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RESUMO

Neste estudo foram analisados os resultados obtidos do diagndstico de cisticercose no Centro
de Imunologia do Instituto Adolfo Lutz (IAL), no periodo de margo/2007 a julho/2010.
A detecgdo de anticorpos especificos em 522 amostras de soro e liquido cefalorraquidiano (LCR)
foi realizada pelas técnicas de imunofluorescéncia indireta (IFI) e hemaglutinagio indireta (HAI).
A frequéncia de amostras reagentes foi de 11,0% no LCR e 8,2% no soro. Em 50% das amostras nao
houve informagdes sobre suspeita clinica de neurocisticercose dos pacientes, sendo disponiveis nos
18,3% e 16,4%, em amostras, respectivamente, de LCR e soro. Nas amostras de paciente com suspeita de
neurocisticercose, a positividade foi de 22,6% (LCR) e de 18,4% (soro). Houve associagdo entre a suspeita
clinica e a positividade dos testes (p>0.05). A maioria das amostras testadas foi proveniente do Estado de
Sao Paulo, e 16,9% de amostras de LCR e 35,9% de amostras séricas foram enviados de outros Estados do
pais. Os ensaios de IFI e HAI apresentaram teste de concordincia Kappa de 86%. Pela indisponibilidade
de kits de reagentes diagnosticos de cisticercose em amostras de LCR no mercado, os testes in-house
produzidos no IAL tém sido de grande relevéancia para os servigos de satide publica.

Palavras-chave. cisticercose, Cysticercus cellulosae, imunofluorescéncia indireta, hemaglutinagao indireta.

ABSTRACT

The present study aimed at analyzing the results from serologic assays performed for cysticercosis diagnosis
at Immunology Center of Instituto Adolfo Lutz (IAL), during the period from March 2007 to July 2010. A
total of 522 blood and cerebrospinal fluid (CSF) samples were tested for detecting the specific antibodies
using indirect immunofluorescence (IFA) and passive hemagglutination (PHA) assays; the frequency of
positivity was 11.0% in CSF and 8.2% in serum samples. No clinical information were reported in 50%
of medical requests sent to laboratory; 18.3% of CSF and 16.4% of serum samples were from patients
with available data on suspected clinical neurocysticercosis. In samples from patients with suspected
neurocystycercosis, the positive results were observed in 22.6% of CSF and 18.4% of serum samples.
Association between the clinical suspected neurocysticercosis and the testing positivity was detected (p>
0.05). The majority analyzed samples were from Sao Paulo State and 16.9% of CSF and 35.9% of serum
samples were sent by others Brazilian states. The Kappa agreement index between IFI and HA assays was
86%. On account of kits for diagnosing neurocysticosis in CSF samples are commercially unavailable, the
in-house assays produced at IAL have been relevant for public health services.
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INTRODUCAO

Teniase e cisticercose sio infecgdes causadas,
respectivamente, pelas formas adulta e larval de parasitas
do género Taenia. O ciclo de vida da T. solium envolve
o suino como hospedeiro intermedidrio, contendo o
cisticerco e o humano como hospedeiro definitivo da
forma adulta. Quando o homem torna-se hospedeiro
intermediario por meio da ingestdo do ovo de T. solium,
adquire a cisticercose.

O cisticerco pode apresentar-se sob a forma
cistica, que consiste em uma vesicula contendo escdlex
em seu interior, conhecida como Cysticercus cellulosae
e/ou na forma racemosa, com numerosas vesiculas em
cachos, mas sem o escdlex, denominada Cysticercus
racemosus. O embrido hexacanto pode migrar para
diferentes partes do organismo, mas quando esse se aloja
no sistema nervoso central, causa a neurocisticercose, a
forma mais grave e frequente da doenga'.

As manifestacoes clinicas da neurocisticercose
podemseapresentardediversasmaneirasouisoladamente,
sendo as mais comuns convulsoes, epilepsias, cefaleias,
hidrocefalia, meningites, distirbios psiquiatricos entre
outras. As crises epilépticas sdo a apresentacio mais
comum de neurocisticercose e, geralmente, representam
a principal ou Unica manifestagio da doenga.
A manifestacdo, ou nao, de sintomas é resultante da
interacao parasita-hospedeiro e depende da intensidade
da resposta inflamatéria do hospedeiro’.

A cisticercose é uma doenca considerada
negligenciada e de ocorréncia global, estando
presente na América Latina, Africa e Asia, em que
as condic¢des sanitarias precarias contribuem para a
sua permanéncia. A Organizagdo Pan-Americana de
Saude (OPAS) considera uma regido endémica aquela
que apresenta indices de 1% para teniase humana,
0,1% para cisticercose humana e 5% para cisticercose
animal?.

No Brasil, niao existem dados oficiais da
prevaléncia de neurocisticercose em ambito nacional.
Os dados de prevaléncia disponiveis no Brasil variam
de acordo com a abordagem do estudo e o tamanho da
amostragem estudada.

Agapejev et al’. realizaram uma analise critica de
136 trabalhos publicados no Brasil no periodo de 1915
a 2002 e calcularam a prevaléncia média nacional de
4,56 casos para 100 mil habitantes com base em estudos
clinicos e necroscopicos. Em estudo realizado com
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amostragem superior a 30 mil pacientes, a prevaléncia
foi de 0,2%, na andlise de dados clinico, imunoldgico e
radiologico de pacientes internados* ou de pacientes
examinados por tomografia computadorizada (TC)".

Em estudos de necropsias a prevaléncia variou de
1,5% a 2,4%"%7”-. Ja em pacientes internados com epilepsia
foi diagnosticado neurocisticercose em 24% por TC®
Em Curitiba, a prevaléncia foi cerca de 9% em diagndstico
realizado por TC em dois periodos distintos® '°.

O diagndstico da cisticercose pode ser realizado
por técnicas de imagens como a TC e a ressonancia
magnética (RM), ferramentas consideradas por
alguns autores como padrdo ouro no diagnoéstico da
neurocisticercose'!. No entanto, quando os cisticercos
estdo localizados nas cisternas basais subarandide, a
TC e a RM néo conseguem detecta-los. Nesses casos os
dados clinicos, epidemioldgicos e sordlogicos ajudam na
confirmacio de cisticercose. Além disso, a demonstracao
histoldgica do parasita a partir de bidpsia de uma lesdo
cerebral ou medular ou do exame de fundo de olho, em
casos de cisticercose intraocular, também podem ser
conclusivos no diagndstico da doenga''.

As técnicas imunoldgicas sdo frequentemente
utilizadas para confirmar o diagndstico de
neurocisticercose. Varios testes imunoldgicos tém
sido utilizados na detec¢do de anticorpos especificos.
Entre eles destacam-se: a hemaglutinagio (HA), a
imunofluorescéncia indireta (IFI), a técnica de Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) e de immunoblot
como  Enzyme-Linked  Immunoelectrotransferblot
(EITB).

No Instituto Adolfo Lutz (IAL), ha mais de
40 anos as técnicas HA e IFI vém sendo utilizadas na
rotina diagnostica para a pesquisa de anticorpos anti-C.
cellulosae em amostras de liquor e soro'>'*. A técnica
de IFI apresenta sensibilidade e especificidade de
cerca de 80% a 98% '>!* e a reagdo de HA, apresenta
sensibilidade de 81% em amostras de liquor e de 85%
em amostras de soro".

Ultimamente as técnicas imunoenzimaticas
utilizadas no diagnostico da cisticercose empregam o
antigeno nativo, homologo ou heterélogo; outras utilizam
os antigenos recombinantes ou sintéticos. Quanto ao
antigeno nativo de C. cellulosae, as fragdes purificadas
a partir de fluido vesicular, escolex ou produto de
secrecdo/excrecdo apresentam melhores resultados que
o extrato salino de antigeno bruto. De um modo geral, a
sensibilidade varia de 80% a 100% no soro e 92% a 100%
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no liquor, enquanto a especificidade varia de 97% a 100%
em ambos os tipos de amostras clinicas>"”. Dos antigenos
recombinantes, o GP50, T24H e TS14 apresentaram
resultados promissores, com sensibilidade de 94% a 100%
e especificidade de 99% a 100%, considerando os dois
tipos de amostras, soro e liquor'®*. Quanto ao antigeno
sintético, derivado da familia de proteinas de 8 kDa, os
resultados sdo contraditérios. Alguns autores reportam
bom desempenho diagndstico, com sensibilidade e
especificidade préxima de 100%'® *. Por outro lado,
Schell et al. observaram baixa sensibilidade no ELISA e
melhor desempenho no Western Blot*.

O antigeno heterdlogo de  Cysticercus
longicolis, o metacestodio da T. crassiceps, vem
sendo explorado como fonte alternativa de antigeno.
As fragoes antigénicas de baixo peso molecular de 14
e 18 kDa, extraidas do fluido vesicular, mostraram-se
uteis para o diagnostico da neurocisticercose humana.
A sensibilidade variou de 95% a 100% em amostras de
liquor e soro, e a especificidade foi de 99% a 100% no
liquor e 80% a 100% no soro®->.

Nao obstante, os bons resultados obtidos com os
testes imunoenzimaticos ainda ndo foram introduzidos
no IAL. Por isso o presente trabalho tem como objetivo
comparar os resultados da técnica de IFI e HA, da rotina
diagnostica de cisticercose do Centro de Imunologia
(CIM) do IAL, realizada no periodo de margo de 2007
a julho de 2010 e analisar a correlagdo dos resultados
imunodiagnoésticos com alguns aspectos clinicos e género
dos pacientes.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

Foram analisados resultados de 522 amostras,
sendo 290 liquors e 232 soros, ndo pareados, da rotina
diagnostica de cisticercose do CIM do IAL, do periodo
de marco de 2007 a julho de 2010. As amostras de liquor
e soro eram procedentes de outros servicos de saude
publica da cidade e Estado de Sao Paulo e outras regides
do Brasil.

Amostras controle

As amostras controle reagente e ndo reagente
usadas para a validagdo dos testes de IFI e HA foram obtidas
a partir de amostras da rotina diagndstica de cisticercose no
CIM do TAL. Foram utilizados dois liquors e dois soros para
validacéo da IFI, quatro liquors e quatro soros para HA.

Diagnéstico sorolégico

As técnicas utilizadas para o diagndstico
sorolégico da cisticercose do CIM do IAL foram IFI e
HA, kits preparados in-house, seguindo os procedimentos
padronizados nesse laboratério™ . O C. cellulosae foi
extraido de musculo de suinos, o antigeno particulado
obtido por maceragdo dos cisticercos em gral e peneirados
em peneira tipo Tyller 48 com tamis 0,0297 nm foi usado
na rea¢ao de IFI. Para a reagdo de HA foi utilizado
antigeno soltivel obtido por sonicagdo dos cisticercos
obtidos de musculo de suinos.

Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (IFI)

A lamina foi preparada pela aplica¢ao de 15ul de
suspensao do antigeno em tampao PBS 0,15M pH 7,2 de
modo que o sobrenadante tivesse cerca de 15 particulas
de antigeno por campo, em objetiva de 20 vezes, em
microscopia de campo claro. Depois as ldminas foram
secas A temperatura ambiente e armazenadas a -20 °C.

A diluicao das amostras e a lavagem das
laminas foram realizadas com PBS 0,15M pH 7,2.
A reagdo foi realizada inicialmente com soros em
diluicoes de 1/10, 1/20,1/40 e 1/80 e os liquors,
depositados puros. Para as amostras reagentes foram
realizadas dilui¢des adicionais na razao 2 até 1/320
no soro e 1/32 no liquor. Foram depositados 12uL de
cada diluicdo ou de cada amostra sobre a lamina que
foi incubada por 30 minutos a 37 °C em camara tmida.
As laminas foram lavadas trés vezes com PBS em cuba de
Cooplin por cinco minutos cada e, secas em estufa por
cinco minutos a 37 °C. O conjugado, cujo titulo foi 300,
foi diluido em Azul de Evans 0,001% e depositado 12 pL
em cada drea da rea¢do. As laminas foram incubadas,
lavadas com PBS e secas como descrito anteriormente.
A leitura foi realizada em microscopio de fluorescéncia
com aumento de 400 vezes (Olympus).

Rea¢do de hemaglutina¢ao (HA)

Para a reagdo de HA foi utilizada hemacia de
ganso macho formalizada como suporte para o antigeno
soluvel de C. cellulosae. O kit foi preparado de acordo
com a técnica padronizada anteriormente’?.

A reacio de HA foi realizada em placa de
poliestireno de fundo V de 96 pocos, sendo as amostras
e os controles diluidos em PBS 0,15M pH 6,4 a partir da
diluicdo 1/10a1/160 parasorosede 1/2a 1/32 paraliquors.
Para cada diluigdo, foram utilizadas duas colunas da placa,
adicionando 25 pL de hemadcias sensibilizadas em uma
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coluna e 25 puL de hemadcias controle em outra. A placa foi
agitada por cinco minutos, seguida de incubagao por uma
hora em cAmara imida a temperatura ambiente.

Andlise dos resultados

A andlise estatistica dos dados foi efetuada
utilizando-se o programa Epil nfo, versao 6.0 para o calculo
do Qui-quadrado, sendo adotado um nivel de significancia
de 5%. Foram calculados indices de co-positividade, co-
negatividade e Kappa para os ensaios de IFI e HA*.

RESULTADOS

No periodo de margo de 2007 a julho de 2010
foram analisadas 522 amostras ndo pareadas, sendo 290
liquors e 232 soros, para o diagnodstico sorolégico de
cisticercose. De acordo com a distribui¢cdo das amostras
(Figurala), o numero de amostras de liquor foi superior
ao de soro, com exce¢io do ano de 2010, em que o
numero de amostras de soro foi proporcionalmente
maior que o dos anos anteriores, quando analisados sete
meses da rotina. A frequéncia de amostras reagentes no
liquor (Figuralb) foi de 11,02%, com variagao de 10,4% a
12,1%, e no soro (Figuralc) foi de 8,17%, com variacao de
0% a 17,2%. Os resultados foram considerados confiaveis
uma vez que as amostras controle positivo e negativo
deram os resultados esperados em ambos os testes, HA e
IFI (dados nio apresentados).

A procedéncia das amostras de liquor foi
principalmente do Estado de Sao Paulo (43,8%) e da
cidade de Séo Paulo/Grande SP (39,3%), enquanto que as
amostras de soro predominaram na cidade de Séo Paulo/
Grande SP (37,5%) e outros Estados do Brasil (35,9%).

A suspeita clinica foi dividida em
neurocisticercose, cisticercose, HIV, disturbios
neuroldgicos incluindo convulsdes e epilepsias, outras
sintomatologias, como febre e meningites, e suspeita
clinica ndo informada. A analise da distribui¢do das
amostras de acordo com a suspeita clinica mostrou que
cerca de 50% dos pedidos de exames ndo informam a
suspeita clinica, independente do tipo da amostra. Dos
pedidos em que se obteve a informagao de suspeita clinica,
a que prevaleceu foi a neurocisticercose, sendo 18,3%
para liquor e 16,4% para soro, seguido de cisticercose com
6,2% e 11,6%, respectivamente para liquor e soro e nos
portadores de HIV, 8,6% para liquor e 1,7% para soro.

Os resultados reagentes nos testes de IFI e HA
foram observados em somente 11% das amostras de
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Figura 1. Distribui¢do das amostras (a), a frequéncia de positividades
e o numero de amostras de liquor (b) e soro (c) encaminhadas ao IAL
para o diagnostico de cisticercose, analisadas no periodo de margo
de 2007 a julho de 2010 (n= nimero de amostras e %= frequéncia de
amostra reagente)

liquor e 8,2% das amostras de soro. Entre as amostras
de liquor cuja suspeita clinica nao foi informada, a
frequéncia de amostras com resultado reagente foi de
7,7%. Dos pacientes com suspeita clinica de cisticercose,
cinco amostras de soro e trés de liquor apresentaram
resultado reagente. Nenhuma amostra de paciente com
HIV resultou reagente para cisticercose.

Emrelacao asuspeita clinica de neurocisticercose,
a frequéncia de amostras reagentes foi de 22,6% no liquor
e 18,4% no soro e verificou-se associacio estatisticamente
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significante entre a suspeita clinica de neurocisticercose
e a positividade dos testes em ambas as amostras, liquor
(p =0,003) e soro (p = 0,028).

A analise da distribuicdo das amostras de acordo
com o género foi equilibrada no periodo analisado. De
um modo geral, 54% das amostras, liquor (157/290) e soro
(126/232), provinham de pacientes do género masculino.
Quantoaosresultados,asamostras pertencentesao género
feminino apresentaram maior proporc¢io de reatividade
no liquor (12,6%) e soro (11,9%); enquanto no género
masculino a positividade observada foi de 10,4% e 5,5%,
respectivamente para liquor e soro. No entanto, essa
diferenca nao foi estatisticamente significante nos dois
tipos de amostras, liquor (p=0,562) e soro (p=0,080)

Com relacdo ao desempenho dos testes IFI e
HA, o indice Kappa apresentou concordancia quase
perfeita entre os testes, sendo de aproximadamente 86%
no liquor e 87% no soro. Quanto a co-positividade e co-
negatividade nas amostras de liquor e de soro ficaram em
torno de 86% e 99%, respectivamente.

A Figura 2 ilustra a reagdo de imunofluorescéncia
indireta. Na auséncia de anticorpos especificos contra
o antigeno do C. cellulosae, a reagdo apresenta uma
coloragdo avermelhada (Figura 2a) e na presenca de
anticorpos especificos a superficie do antigeno apresenta
fluorescéncia verde (Figura 2b).

DISCUSSAO

A cisticercose humana representa importante
problema de saude publica em dreas carentes de
condic¢oes sanitdrias e de politicas de satide e também em
paises desenvolvidos que recebem imigrantes de regioes

com elevada prevaléncia de teniase. A Organizagao Pan-
Americana de Saude (OPAS) considera a auséncia de
dados epidemiolégicos de cisticercose um dos principais
obstaculos para o planejamento satisfatorio de campanhas
para a prevencéo e a erradica¢do da doenga?’. No Brasil,
a notificagdo compulsdria para esse agravo foi instituida
por meio da Portaria n° 1.100, de 24 de maio de 1996,
quando foram implantadas medidas para o controle da
endemia. No entanto, nem todos os Estados/regides
seguem O que preconiza a Portaria e a subnotificagdo
ainda é um problema real® .

No presente estudo foram analisados os
resultados da rotina diagnodstica para cisticercose/
neurocisticercose realizada no periodo de marco de
2007 a dezembro de 2010. O total de amostras reagentes
nos testes de IFI e HA foram de 32 liquors e 19 soros e
a frequéncia média de resultados positivos foi de 11,0%
no liquor e 8,2% no soro.

Em estudo realizado anteriormente, a frequéncia
de resultados positivos observada no liquor foi de 5,5%
para o periodo de janeiro de 2003 a dezembro de 2006
e de 11,3% em 2007%. Curiosamente observamos um
aumento estatisticamente significante na propor¢ao de
amostras reagentes de liquor a partir de 2007. Quanto
as amostras de soro ocorreu o inverso. A frequéncia
média de amostras reagentes no periodo de 2003 a 2007
foi de 12,8%, segundo Souza et al.”’, com uma redugédo
consideravel no periodo analisado no presente estudo.

Em relagao ao ano de 2010, nao houve resultado
reagente em amostras de soro, entretanto a frequéncia de
resultados positivos em amostras de liquor foi alta (12,1%),
considerando que foi analisado somente sete meses da
rotina diagnostica. Nesse periodo foi observado aumento

Figura 2. Aspecto na reagao de IFI para pesquisa de anticorpos especificos para cisticercose
(a) amostra ndo reagente e (b) amostra reagente, em microscopia de fluorescéncia com aumento de 400X
Fotografia: camera QColor 3 - Cooled RTV (Olympus) e programa Image - Pro Plus (Media Cybernetics)
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na demanda de soro de outros Estados, particularmente
do Estado do Rio Grande do Sul (35/60) para investigacao
de possivel surto da doenga na regido.

Os testes utilizados nesta rotina apresentam
sensibilidade em torno de 80% em amostras de liquor'**,
no entanto, somente 22,6% dos pacientes com suspeita
clinica de neurocisticercose apresentaram resultado
reagente. A falta de maiores informagdes clinicas dos
pacientes dificulta a interpretagdo desses resultados. A
analise pelo teste de Qui-quadrado, contudo, mostrou que
existe associagdo entre a suspeita clinica de neurocisticer-
cose e a positividade dos testes, em ambas as amostras.

Ainfluénciadainfecgdo por HIV nahistérianatural
da cisticercose precisa ainda de estudos mais profundos.
Serpa et al.*! realizaram uma revisao de literatura em 2006
e identificaram 27 relatos de casos sobre a co-infec¢ao HIV
e neurocisticercose, dos quais 61% apresentaram lesdes
multiplas no parénquima cerebral. No presente estudo,
nenhuma amostra de pacientes com suspeita clinica de
HIV apresentou teste reagente para cisticercose, quer seja
no liquor ou soro. Uma vez que a neurocisticercose é uma
doenga que apresenta uma diversidade de manifestacoes
clinicas, podendo ser confundida com outras patologias
que acometem o sistema nervoso, o imunodiagnoéstico
para cisticercose pode ser requisitado como diagnoéstico
diferencial de infec¢do do sistema nervoso central em
pacientes com HIV.

Estudos recentes revelam que os hormonios
sexuais podem interferir na infecgdo por teniase e
cisticercose. Em suinos observa-se maior frequéncia
de cisticercose durante a gestagdo, quando os niveis
de progesterona estdo significantemente aumentados.
A castragao de animais machos naturalmente infectados,
com T solium, induz ao aumento da prevaléncia de
cisticercose*’. Em um estudo in vitro foi demonstrado que
a progesterona induz a invaginagdo do escolex e estimula
o crescimento do cisticerco de T. solium™.

Em humanos, alguns estudos indicam que a
resposta imune do hospedeiro na infeccdo do sistema
nervoso central pelo cisticerco pode ser influenciada
pelo género. No estudo conduzido por Kelvin et al.**
em 171 pacientes com neurocisticercose, os autores
observaram associacdo entre o nimero de cistos na fase
de degeneragdo e o género; o numero de cistos foi 1,8
vezes maior em pacientes do género feminino.

No presente estudo, a proporcdo de resultados
reagentes foi maior nos pacientes do género feminino,
em ambas as amostras, 1,2 vezes no liquor e 2,1 vezes
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no soro. No entanto, essas diferencas nido foram
estatisticamente significantes.

Agapejev et al’ constataram o predominio
de neurocisticercose no género masculino, mas uma
manifestagdo clinica mais grave nas pacientes femininas.
Esses resultados podem ter um viés decorrente da
abordagem de cada estudo ou mesmo das diferengas no
acesso aos servicos de saude.

Os testes sorologicos realizados no CIM/IAL,
IFI e HA, apresentaram concordédncia quase perfeita de
acordo com a classificagdo do indice Kappa, sendo 85,9%
para o liquor e 87,2% para o soro. A co-positividade foi
de 86% e a co-negatividade maior que 98%.

As técnicas imunoenzimaticas tém sido utilizadas
para o diagnoéstico de cisticercose e apresentam maior
sensibilidade e especificidade' '* # e os imunoensaios
utilizando antigenos recombinantes apresentam desempenho
diagnoéstico promissor'®2. Atualmente o Enzyme-Linked
Immunoelectrotransferblot (EITB) é considerado um dos
testes imunoldgicos mais confidveis para o diagndstico
da cisticercose, que utiliza antigenos purificados por
cromatografia com lectina. A avaliagdo inicial do ensaio
EITB indica sensibilidade de 98% e especificidade de 100%
em amostras de soro e liquor®.

Nenhum desses testes, todavia, estd disponivel
no comércio. Atualmente no Brasil apenas dois kits de
ELISA para o diagndstico de cisticercose estao aprovados
pela Anvisa , ambos para deteccdo de anticorpos IgG
anti-T'solium e anti-C.cellulosae em amostras de soro”.
Um de procedéncia nacional e outro de fabricagao alema,
esse ultimo com sensibilidade de 100% e especificidade
de 93%, segundo o fabricante.

A falta de um teste padronizado para amostras de
liquor faz com que o diagnodstico laboratorial realizado
no IAL tenha um papel importante no diagnoéstico da
neurocisticerose, pois utiliza kits in-house originalmente
padronizados para os dois tipos de amostras, liquor e soro.
Desse modo, esses testes tém sido de suma importancia
para os servicos de satide publica nos tltimos 40 anos.
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