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AVALIA(;AO DA RESPOSTA ANTIGENICA NA PESQUISA DE ANTICORPOS
ANTICISTICERCOS DE TAENIA SOLIUM

EVALUATION OF ANTIGENIC ANSWER IN THE RESEARCH OF ANTIBODY
ANTI-CISTYCERCUS OF TAENIA SOLIUM

Lago, EMO’, Vaz, AJ”

RESUMO: O diagndstico sorolégico da cisticercose vem se destacando como uma fonte alternativa segura-
mente eficaz ao estudo da doenga. Com a proposta de acessibilidade, devido primordialmente a relacao custo, os
testes ELISA sdo promissores a pesquisa sorolégica de campo. Nesse contexto, o presente trabalho estabeleceu a
validagédo de um teste ELISA com alto valor preditivo positivo (VPP) para a pesquisa de anticorpos anti-cisticercos de
Taenia solium em inquéritos sorolégicos na populagéo geral. Os antigenos ensaiados foram liquido vesicular de T.
crassiceps (LV-Tcra) e total de cisticercos de T. solium (T-Tso0), respectivamente estes constituiram os testes ELISA-
Tcra e ELISA-Tso. Foram ensaiadas 610 amostras de soro de individuos supostamente saudaveis e 20 amostras de
soro de individuos com neurocisticercose confirmados por critérios clinicos e laboratoriais. Apds os ensaios, o teste
ELISA-Tcra apresentou especificidade de 96,2% e o VPP variou entre 2 a 58% para prevaléncias de 0,1 a 5,0%;
quanto a sensibilidade e VPP houve similaridade entre os resultados. O ELISA-Tso apresentou resultados menos
expressivos, a especificidade foi calculada em 94,8% e o VPP variou entre 1,8 a 50% para as prevaléncias de 0,1
a 5,0%; essa reducao na especificidade se da pelo aumento do nimero de resultados falso-positivos no teste em
consequéncia da expressao de proteinas de alto peso molecular. Através dos parametros avaliados fica notério o
desempenho promissor do teste ELISA-Tcra como sendo arbitrario no estudo de inquéritos soroldgicos da popula-
¢ao geral.

PALAVRAS-CHAVE: Cisticercose. Diagnoéstico. Validagdo. Parametros.

ABSTRACT: The serum diagnosis of cysticercoids has been pointed out as an efficient alternative source in the
study of the disease. With the proposal of being accessible, primarily as regards cost, the ELIZA tests are promising
in serological field research. In this context, the present study established the validation of an ELISA test with a
high positive predictive value (PPV) for researching the anti-cysticerci of Taenia solium antibodies in a serological
survey in the general population. The antigens tested were the vesicular liquid of T. crassiceps (LV-Tcra) and the total
of T. solium (T-Tso), which constituted the ELISA-Tcra and ELISA-Tso tests respectively. Tests were performed in
610 samples of serum from supposedly healthy individuals, and 20 samples from individuals with nerocysticercosis
confirmed by clinical and laboratorial criteria. The ELISA-Tcra specificity was 96.2% and the VPP ranged from 2 to
58% for prevalences from 0.1 to 5.0%. As regards sensitivity and VPP, there were similarities in the results. The
ELISA-Tso showed less significant results: the specificity was calculated at 94.8% and the VPP ranging between
1.8 and 50% for prevalences from 0.1 to 5.0%. This reduction in specificity is due to the increase in the number
of false-positive results in the test, because of the expression of proteins with a high molecular weight. Through
these parameters the promising development of the ELISA-Tcra test is clear as being mandatory in the studies of
serological surveys in the general population.
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INTRODUGAO

A cisticercose humana é causada pela presenca
da forma larvaria da Taenia solium em tecidos apos
a ingestdo de ovos viaveis. A localizagdo do parasita
no sistema nervoso central (SNC), neurocisticercose
(NC), é a forma mais estudada, pela gravidade dos
sintomas e pelas elevadas letalidade e morbidade.
Entretanto, a forma larvaria ainda tem tendéncia a se
instalar no globo ocular, conjuntivo interfascicular do
musculo estriado, tela subcuténea e leptomeninges. A
incidéncia da NC é variavel e relacionada principalmente
a fatores socioecondmicos e culturais, constituindo
importante problema de saude publica em regides de
condic¢des sanitarias deficientes, assim como em paises
desenvolvidos que recebem imigrantes de regides onde
a infec¢ao é endémica.

O homem é o hospedeiro definitivo do verme
adulto, e elimina ovos embrionados pelas fezes, que
sdo infectantes no meio ambiente. O suino, apds
ingestdo dos ovos, pode desenvolver cisticercose, a
forma larvaria do parasita. O homem, ingerindo a carne
suina com parasitas viaveis, desenvolve o verme adulto
(teniase). Devido aos maus habitos de higiene e as
condigbes sanitarias deficientes, o homem também
pode adquirir cisticercose apds ingerir acidentalmente
agua e alimentos contaminados com ovos embrionados
ou, ainda, por auto-infecgao, quando portador do verme
adulto.

Quando a forma larvaria se localiza no SNC, pode
desenvolver manifestagdes clinicas de diferentes formas,
que dependerdo de um conjunto de fatores, incluindo
resposta imune do hospedeiro, topografia da lesao,
localizagao das larvas, quantidade de cistos e tipos de
sequelas desenvolvidas no homem®. Esse pleomorfismo
da doenca torna dificil o diagndstico clinico e a utilizagao
de terapia adequada.

Aspectos epidemiolégicos

Estima-se que a NC cause anualmente a morte
de 50 mil pessoas e que 50 milhdes sédo portadoras de
cisticercose no mundo?. De acordo com a Organizagao
Mundial de Saude, foi proposto que a NC deva ser
declarada uma doengca mundial. Novos casos de
NC vém sendo relatados por clinicos e em hospitais.
Acredita-se que a notificagdo compulséria seja a melhor
forma de quantificar a incidéncia e a prevaléncia da
NC, e que permitira 0 emprego de recursos para a sua
erradicagao.

A NC é considerada uma doenca endémica em
regibes carentes da América Latina, Asia, Africa,
China, Indonésia e preocupa autoridades em paises
em desenvolvimento®*, provocando elevado numero
de casos de epilepsia. A migracdo e o turismo tém
contribuido para o surgimento de casos de NC na
Austrélia, Europa e América do Norte. Levantamentos
epidemiolégicos demonstraram que a NC € uma doencga
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emergente em paises desenvolvidos como os Estados
Unidos®®7. Em recente estudo, foi demonstrado que
em 11 Estados americanos com populagcédo hispanica,
como na Califérnia e no Texas, a NC foi responséavel
pelo aumento de 10% de casos de epilepsia indefinidos
encontrados no hospital de emergéncia®.

No Brasil, sdo areas endémicas os Estados de Séo
Paulo, Rio de Janeiro, Parana, Minas Gerais, Espirito
Santo e Distrito Federal, e areas com casos ocasionais
os estados de Pernambuco, Bahia, Maranh&o, , Cear3,
Paraiba e Rio Grande do Norte®.

A analise de dados publicados no Brasil entre
1915 e 1995 mostrou indices de prevaléncia de NC
em autdpsias de 0,12% em Sao Paulo a 9% em Minas
Gerais. Nos Servicos de Neurologia e Neurocirurgia
em Sao Paulo, a freqléncia observada foi de 0,031 a
7,5%, enquanto que na Regiao Nordeste foi de 0,03 a
0,06%. Em estudos soroepidemiolégicos, a incidéncia
de cisticercose foi de 0,68 a 5,2%°. A partir de estudo
soroepidemiolégico realizado em Brasilia, foi encontrada
a freqUéncia de anticorpos anti-cisticerco em 5,2% de
1.122 individuos estudados’.

Aspectos clinicos e patolégicos

O periodo compreendido entre a infecgdo inicial e o
aparecimento dos sintomas na NC é variavel, podendo
ser de alguns meses a varios anos. O aspecto clinico
da NC é polimérfico; a enfermidade pode variar desde
a forma assintomatica até a incapacidade e mesmo a
morte.

As manifestagdes clinicas da NC sao inespecificas.
Dependem de varios fatores, como numero, tamanho,
localizagdo, estado evolutivo do parasita, bem como
do grau de reacdo imunolégica do hospedeiro ao
parasita'’. Na cisticercose humana, o nimero de parasitas
encontrado costuma ser pequeno. Em cerca de 77% dos
casos de cisticercose humana séo encontrados até cinco
parasitas'?. A gravidade da doenga pode ser mensurada
pelo coeficiente de letalidade da NC, estimado entre 5
e 25%".

Os cisticercos apresentam um processo natural de
evolugao que culmina com sua morte e degeneragéo.
As manifestagdes clinicas da NC sao dependentes dos
diferentes estagios evolutivos dos cistos, interagindo
com a resposta imune do hospedeiro™.

De acordo com Spina-Franga™, a NC exibe um
modelo patogénico de infecgdo no qual prevalecem os
fenbmenos peculiares ao SNC. Esse modelo patogénico
local, do tipo repetitivo, caracteriza-se por apresentar
evolugdo crbnica, com surtos de agudizagdo sem
periodicidade definida, que ocorrem quando os cisticercos
entram em processo de degeneracdo, liberando
antigenos parasitarios e exacerbando a sindrome do
liquido cefalorraquidiano (LCR) na NC, caracterizada
por eosinofilia, proteinorraquia, determinando muitas
vezes o inicio da sintomatologia, ou exacerbando a
existente™ 15,
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Diagnéstico

O diagnéstico da NC baseia-se em critérios clinicos,
epidemioldgicos e laboratoriais. O diagnéstico clinico da
NC é dificultado em razao da sintomatologia polimorfa e
inespecifica, podendo ser confundida com outras pato-
logias que acometem o SNC. Apesar dessa diversidade,
existem sinais e alteragdes de exames complementares
que sao mais frequentes na NC do que em outras do-
encas do SNC. Dados epidemiolégicos como a ende-
micidade da area de procedéncia do paciente também
auxiliam no direcionamento diagndstico’®.

E consenso geral que o diagndstico preciso é al-
cangado em instituicbes especializadas através do uso
simultaneo de estudos de imagem e analise laboratorial
do LCR, que inclui exames citomorfolégico e bioquimico
e testes imunoldgicos™.

No diagnéstico por imagem, a radiografia simples
(raio X) mostra apenas cistos calcificados™, outros exa-
mes de imagem permitem a visualizagdo de parasitas
nas formas cisticas e calcificadas, na tomografia compu-
tadorizada (TC)" e cistos viaveis, no inicio da degene-
ragao, hialinizagéo e fibrose, na ressonancia magnética
nuclear (RMN)'8.

No diagndstico imunolégico, as dificuldades sao re-
lacionadas a fatores pertinentes ao parasita (localizagao
em sitio imunoldgico privilegiado, numero de cisticercos
presentes, fase evolutiva dos mesmos, liberagédo de an-
tigenos comuns a outros parasitas); a fatores inerentes
ao hospedeiro que determinam respostas individuais e
variadas de combate ao parasita; a heterogeneidade
das reagdes imunoldgicas empregadas (tipo de antige-
no, diluicdo das amostras, reagentes, grau de sensibili-
dade e especificidade, etc.)'. Ainda assim, a pesquisa
de anticorpos anticisticercos de T. solium no LCR cons-
titui um importante elemento de auxilio diagnéstico. A in-
terpretacéo dos resultados dos testes diagnésticos deve
ser feita conjuntamente com os dados clinicos e com o
resultado dos exames de neuroimagem, quando possi-
vel, pois poderdo ocorrer resultados falso-negativos. As
justificativas para essas ocorréncias sao, entre outras,
estagios evolutivos da doencga, variacdo antigénica do
parasita, efeitos imunossupressores da corticoterapia e
baixa sensibilidade de alguns testes?.

Biagi & Pifia?' descreveram pela primeira vez a re-
agao de imunofluorescéncia indireta, usando como an-
tigeno cortes histoldgicos do cisticerco da T. solium. Es-
ses, quando colocados em presenga de soros de suino
infectados revelaram um padrao de fluorescéncia mais
intenso nos corpusculos calcareos, menos intenso na
membrana e escélex e nenhuma fluorescéncia na cuti-
cula.

Arambulo et al.?? introduziram o teste ELISA para o
diagndstico da NC no soro, utilizando antigeno deslipidi-
zado das formas adulta e larvaria da T. solium.

Os resultados obtidos com o emprego do ELISA no
soro sao relatados como razoaveis, em torno de 80% de
sensibilidade e especificidade de 70 a 95%23242526_ Bue-
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no et al* relataram sensibilidade de 94,1% com amos-
tras de LCR e 70,6% com amostras de soro no teste
ELISA com antigeno salino total de T. solium, sendo es-
pecificidade de 100% para LCR e 80% para soro.

A forma larvaria da Taenia crassiceps, cepa ORF?
tem sido empregada como fonte alternativa de antigeno
em diferentes testes imunodiagndsticos da NC. A reati-
vidade cruzada observada com antigenos da forma lar-
varia de T. solium indica que os parasitas apresentam
epitopos antigénicos comuns e importantes, presentes
em concentracgdes suficientes para o uso em testes imu-
no|égi00329,30,31,32,33,34_

Bueno et al?’ relataram sensibilidade de 91,2% com
amostras de soro no teste ELISA utilizando antigeno de
liquido vesicular de Taenia crassiceps e especificidade
de 80%.

O liquido vesicular de T. crassiceps tem sido usa-
do de forma eficaz no diagnéstico da cisticercose, e as
fracbes 18 e 14 kDa desse antigeno s&o consideradas
especificas para o imunodiagndstico da NC no teste
imunoblot®.

OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho
do teste ELISA para a pesquisa de anticorpos anticisti-
cercos de Taenia solium. Para tanto, foi necessario:

e realizar testes ELISA utilizando os antigenos, LV-
Tcra e T-Tso em 610 amostras da populacao geral;

e confirmar as reatividades das amostras pelo imu-
noblot;

e analisar os parametros soroldgicos como: sensi-
bilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negati-
vo, repetitividade, para cada teste.

MATERIAL E METODOS
Amostras do Grupo Estudo

As amostras de soro do grupo estudo (GE) foram
cedidas gentilmente pelo Hospital das Clinicas da Fa-
culdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, to-
talizando 610 amostras de individuos selecionados para
doacédo sanglinea em banco de sangue, considerados
saudaveis e possivelmente representantes da popula-
¢ao geral.

Amostras Controle Positivo

Foram utilizadas como controle positivo (CP) 20
amostras de soro de individuos com neurocisticercose
confirmada por critérios clinicos, laboratoriais e por exa-
mes de imagem cedidas pelo Prof. Dr. Osvaldo Massati
Takayanagui do Departamento de Neurologia da Medi-
cina de Ribeirao Preto, USP, e Prof. Dr. Luis dos Ramos
Machado da Medicina, USP.
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Amostras Controle Negativo

O controle negativo (CN) utilizado nos ensaios foi
uma amostra de soro cedida pelo Laboratério de Anali-
ses Clinicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
(FCF), da USP, e faz parte da colecdo de amostras do
Departamento de Imunologia dessa mesma faculdade,
com sorologia ndo reagente para cisticercose nos testes
ELISA e Imunoblot. Essa amostra foi adicionada aos en-
saios em diferentes dias nos testes processados e cons-
tituiu-se no controle negativo dos testes.

Amostra Controle Referéncia

O critério para escolha e obtengao da amostra de
controle referéncia (CR) foi o mesmo utilizado no CN.
Essa amostra foi ensaiada nos diferentes dias da exe-
cucao dos testes com o proposito de correcéo das ab-
sorbancias das amostras GE, CP e CN, influenciada
pelas diferentes condi¢des diarias nos ensaios. Todas
as amostras utilizadas foram mantidas em aliquotas a
-20°C durante o estudo.

Imunoensaios para Detecg¢dao de Anticorpos
Anti-T. solium

O “ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY”
(ELISA) e o imunoblot foram padronizados com titula-
¢bes em bloco de todos seus reagentes (concentragcao
antigénica, diluicdo de amostra, conjugado, substrato e
cromdgeno), bem como tempos de bloqueio, incubagdes
e temperatura.

ELISA

ELISA foram realizados com os antigenos T-Tso
(ELISA-Tso0), LV-Tcra (ELISA-Tcra) e amostras de soro
de todos os grupos. As padroniza¢des dos ensaios ELI-
SA foram feitas de acordo como o antigeno utilizado.

Padronizacédo dos ELISA

O conjugado utilizado foi anti-lgG humana marcada
com peroxidase (Biomerieux Brasil S.A.). O conjugado
foi empregado no seu titulo 6timo, previamente determi-
nado para cada antigeno, utilizando diluicdes seriadas
em 1:500, 1:1000, 1:2000, 1:3000, 1:4000 contra soros
padrbées positivos e negativos. Foram escolhidas as
condi¢des que permitiram melhor diferenciacao entre as
amostras positivas e as negativas.

As placas de microtitulagao de poliestireno de fun-
do plano, nao estéreis, de 96 cavidades NUNC™ Maxi-
sorp loose (Denmark) foram sensibilizadas com 0,2ug
do antigeno T-Tso e 0,1ug do antigeno LV-Tcra em tam-
pao carbonato/bicarbonato 0,5M pH 9,6 e incubadas a
4°C durante 18 horas em cadmara Uumida. Apds essa eta-
pa de incubacéao, as microplacas foram lavadas 3 vezes
em lavadora automatica com solugao salina contendo
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Tween 20 a 0,05% (salina-T). As placas foram bloquea-
das durante 2 horas com 200uL de solugdo composta de
leite desnatado Molico (Nestlé, Aracatuba, SP, Brasil) a
5% em PBS-T a 37°C.

Apos lavagem, as amostras de soro foram incuba-
das diluidas de forma seriada a 1:100 e 1:200, nos testes
ELISA-Tcra e ELISA-Tso, foram repetidas as lavagens
e, entdo, adicionado o conjugado diluido a 1:1000 nos
testes ELISA-Tcra e 1:3000 para o ELISA-Tso. Em se-
guida, as placas foram lavadas novamente e incubadas
com ortofenilenodiamina (OPD, Sigma Chem. Co USA) /
H,O,30% (Merck, Alemanha).

As incubacbes foram realizadas a 37°C por 1 hora
em todas as etapas, com excecgao da incubagdo com o
substrato cromogénico (15 minutos) e a solugao bloque-
adora citada anteriormente (2 horas). A reagao enzima-
tica foi interrompida com acido sulfurico 4N e a intensi-
dade da coloragao foi quantificada em leitor de placas
(SLT-Spectra) em comprimento de onda de 492nm.

Em cada teste foi feito um “branco” da reacgéao, que
se constituiu da reacdo sem a presenca da amostra,
para verificar a reatividade de fundo (back-ground) da
reacao.

Calculo do Limiar de Reatividade (cut off)

No ELISA, o cut off foi determinado utilizando-se a
curva ROC. Os diferentes pontos (cut-off) nos quais se
discriminam o grupo portador da doenga em estudo do
grupo sadio resultaram em diversas sensibilidades e es-
pecificidades de um teste. A curva ROC estuda o ponto
de corte ideal em que se obtém melhores valores dos
parametros de sensibilidade e especificidade do teste.

Ao projetarmos um grafico em que o eixo das or-
denadas representa a sensibilidade dos diversos pontos
de cortes analisados e o eixo das abscissas a taxa de
falsos positivos (1 - especificidade), para esses mesmos
pontos de corte obteremos uma curva ROC.

Assim sendo, a curva ROC demonstra graficamen-
te a relagcéo entre o indice de verdadeiros positivos e o
indice de falsos positivos, sendo que o critério de deci-
sdo varia sistematicamente entre 0 e 100 %. Essa medi-
da parte do calculo da area sob a curva. Um valor mini-
mo de 0,50, representado graficamente por uma linha a
45°C, determina que o teste ndo possui capacidade dis-
criminatéria, ou ainda, que a taxa de verdadeiros positi-
vos equivale a de falsos positivos. O valor maximo atin-
gido por uma curva ROC é de 1,0, representada por uma
linha sobreposta ao eixo das ordenadas. Nesse caso, o
teste possui valor preditivo positivo considerado perfeito,
ou seja, o teste é capaz de detectar os verdadeiros posi-
tivos, nao existindo resultados falsos positivos.

Interpretagao dos Resultados

O resultado de cada amostra foi expresso pelo
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indice de reatividade (IR). Esse indice foi calculado pela
divisdo dos valores da absorbancia de cada amostra
pelo valor do controle referéncia do dia. De acordo
com a proposta deste trabalho, foram adotados como
critério de selecado de amostras a serem analisadas pelo
imunoblot os valores de IR = 0,60 para ELISA-Tso nas
diluicbes 1:100, 1:200 e 1:400, no ELISA-Tcra IR 21,70
na diluicdo 1:100 e IR = 1,40 nas diluigdes 1:200.

Imunoblot (IB) Utilizando Antigenos T-Tso e LV-Tcra

Os antigenos T-Tso e LV-Tcra foram separados
por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo
duodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE; USB Corporation
Cleveland, USA) sob condigbes redutoras, em sistema
descontinuo.

Foi utilizado gel de separacéo a 15% e gel de
empilhamento a 5% em sistema descontinuo. Os
antigenos T-Tso e LV-Tcra foram aplicados na proporgao
de 7 yg/mm, o padrao de peso molecular utilizado foi de
14,4 a 94 kDa (Amersham Pharmacia Biotech, Upsalla,
Suécia). A corrida eletroforética (BioRad Laboratories
Inc, Califérnia, EUA) foi realizada a 50V até a passagem
da amostra do gel de empilhamento para o gel de
separagao, quando a voltagem foi aumentada e mantida
a 100V, até a chegada do marcador azul de bromofenol
(Pharmacia Biotech, Suica) ao final do gel.

Apés a eletroforese, foi realizada transferéncia
dos peptideos separados por SDS-PAGE do gel para
membranas de nitrocelulose 0,2u (Milipore, USA—1984).
Atransferéncia foi realizada em sistema umido utilizando
cuba eletroforética (TE 42 Transphor Unit, Amershan
Pharmacia Biotech, New Jersey, USA) a 4°C durante 18
horas a 50V. Em seguida, a membrana foi corada com
Ponceau-S 0,5% (Serva Feinbiochemical, Gmbh e Co.
KG, Alemanha) e descorada com agua destilada para
a retirada do excesso de corante e armazenada entre
papéis de filtro a 4°C até o momento do uso.

As amostras de soro reativas no ELISA utilizando
antigenos T-Tso e LV-Tcra foram ensaiadas no imunoblot
para avaliacdo da especificidade. Em paralelo foram
incubadas as amostras dos grupos controles (CP e
CN).

As membranas de nitrocelulose foram cortadas em
tiras de 3mm, lavadas em PBS-T e bloqueados os sitios
reativos remanescentes durante 2 horas em tampao de
bloqueio (solu¢ao de leite desnatado 5% em PBS-T pH
7,2), sob agitacdo constante a temperatura ambiente.
Como diluente de amostra foi utilizada solugao de leite
desnatado a 1% em PBS-T. Seguido o bloqueio, as tiras
foram lavadas 3 vezes em PBS-T e incubadas com
amostras de soro diluidas a 1:50 por 18 horas a 4°C.

Apods a incubagao das amostras, repetiram-se as
lavagens e foi adicionado 800ul do conjugado anti-lgG
humana biotinilado/avidina-peroxidase (Sigma Chemical
Company, St Louis, MO, USA) diluido a 1:2000 por 1
hora. A reacao foi revelada com substrato cromogénico,
preparado com 3,0mg de 4-cloro-1-naftol (Sigma)
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dissolvido em 1,0mL de metanol e 5,0mL de solugao
tris-salina (Tris-hydroxymethylaminoethane a 0,01 M e
NaCl a 0,15M, pH 7,5), acrescido de 5,0ul de H,O,, por
15 minutos. A reagéo foi interrompida com lavagens em

agua.
Interpretacdo dos Resultados do Imunoblot

No imunoblot com antigeno T-Tso (IB-Tso),
as amostras consideradas reativas foram as que
apresentaram reatividade com as fragdes 28 e 18 kDa
segundo nossa proposta de trabalho; e com o antigeno
LV-Tcra (IB-Tcra), os que reagiram com as fracdes 18 e
14 kDa.

RESULTADOS

ELISA utilizando Antigeno Liquido Vesicular de T.
crassiceps (ELISA-Tcra)

Os resultados em indice de reatividade obtidos
na pesquisa de anticorpos anti-cisticerco de T. solium
nas amostras do grupo GE e CP estao apresentados na

figura 1.
Diluigdo 1:100

indice de Reatividade (IR)
w

cut off

GE cP

= GE: Grupo estudo

+ CP: Controle posttivo
Figura 1: Resultados em IR obtidos para as 610 amostras de soro do
GE e amostras CP na diluigdo 1:100 no ELISA-Tcra para a pesquisa
de anticorpos anticisticerco de T. solium.

As amostras do GE apresentaram uma variagao no
IR entre 0,02 e 4,50 (Média=0,48; DP=0,51) utilizando a
diluicdo 1:100. O limiar de reatividade (cut off) calculado
foi estimado em IR = 1,7 e, das 610 amostras do GE
testadas 24 (3,9%) apresentaram IR acima desse cut
off. Pelo critério estabelecido de positividade, essas
amostras foram selecionadas para o teste confirmatério
imunoblot utilizando antigeno liquido vesicular de T.
crassiceps (IB-Tcra).

Nas amostras CP houve variagdo de 1,7 a 5,5
(Média=3,6; DP=2,7) na diluicdo 1:100; a variacdo da
amostra CP ficou entre 1,4 a 10,5 (Média=5,6; DP=4,6).
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ELISA utilizando Antigeno Total de T. solium
(ELISA-Tso)

Os resultados em indice de reatividade (IR)
obtidos na pesquisa de anticorpos anticisticercos de T.
solium nas amostras do grupo GE e do grupo CP estao
apresentados na figura 2.

Diluigao 1:100

indice de Reatividade (IR)
w

g o

cut off

GE cP

= GE:Grupo estudo
v CP :Controle positivo

Figura 2: Resultados em indice de reatividade (IR) obtidos para as
amostras do grupo estudo e controle positivo na diluigdo 1:100 no
ELISA-Tso para a pesquisa de anticorpos anti-cisticercos de T.solium.

Os valores de IR do ELISA-Tso para pesquisa
de anticorpos anticisticerco de T. solium nas amostras
do GE na diluigao 1:100 variaram entre 0,01 a 1,30
(Média=0,23; DP=0,18). Das 610 amostras testadas,

3 (5,4%) apresentaram IR = 0,60 com diluigdo 1:100;
essas amostras por critérios de positividade proposta no
trabalho foram selecionadas para o imunoblot utilizando
o antigeno T-Tso (IB-Tso).

Os valores de IR no teste para as amostras CP
variaram entre 0,7 a 2,8 (Média=1,7; DP=0,71) utilizando
a diluicdo 1:100.

A tabela 1 mostra a distribuicdo dos resultados
positivos nos testes ELISA utilizando os antigenos T-Tso
e LV-Tcra nas amostras do GE.

Antigeno Diluicao Positividade no teste ELISA nas
g amostra amostras do GE, n (%)
LV-Tcra 1:100 24 (3,9%)
T-Tso 1:100 33 (5,4%)

Tabela 1: Positividade das amostras GE testadas no teste ELISA
utilizando antigenos LV-Tcra e T-Tso.

IMUNOBLOT utilizando Antigeno de T. soliume T.
crassiceps

Imunoblot com Antigeno Liquido Vesicular de T.
crassiceps (IB-Tcra)

O teste IB-Tcra foi ensaiado com 24 (3,9%) das
610 amostras de soro do GE que apresentaram IR
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2 1,7 no ELISA-Tcra na menor diluicdo, 1:100. Em
todas as amostras ensaiadas foi observada a auséncia
de reatividade especifica, portanto ndo reativas. Os
resultados obtidos no [B-Tcra utilizando algumas
amostras do GE positivas no ELISA-Tcra estéo ilustrados
na figura 3.

S 4 6 © 10 13 1417 19 26 27 20 30 31

kDa ") 2

144 +

Figura 3: Resultados do IB-Tcra utilizando amostras do GE reativas no
ELISA-Tcra, controle positivo e controle negativo.

Das vinte e quatro amostras ensaiadas no IB-Tcra,
21 (87,5%) delas ndo demonstraram reatividade, porém
3 amostras foram reativas com fragdes inespecificas
> 30 kDa. Essas amostras com reagbes inespecificas
apresentaram uma variagado do IR entre 1,7 a 2,6 no
teste ELISA-Tcra, sendo 1 amostra (33%) = 2,0.

Imunoblot com Antigeno Total de T. solium (IB-Tso)

O teste foi realizado utilizando as 33 amostras
do GE consideradas positivas, com IR acima do cut
off estabelecido quando ensaiadas no ELISA-Tso na
diluicéo 1:100.

Os resultados obtidos mostram a auséncia de
reatividade especifica (ndo reatividade) no IB-Tso
utilizando as 33 amostras do GE positivas no ELISA-
Tso. O aspecto do IB-Tso representado por algumas
amostras esta apresentado na figura 4.
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Figura 4: Resultado do IB-Tso utilizando as amostras do GE reativas
no ELISA-Tso, controle positivo e controle negativo.
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O critério de positividade para o IB-Tso foi
estabelecido pelareatividade com as fracbes 18 e 28 kDa,
consideradas especificas. Dezesseis (48,5%) amostras
testadas no IB-Tso para a pesquisa de anticorpos
anticisticercos de T. solium apresentaram reatividade
com fragcbes > 30 kDa consideradas inespecificas, e
nas demais amostras (17) nao foi observada reatividade
com nenhuma fragéo.

Das 16 amostras com reatividade inespecifica no
IB-Tso, 6 (37,5%) amostras apresentaram IR = 0,9 no
ELISA-Tso. A variagdo do IR esteve entre 0,6 a 1,7.
A distribuicdo dos resultados das amostras séricas
testadas no IB-Tso, IB-Tcra em nao reativas e reativas
com fragdes > 30 kDa esta expressa na tabela 2.

Teste IB-Tcra IB-Tso
Auséncia de Reatividade n(%) 21 (87,5%) 17 (51,5%)
Reatividade inespecifica 3(12,5%) 16 (48,5%)
> 30 kDa n(%)
Total de amostras 24 33

Tabela 2: Distribuicdo dos resultados das amostras ensaiadas no
IB-Tcra e IB-Tso em relagdo a reatividade observada com fracdes
inespecificas e auséncia de reatividade

Parametros para validagao

Com o objetivo de validar um teste ELISA que
apresente melhor perfil diagnéstico da cisticercose em
inquéritos soroldgicos, foram analisados e calculados os
parametros para validagao a partir dos dados expressos
nos resultados.

Sensibilidade

A porcentagem dos resultados acima do limiar
de reatividade estabelecido (considerados portanto
positivos) nas 20 amostras CP (individuos sabidamente
doentes)foide 100% nostestes, ELISA-Tcrae ELISA-Tso.
Foi dispensavel a utilizacdo de um teste confirmatdrio.

Especificidade

Nas 610 amostras de individuos supostamente
saudaveis, a porcentagem de resultados negativos
variou entre os diferentes testes envolvidos, relatando
diferentes especificidades.

No ELISA-Tcra utilizando a diluigao 1:100, o teste
apresentou uma especificidade de 96,2%. No ELISA-
Tso, também utilizando a diluigdo 1:100, a especificidade
calculada ficou em 94,8%.
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Valor Preditivo Positivo (VPP)

O VPP expressa a probabilidade de doenga quando
o resultado do teste é positivo e depende da prevaléncia
da doenca na populagdo. Levando em consideragao
diversas prevaléncias possiveis na populagéo geral,
foram calculados VPP utilizando prevaléncias que variam
de 0,1 a 5% com a finalidade de expressar oscilagdes
coerentes na populagao.

No ELISA-Tcra utilizando a diluicdo 1:100, parauma
prevaléncia de 0,1% o VPP ficou em 2,0%, utilizando
as prevaléncias de 0,5; 1,0 e 5,0% o VPP foi fixado em
13,2; 21 e 58%, respectivamente.

No ELISA-Tso também utilizando a diluigao 1:100,
o VPP ficou estabelecido em 1,8% para uma prevaléncia
de 0,1%, para as prevaléncias de 0,5; 1,0 e 5,0% o VPP
foi de 10; 16,2 e 50%, respectivamente.

Valor Preditivo Negativo (VPN)

Refere-se a probabilidade de nao-ocorréncia de
doenca quando o resultado do teste é negativo. O critério
para a determinagdo do VPN foi o mesmo utilizado no
VPP no quanto a utilizacdo de diversas prevaléncias
para a representacéo da populagao geral.

Devido ao desempenho dos testes em relagao a
sensibilidade, ao demonstrarem 100% de incidéncia,
o0 VPN seguiu essa tendéncia e fechou em 100% para
todos os testes independentemente da prevaléncia
utilizada.

DISCUSSAO
Embora relevantes, poucos estudos
soroepidemiolégicos tém sido conduzidos para

investigacdo da cisticercose humana, principalmente
pela deficiéncia nos métodos diagndsticos aplicaveis na
pesquisa de campo.

Inquéritos sorolégicos representam também uma
forma de avaliacdo de técnicas imunoldgicas em larga
escala, tendo em vista a facilidade de ensaiar grande
numero de amostras séricas®.

A escolha de um extrato antigénico para utilizagdo
e posterior validagao de um teste ELISA que se destina
ao estudo de populacdo geral passa por algumas
prerrogativas; no que se refere a especificidade se
tem demonstrado cada vez mais a necessidade de
melhores indices, a fim de evitar a utilizacdo de testes
confirmatdrios, o que gera custo sobressalente.

A obtencéo de extratos antigénicos homologos em
quantidades adequadas para a utilizagdo em estudo
de larga escala € dificultada pela obtencdo de suinos
naturalmente infectados com larvas de T. solium, assim
como sua dificil manipulagdo. O emprego do extrato
antigénico de liquido vesicular de T. crassiceps para
verificagao de anticorpos anticisticercos nos testes ELISA
e imunoblot, em amostras de soro, em nosso meio, foi
feito por Vaz®® e Bueno?, com boa eficiéncia para uso
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diagnéstico. As vantagens da utilizacdo do antigeno
heterdlogo sao: facil obtengéo do antigeno, garantia de
homogeneidade nos lotes preparados, menor custo e
boa reprodutibilidade. Embora heterdlogo, o antigeno é
rico em componentes do liquido vesicular, que incluem
antigenos soluveis de excrecdo e secregao. Esses
antigenos também se fazem presentes nos cisticercos
da T. solium, mas em concentragdes inferiores
comparativamente aos presentes nos componentes
de membrana e escélex, devido ao rompimento das
vesiculas durante o processo de remogado dos mesmos
do suino parasitado.

A pesquisa de anticorpos anticisticercos de T.
solium nas amostras de soro do grupo de estudo revelou
uma especificidade respectivamente de 96,2% e 94,8%
no teste ELISA-Tcra e ELISA-Tso utilizando a diluigédo
1.

No ELISA-Tso observamos que 33 (5,4%) das 610
amostras do grupo estudo foram reativas e, portanto,
ensaiadas posteriormente no IB-Tso, para confirmacgéao
dos resultados. Apds o término desses ensaios foi
verificado que essas amostras ndo apresentaram
reatividade com as fragbes consideradas especificas
(28 e 18 kDa) segundo o nosso critério de positividade.

Essa inespecificidade observada no antigeno Tso
€ caracterizada pela expressdo de proteinas de alto
peso molecular (> 30 kDa), que foi demonstrada em 16
(48,5%) amostras das 33 ensaiadas no IB-Tso.

A sensibilidade do teste que se refere a
porcentagem de resultados positivos nas amostras de
individuos sabidamente doentes (CP) foi de 100% — das
20 amostras ensaiadas todas apresentaram reatividade.
Desse modo, o valor preditivo negativo do teste
também foi estipulado em 100%. Devido a variagao da
especificidade e a utilizagao de diferentes prevaléncias,
o valor preditivo positivo do teste variou entre 1,8 a 50%.
Se analisarmos pela 6tica em que a prevaléncia da
doenca no Brasil provavelmente se encontra entre 0,1 a
1,0%, o VPP esta baixo, variando entre 1,8 a 16,2% e,
pensando nos servigos de neurologia e neuropsiquiatria
em que a prevaléncia chega a 5,0% *7, um VPP de 50%
continua baixo.

No ELISA-Tcra utilizando a diluigdo 1:100, 24 (3,9%)
amostras das 610 ensaiadas do GE apresentaram
reatividade, sendo portanto selecionadas para o IB-
Tcra. Das 24 amostras testadas no IB-Tcra, 21 (87,5%)
nao apresentaram reatividade, sendo que apenas 3
amostras apresentaram fragdes > 30 kDa. As fragoes
imunodominantes consideradas como critério de
reatividade foram as de peso molecular 18 e 14 kDa.
A sensibilidade do teste foi de 100% assim como o
VPN, porém o mesmo desempenho ndo foi observado
para o VPP que na prevaléncia de 0,1% ficou em 2%.
Aumentando o indice em 5% de prevaléncia o valor
preditivo positivo foi de 58%.
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