ em 86% dos casos usando SPA. No teste ELISA, 63%
dos pacientes foram positivos quando a preparacio antigénica CAE foi utilizada e em 91%

utifizando SPA. Costa (1986} estudou a eficacia de cinco preparagdes antigénicas diferentes
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de cisticercos de 7. solium para o diagnostico sorolégico da neurocisticercose usando
ELISA e uma bateria de 182 amostras de soros (35 de pacientes com neurocisticercose, 57
de pacientes com outras infecgBes € 90 de doadores de sangue). A técnica ELISA
apresentou sensibilidade de 88,6% para as preparagdes antigénicas de membrana, de
escolex e de liquido vesicular, 85,7% para um extrato salino total e 62,8% para um extrato
alcalino total, sendo a especificidade de 100% para as cinco preparagdes antigénicas
estudadas. Em 1986, Larralde ef af., mostraram que as técnicas de HI e ELISA com liquido
vestcular de cisticercos de 7. solium como antigeno, apresentaram 80-90% de sensibilidade
e uma area endémica para cisticercose e 95% de sensibilidade em uma area ndo
endémica. Baily ef al. (1988) utilizando ELISA com preparacdes antigénicas de liquido
vesicular, de escolex e de membrana de cisticercos de 7. soljum, mostraram que 0s soros de
pacientes com neurocisticercose eram mais reativos com o liquido vesicular ¢ menos
reativos com a preparagdo antigénica de membrana. Morakote ef al. {1992} avaliaram
técnicas ELISA para o diagnostico sorolégico da neurocisticercose utilizando comwo
antigenos um extrato de escolex e membrana (ELISA-CS) e liquido vesicular (ELISA-CF)
de cisticercos de 7. solium. Em uma bateria de 62 amostras de soros (32 de pacientes com
peurocisticercose ¢ 30 de pacientes com outras parasitoses), a técnica ELISA-CS
apresentou sensibilidade de 78,1% ¢ especificidade de 93,3%, enquanto que a sensibilidade
e especificidade da técnica ELISA-CF foram, respectivamente, 81,3% e 100%. Dekumyoy
et al. (2000) mostraram que a técnica ELISA com liquido vesicular de cisticercos de
T. solium, apresentou 90,5% de sensibilidade para 21 soros de pacientes com
neurocisticercose e 89,3% de especificidade para 234 soros de diferentes infecgDes

parasitarias.

Com a dificuldade crescente de obtencdo de porcos infectados com cisticercos,
preparagdes antigénicas de cisticercos de 7. crassiceps comegaram a ser avaliadas para o
imunodiagnostico da neurocisticercose. Kunz et af. (1989), avaliando o desempenho da
técnica ELISA com liquido vesicular de 7. solium (ELISA-TsoLV) e de I. crassiceps
(ELISA-TcralV) em amostras de soros de 14 pacientes com neurocisticercose, mostraram
que ambos os ensaios apresentaram sensibilidade suficiente para detectar anticorpos em
todos soros dos pacientes testados, embora resultados com maior absorbincia fossem

observados na reacdo ELISA-TsoLV. Larralde ef 4l (1990) mostraram gue preparagdes
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antigénicas de membrana e de liquido vesicular de cisticercos de 7. crassiceps
apresentaram a mesma eficacia do que as preparagdes analogas de cisticercos de 7. solium,
em reacOes ELISA para a detecgBo de anticorpos especificos em amostras de LCR de
pacientes com neurocisticercose. Essas publicagBes estimularam outros trabalhos
relacionados com a avaliac#o da eficicia do liquido vesicular de cisticercos de T crassiceps
em reagOes imuncenzimiticas para a detec¢fio de anticorpos especificos em amostras de
LCR efou soros. Bueno ez al. (2000) utilizaram técnicas ELISA empregando como antigeno
o liquido vesicular de cisticercos de 7. crassiceps (ELISA-Tcra) e um extrato salino total de
cisticercos de 7. solium (ELISA-Tso), para analisar uma bateria de 126 amostras de soros
(68 de pacientes com neurocisticercose, 23 de individuos com outras parasitoses € 35 de
pessoas sadias). As técmicas ELISA-Tcra ¢ ELISA-Tso apresentaram, respectivamente,
91,2% e 70,6% de sensibilidade, enquanto que a especificidade de ambos ensaios foi 80%.
Bueno ef al. (2001) compararam o desempenho da técnica ELISA-Tcra com aquele obtido
com a técnica ELISA utilizando come antigenc um extrato de escolex e membrana de
cisticercos de 7. solium (ELISA-Tso) para o diagnostico sorolégico da neurocisticercose.
Em uma bateria de 175 amostras de soros (24 de pacientes com neurocisticercose, 45 de
pacientes com outras parasitoses, 76 de doadores de sangue e 30 de individuos
supostamente sadios) a sensibilidade de ambos ensaios foi 100%, enquanto que as
especificidades das técnicas ELISA-Tcra e ELISA-Tso foram, respectivamente, 96,7% e
90%.

Como ja ressaltado, a técnica ELISA tem sido muito utilizada para a avaliacdo de
preparagdes antigénicas para o diagnéstico da neurocisticercose. Entretanto, as
caracteristicas das técnicas ELISA utilizadas ¢ o nimero limitado de preparaces
antigénicas testadas simultaneamente tém dificultado a interpretago dos resultados obtidos.
No presente estudo, a eficicia de sete diferentes preparacdes antigénicas, quatro de
cisticercos de 7. solium (extratos brutos total-TsoW, de membrana-TsoMe, de liquido
vesicular-TsoLV e de escolex-TsoEsc) e trés de cisticercos de 7. crassiceps (extratos brutos
total-TcraW, de membrana-TcraMe e de liquido vesicular-TcralV), foi avaliada para o
diagnostico soroldgico da neurocisticercose usando uma técnica ELISA quantitativa. A
avaliaciio foi realizada com 30 soros de pacientes com neurocisticercose, 32 soros de

pacientes com infeccBes heterdlogas (sifilis, toxoplasmose, leishmaniose, esquistossomose,
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citomegalovirose, mononucleose infecciosa, hepatite viral A e B) e 48 soros de pessoas
sadias. Quatro pacientes apresentaram amostras de soros negativas com todas as sete
preparagdes antigénicas. Esses quatro pacientes vém sendo seguidos por periodos de tempo
que variam de 2 a 5 anos, com estudos de neurgimagem e resuitados de ELISA em
amostras de LCR compativeis com neurocisticercose. Viarios estudos tém mostrado que 0s
testes imunologicos para neurocisticercose apresentam menor probabilidade de reatividade
em pacientes com cistos calcificados do que em pacientes apresentando parasitas em outros
estagios evolutivos (ESPINOZA ef al, 1986, PAMMENTER & ROSSOUW, 1987,
BAILY ef al,1988; CHANG et al., 1988, WILSON eral., 1991; WHITE, 1997, SCIUTTG
et al., 2000). Das quatro amostras de soros ndo reagentes com todas as preparacses

antigénicas, uma amostra foi de um paciente apresentando somente cistos calcificados.

Considerando os resultados dos testes ELISA com os extratos brutos totais de
cisticercos, a técnica TsoW-ELISA apresentou melhor desempenho do que a técnica
TcraW-ELISA, principalmente em termos de sensibilidade. Cinco soros de pacientes com
neurocisticercose foram positivos com a técnica TsoW-ELISA e negativos com a técnica
TeraW-ELISA. Duas dessas cinco amostras foram de pacientes que apresentavam somente
cistos calcificados. A técnmica FELISA com extratos de membranas de cisticercos de
T. solium (TsoMe-ELISA) e 7. crassiceps (TcraMe-ELISA) e extrato de escolex de
cisticercos de I solium (TsoEsc-ELISA) mostraram um baixo desempenho. As
especificidades das técnicas TsoMe-ELISA, TsoEsc-ELISA e TcraMe-ELISA foram,
respectivamente, 91%, 89% e 78%, enquanto que a sensibilidade dos trés ensaios foi 70%.
O desempenho da técnica TsoLV-ELISA (80% de sensibilidade; 93% de especificidade) foi
similar a0 desempenho da técmica TsoW-ELISA (83% de sensibilidade;, 89% de
especificidade), enquanto que o desempenho da técnica TeralV-ELISA (77% de
sensibilidade; 94% de especificidade) foi superior ao desempenho da técnica TeraW-
ELISA {67% de sensibilidade; 86% de especificidade).

Praticamente todos os testes imunoldgicos convencionais tém sido utilizados na
pesquisa de anticorpos anti-cisticercos. Mesmo utilizando os testes mais sensiveis, em
varios estudos ha uma proporgiio significativa de individuos doentes sem anticorpos

demonstraveis. Varias hipoteses tém sido aventadas para explicar a auséncia de anticorpos

especificos na cisticercose, incluindo a existéncia de diferencas antigénicas nos cisticercos,
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a evasdio e a supressdo da resposta imune por parte dos parasitas ¢ o efeito imunossupressor
do tratamento freqiientemente administrado aos pacientes (FLISSER ef al., 1980; MILLER
et al., 1983, WHITE, 1997, SCIUTTO er al, 2000). Além disto, a resposta imune do
hospedeiro depende do nimero, localizaglo e estagio evolutive dos cisticercos no SNC
(FLISSER, PEREZ-MONTFORT, LARRALDE, 1979; FLISSER ef al, 1980, CHANG
et gl , 1988; ZINI er af, 1990, WILSON e af, 1991, WHITE, 1997, SCIUTTO ef 4i.,
2000).

A grande dificuldade na sorologia para neurocisticercose é a reatividade cruzada
entre antigenos de cisticercos e soros de pacientes com outras infecgdes (WHITE, 1997,
SCIUTTO et al., 2000). Reages cruzadas com extratos totais de cisticercos de 7. solium
tém sido descritas com soros de vérias infecgdes, inchuindo equinococose, esquistossomose,
fascioliase, angiostrongiliase, ascaridiase, filariose, toxoplasmose ¢ himenolepiase
(ARAMBULO er al., 1978; DIWAN eral, 1982; MILLER et al., 1983; DIAZ et al., 1992,
NG & KO, 1994; DEKUMYOY ef al., 1998; SILVA, QUAGLIATO, ROSSL 2000). No
presente estudo, reacdes cruzadas com as preparagOes antigénicas TsoW e TcraW foram
observadas com amostras de soros de pacientes com sifilis, esquistossomose mansdnica,
hepatite viral B ¢ toxoplasmose. Reacdes cruzadas somente com a preparacdo antigénica
TsoW foram observadas em um paciente com hepatite viral A, enquanto que reagdes
cruzadas somente com a preparagio antigénica TcraW foram observadas em um paciente
com citomegalovirose e em um paciente com mononucieose infecciosa. Além disso, duas
amostras de soros de pessoas sadias reagiram com os extratos totais, uma com TsoW e
outra com TcraW. Estas pessoas nfio apresentavam evidéncias de neurocisticercose € a
causa da positividade ainda ndo ¢ conhecida. Nossos resultados confirmam que o liquido
vesicular obtido de cisticercos de 7. solium e I. crassiceps pode ser Gtil para o
imunodiagndstico da neurocisticercose. Porém, reagdes cruzadas com amostras de soros de
pacientes com sifilis, toxoplasmose, mononucleose infecciosa e hepatite viral B foram
detectadas com as preparagbes antigénicas TsoLV e Tcral'V. Reagles cruzadas somente
com a preparacdo antigénica TsoLV foram observadas em amostras de soros de um
paciente com citomegalovirose ¢ um paciente com infeccdo por §. haematobium. Uma
amostra de soro de uma pessoa sadia também foi reativa com a prepara¢fio antigénica

TeralV. Esta pessoa nio apresentava evidéncias de neurocisticercose e a causa da
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positividade ainda ndo € conhecida. Outros estudos também mostraram que componentes
do liquido vesicular de cisticercos de 7. solium eram reconhecidos por anticorpos presentes
em amostras de soros de individuos com outras infeccdes, incluindo equinococose,
oncocercose, estrongiloidiase, angiostrongiliase, ascaﬁdiase, toxocariase ¢ infecgio com
Gnasthostoma sp (ZINI, ef al., 1990, MORAKOTE ef al , 1992; NG & KO, ef al,, 19%4;
DEKUMYOY et al., 2000).

Variagdes nas performances de reacdes imunolégicas para o diagnostico da
neurocisticercose sio esperadas e provavelmente estfio relacionadas com varios fatores,
incluindo os critérios utilizados para selegdo dos pacientes com neurocisticercose € outras
infeccdes bem como as pessoas sadias, a heterogeneidade dos pacientes com
neurocisticercose estudados, o tempo decorrido entre o inicio da infeccdo € a coleta das
amostras de seros ou LCR, o namero, localizagio e estagio evolutivo dos parasitas, o
estado imune dos pacientes 4 época da coleta de soro ou LCR, as propriedades intrinsecas
das técmicas usadas para detecgio de anticorpos e os métodos utilizados para expresséo dos

resultados e caiculo do valor do “cut-off” das reacdes.

No presente estudo, o indice J (YOUDEN, 1950) foi utilizado para definir o valor
do “cut-off” das reagdes. Outro método muito usado para o célculo do “cut-off” é baseado
na média dos resultados obtidos com pessoas sadias mais dois desvios-padrio. Usando esta
metodologia, sensibilidades diferentes foram observadas somente com as técnicas TsoMe-
ELISA (73%) e TcraMe-ELISA (63%). Com excegdo da técnica TcraMe-ELISA que
apresentou 84% de especificidade, todas as outras técnicas de ELISA apresentaram valores

de especificidade (80 a 86%) menores do que os obtidos utilizando o indice J.

A incorporagio de um soro padriio positivo para cisticercose (CYSP) testado com
todas as sete preparagBes antigénicas em todas as placas de reagBes ¢ a expressdo dos
resultados como um indice de anticorpos (IA = Densidades Opticas (DO) obtidas com as
amostras de soros/DO obtida com CYSP) reduziu bastante a variabilidade da reatividade da
técnica ELISA. A produgiio e disponibilizagdo de um padrio positivo para cisticercose por
uma instituicdo internacional e sua inclusfic em reagbes imunologicas, como a técnica
ELISA, poderiam permitir uma comparagio mais confidvel dos resultados obtidos por

diferentes laboratorios.
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Nenhuma das preparagGes antigénicas utilizadas no presente estudo apresentou uma
performance excepeional. Entretanto, considerando os resultados obtidos com todas as
prepara¢les antigénicas, o lHquido vesicular de cisticercos de 7. solium e T. crassiceps pode
ser util em reagOes imunoldgicas para a detecgiio de anticorpos especificos em soros de

pacientes com neurocisticercose.
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No presente estudo, a eficicia de preparagdes antigénicas obtidas de cisticercos de
7. solium (extratos brutos total-TsoW, de membrana-TsoMe, de liquido vesicular-TsoLV e
de escolex-TsoEsc) e de 7. crassiceps (extratos brutos total-TceraW, de membrana-TcraMe
e de liquido vesicular-TeralV), foi avaliada para o diagnostico soroldgico da
neurocisticercose, usando uma técnica ELISA quantitativa.

Nenhuma das preparacdes antigénicas utilizadas no presente estudo spresentou uma
performance excepcional. Entretanto, considerando os resultados obtidos com todas as
preparagdes antigénicas, o liquido vesicular de cisticercos de 7. solium € 1. crassiceps pode
ser Gtil em reacles imunoldgicas para a deteccic de anticorpos especificos em soros de

pacientes COmM Neurocisticercose.
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5. SUMMARY
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FEvaluation of Taenia solium and Taenia crassiceps cysticercal antigens for the

serodiagnosis of neurocysticercosis.

Neurocysticercosis is an important cause of neurological disease in many
developing countries. The clinical diagnosis of neurocysticercosis is impaired by the
polymorphism and nonspecificity of the symptoms. Neuroimaging techniques such as
computed tomography and magnetic resonance imaging have contributed to a more
accurate diagnosis and a better understanding of the pathophysiology of neurocysticercosis.
However, because of their high cost and restricted availability, these procedures may be of
timited use in developing countries with high rates of infection. In these circumstances, the
detection of cysticercus-specific antibodies is of considerable value for the diagnosis of
Neurocysticercosis.

A positive immunological test for 7. solium cysticercal antigens in CSF samples has
been considered an important criterion for the diagnosis of neurocysticercosis. However,
the use of serum samples for the immunodiagnosis of neurocysticercosis has some
advantages: serum can be obtained in a less invasive manner than CSF, serum
epidemiological studies can map areas of endemicity, and serum analysis can be very useful
for cross-reactivity studies.

In the present study, the usefulness of seven cysticercal antigen extracts, four from
T. solium cysticerci (whole parasite-TsoW, membrane-TsoMe, vesicular fluid-TsoVF and
scolex-TsoSc) and three from 7. crassiceps cysticerci (whole parasite-TcraW, membrane-
TeraMe and vesicular fluid-TeraVF), for serodiagnosis of neurocysticercosis was evaluated
using an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Cysticercus-specific 1gG were
screened in serum samples from 30 patients with neurocysticercosis, 32 patients with other
infections and 48 healthy persons. The TsoW-ELISA showed 83% sensitivity and 89%
specificity, whereas the sensitivity and specificity of the TcraW-ELISA were 67% and
86%, respectively. The specificities for the TsoMe-ELISA, TsoSc-ELISA and TcraMe-
ELISA were, respectively, 91%, 89% and 78%, whereas the sensitivity for all three assays
was 70%. The performance of the TsoVF-ELISA (80% sensitivity; 93% specificity) was
gimilar to that of the TsoW-ELISA, whereas the performance of the TcraVF-ELISA (77%
sensitivity; 94% specificity) was superior to that of the TeraW-ELISA. None of the antigen
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preparations from 7. solium and 7. crassiceps cysticerci used in this study showed
outstanding performance for the serodiagnosis of neurocysticercosis. However, considering
+he results obtained with the seven antigen preparations, vesicular fluid from 7. solium and
7. crassiceps cysticerci may be useful for detecting specific antibodies in sera from patients

with neurocysticercosis.
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