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Resumen

La neurocisticercosis (NCC) es la localizacién en el sistema nervioso cen-
tral (SNC) humano de la parasitosis provocada por el estadio larvario de
la Taenia solium, el cisticerco, que prevalece en areas urbanas y rurales y
constituye un problema de salud publica. El diagnéstico puede efectuarse
por exploracion imagenolégica del SNC con resonancia magnética o tomo-
grafia axial computarizada, no siempre disponible, y por pruebas de inmu-
noensayo (EIA) en sangre, que aportan al diagnoéstico rapidez, bajo costo y
transferibilidad. Para evaluar su capacidad diagnéstica y validar la precision
de la técnica de ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas), en la
deteccion de anticuerpos anti-cisticercos en sueros humanos, se disefié una
seroteca en forma aleatoria y en doble ciego, y se realizé el ELISA con las
muestras, utilizando placas sensibilizadas con antigenos obtenidos del flui-
do vesicular de cisticercos de T. solium. Para la validacién se realizaron 20
ensayos empleando controles positivos y negativos, por cuadruplicado en
diferentes dias, y realizados por mas de un operador; el punto de corte para
este método fue una densidad éptica de 0,325. La precisién intralabora-
torio para el control débil (media=0,532+0,09) fue de %CV=17,51+0,09,
y un valor de repetibilidad de %CV=7,04+0,04, cifras que se encuentran
dentro de los limites esperados para el método. Con estos resultados se
puede concluir que la precisién del ELISA para el serodiagnéstico de NCC
se encuentra validada. El ensayo validado proporcioné resultados coheren-
tes y repetidos que permitieron discriminar entre dos resultados dicotomi-
cos y establecer con exactitud la condicién de una posible infeccién, con un
nivel de certidumbre estadistica predeterminado.

Palabras clave: Cisticercosis; Inmunoensayo; Anticuerpos anti-cisticerco;
Neurocisticercosis; Validacion

Evaluation of the ELISA method for the detection
of anti-cysticercus antibodies in human sera

Abstract

Neurocysticercosis (NCC) is the location in the human central nervous sys-
tem (CNS) of the parasitosis caused by the larval stage of Taenia solium, the
cysticercus which prevails in urban and rural areas, constituting a public
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Introduccién
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health problem. Diagnosis can be made by CNS imaging with magnetic resonance or computerized axial
tomography, not always available, and by blood immunoassay (EIA) tests, which provide rapidity, low
cost and transferability. In order to evaluate its diagnostic capacity and validate the ELISA (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay) technique in the detection of anti-cysticercus antibodies in human sera,
a collection of sera was designed in a randomized and double-blind manner, and the ELISA was perfor-
med with the samples, using plates sensitized with antigens obtained from the vesicular fluid of T. so-
lium cysticerci. Twenty trials were conducted, using positive and negative controls, in quadruplicate, on
different days, and performed by more than one operator; the cutoff for this method was an optical density
of 0.325. The intralaboratory precision for the weak control (mean=0.532+0.09) was %CV=17.51+0.09,
and a repeatability value of %CV=7.04+0.04, figures that are within the expected limits for the method,
It can be concludedthat the accuracy of the ELISA for serodiagnosis of NCC is validated. The valida-
ted test provided consistent and repeated results, which made it possible to discriminate between two
dichotomous outcomes, and to establish with accuracy the condition of a possible infection, with a
predetermined level of statistical certainty.

Keywords: Cysticercosi; Immunoassay; Anti-cysticercus antibodies; Neurocysticercosis; Validation

Avaliagcdo do método ELISA para a detec¢do de anticorpos anti-cisticercos
em soros humanos

R esumo

A neurocisticercose (NCC) é o local no sistema nervoso central (SNC) humano de parasitose causada
pelo estagio larval da Taenia solium, o cisticerco, prevalecente em dreas urbanas e rurais, constituindo
um problema de saude publica. O diagndstico pode ser feito por varredura imagenoldgica do SNC com
ressonancia magnética ou tomografia axial computadorizada, nem sempre disponivel, e por testes de
imunoensaio (EIA) em sangue, que fornecem ao diagndstico rapidez, baixo custo e portabilidade. Para
avaliar a sua capacidade de diagndstico e validar a precisdo da técnica de ELISA (ensaio imunoabsor-
vente ligado a enzimas), na deteccdo de anticorpos anti-cisticercos em soros humanos, um serrarium
foi projetado em forma aleatdria e em duplo cego, e foi realizado com as amostras o ELISA, utilizan-
do placas sensibilizadas com antigenos derivados do fluido vesicular de cisticercos de T. solium. 20
testes para validacdo foram realizados, utilizando controles positivos e negativos, em quadruplicado,
em dias diferentes, e realizados por mais de um operador; o ponto de corte para este método era uma
densidade dptica de 0,325. A precisdo intralaboratorial para o controle fraco (média=0,532+0,09) foi
de CV%=17,51+0,09, e um valor de repetibilidade de CV%=7,04+0,04, valores que estdo dentro dos
limites esperados para o método, podendo concluir com esses resultados que a precisdo do ELISA para
diagndstico soroldgico de NCC é validado. O ensaio validado forneceu resultados consistentes e repeti-
dos, o que permitiu discriminar entre dois resultados dicotémicos e identificar com exatiddo a condigéo
de possivel infeccdo com um nivel de certeza pré-determinado estatisticamente.

Palavras-chave: Cisticercose; Imunoensaio; Anticorpos anti-cisticerco; Neurocisticercose; Validacao

tral (SNC) o neurocisticercosis (NCC), causante de dis-
capacidad fisica y en ocasiones de muerte (3).
El diagnéstico de la NCC se realiza por la explora-

La cisticercosis humana, causada por el estadio lar-
vario de Taenia solium, prevalece en areas urbanas y ru-
rales, asociada a practicas tradicionales de crianza de
cerdos y a malas condiciones sanitarias e higiénicas, lo
cual constituye un problema de salud publica (1).

Se halla en Africa, Asia y Latinoamérica y en esta ul-
tima, la incidencia es mas elevada en México, Peru y
Brasil (2). La contribucion de la cisticercosis humana
en las tasas de morbilidad y mortalidad es producto de
la localizacion del cisticerco en el sistema nervioso cen-
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cién del SNC con resonancia magnética nuclear (RMN)
o tomografia axial computarizada (TAC), no siempre
disponibles, sobre todo en centros asistenciales de baja
complejidad (4).

En un gran ntimero de casos, la NCC es asintomati-
ca, como lo evidencian relevamientos epidemiolégicos
efectuados en zonas rurales de paises endémicos, me-
diante estudios de TAC (4).

Su diagnéstico es imposible a partir de criterios cli-
nicos, aunque ciertos cuadros (epilepsia o hipertension
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endocraneana) en regiones endémicas son orientado-
res (b).

Hay diferentes técnicas serolégicas como fijacion de
complemento, inmunoelectroforesis, hemaglutinacién
pasiva, inmunofluorescencia y la doble inmunodifu-
sion. No obstante, no se dispone de un enzimoinmu-
noensayo suficientemente sensible, especifico y repro-
ducible.

Actualmente, las pruebas mas usadas son el ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) y el im-
munoblot (Western blot), que detectan anticuerpos anti-
cisticerco en suero y LCR (6), con diferencias estadis-
ticas no significativas entre las sensibilidades de ambos
métodos (7)(8).

Se han comunicado resultados falsos positivos por
reacciones cruzadas con otros helmintos, por la existen-
cia de cisticercosis no neurolégica, o contacto previo
con el parasito, pero sin infeccién. Estudios epidemio-
l6gicos en comunidades rurales de zonas endémicas
han estimado que muchos de sus habitantes presentan
anticuerpos especificos, en ausencia de una imagen por
TAC, compatible con NCC (9).

Pueden ocurrir resultados falsos negativos con ELI-
SA en suero y LCR, en casos con lesiones calcificadas,
en localizaciones parenquimatosas o cuando los quistes
son escasos. El diagnéstico de NCC a partir de la serolo-
gia es de limitada utilidad, aunque una prueba positiva
fortalece el diagnéstico en un individuo proveniente de
zona endémica con un cuadro clinico y radiolégico su-
gestivo (9).

El desarrollo de tecnologia sensible y especifica para
el diagnostico de esta patologia en suero es de gran uti-
lidad, sobre todo por razones de reduccion de costos en
estudios epidemiolégicos, y en los casos en los cuales las
TAC y RMN son de dificil acceso (10).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la precision de
la técnica de ELISA para la deteccion de anticuerpos an-
ti-cisticercos en sueros de humanos que padecen NCC.

Materiales y Métodos

El trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Enteropa-
rasitos, Departamento de Parasitologia, Instituto Nacio-
nal de Enfermedades Infecciosas, Administracién Na-
cional de Laboratorios e Institutos de Salud “Dr. Carlos
G. Malbran”, Ciudad Autonoma de Buenos Aires.

Para su ejecucion se trabajé con muestras de sue-
ros, remitidas segun los estandares para investigacion
en sujetos humanos, captados como casos clinicos. Al
laboratorio se remitieron las muestras de suero, acom-
panadas de una ficha epidemiolégica y una peticiéon
médica que solicitaba realizar serologia para NCC.
Todas las muestras fueron dispuestas en forma de se-
roteca, disenada en forma aleatoria y a doble ciego,
sin individualizar de ningtiin modo a las personas de
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las cuales provenian. Se almacenaron a -20 °C hasta el
momento de ser procesadas.

Disefio experimental

Las placas de ELISA fueron sensibilizadas con anti-
genos obtenidos a partir del fluido vesicular de cisticer-
cos de T solium (7),y el método usado para el ajuste de
condiciones fue el de Chessboard Checkerboard, ejecu-
tado sobre un soporte s6lido de polivinilo con pocillos
de fondo plano (11)(12).

Las muestras de suero utilizadas provenian de la se-
roteca del Instituto Nacional de Enfermedades Infec-
ciosas “Dr. Carlos G. Malbran”, y los sueros para control
positivo y negativo fueron provistos por el Instituto de
Investigaciones Biomédicas, UNAM, México.

Criterios para la seleccién de controles

¢ Ciriterios de inclusion para la seleccion de los con-
troles positivos: sueros de pacientes que cumplie-
ran con los criterios diagnosticos de neurocisticer-
cosis (13).

e Criterios de inclusiéon para la seleccion de los
controles negativos: pacientes sin sintomatologia
clinica compatible y sin epidemiologia de cisticer-
cosis, y con resultado coproparasitologico seriado
negativo.

Preparacion de la seroteca

La seroteca fue compuesta por controles negativos,
positivos y muestras de suero con patologias relaciona-
das a imagenes cerebrales, tales como toxoplasmosis,
enfermedad de Chagas, abscesos tuberculosos y mico-
ticos, y tumores.

Se prepar6 un stock de controles positivos fuertes,
débiles y controles negativos, los que se fraccionaron y
mantuvieron a-20 °C para ser utilizados en los sucesivos
€nsayos.

Los controles de reaccién fueron realizados a partir
de un pool de sueros positivos y negativos, respectiva-
mente. El control positivo débil fue configurado por
medio de la dilucién de los sueros positivos con sueros
negativos para obtener una lectura de densidad 6ptica
mas baja.

Punto de corte (cut off) a partir de curvas ROC

El calculo del cut off se realizo6 a partir de curvas TG-
ROC (Two graph receiver operator characteristics) . E1 mismo
fue realizado con una poblacion de referencia negati-
va (n=b6), y con una poblacion de referencia positiva
(n=30) y se seleccion6 un nivel de exactitud del 95%.

Los resultados de las lecturas obtenidas fueron dis-
puestos en un software IBM® SPSS® Statistics (version 24)
para el analisis correspondiente. Una vez estimado el
valor de corte, la interpretacion de los resultados se

Acta Bioquim Clin Latinoam 2019; 53 (3): 353-60
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hizo en base a una escala cualitativa: negativo, indeter-
minado o positivo.

Proceso de validacién

Se realizaron 20 ensayos, en diferentes dias, y por
mas de un operador. Cada control fue procesado por
cuadruplicado al igual que los blancos. Las lecturas de
las densidades 6pticas en cada una de las pruebas fue-
ron dispuestas en una planilla de datos y analizadas con
posterioridad.

Evaluacion de la capacidad diagnoéstica

Una vez seleccionado el punto de corte, la seroteca fue
evaluada por ambos operadores; al estudio se le agrega-
ron muestras con interferentes conocidos (hemoglobina,
bilirrubina, triglicéridos) para evaluar el impacto de éstos
sobre las densidades 6pticas. Los resultados fueron dis-
puestos en la base de datos y posteriormente analizados.

Anélisis estadistico

Se cre6 una base de datos con el software de Excel 10,0
(Microsoft). Se registraron los hallazgos de resonancia
magnética y/o tomografia, la clinica del paciente, los
datos personales y los resultados serolégicos. El analisis
estadistico se realiz6 con los programas IBM® SPSS® Sta-
tistics (version 24).

Se realiz6 estadistica paramétrica (media y desvia-
cioén estandar) y el coeficiente kappa (k) y los interva-
los de confianza del 95% se calcularon para evaluar el
acuerdo cualitativo entre los operadores. Este coeficien-
te varia entre -1 y +1. Cuanto mas cercano a 1 es el valor,
mas fuerte es el acuerdo. Epidat 3.0.

Con la lectura de cuadruplicados se calcul6 la preci-
sion intralaboratorio y la repetibilidad, expresando el re-
sultado como coeficiente de variacién porcentual (%CV).

Resultados

El punto de corte calculado para este método, en
las condiciones seleccionadas, obtenido por curvas
ROC, arrojo6 la siguiente distribucién segun lectura
de DO; negativo=<0,325, indeterminado=0,325-0,441,
positivo=0,441 (Tabla I).

La precision intralaboratorio para el control débil
(media=0,532+0,09), importante por su cercania al va-
lor de corte, obtuvo un CV%=17,51+0,09, y un valor de
repetibilidad de CV%=7,04+0,04 (Tabla II).

Las interferencias analizadas no impactaron en los re-
sultados de DO de manera significativa. Se observo tam-
bién, en el analisis de la especificidad, que la serologia
tenia reacciones cruzadas con hidatidosis, y no asi, con
las otras patologias estudiadas (Tabla III) (Tabla IV).

El coeficiente kappa calculado entre los resultados
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Tabla |. Estimacién del punto de corte del ELISA para NCC,
con un 1C95%.

Ag T. solium
Poblacién negativa (n) 56
Poblacién positiva (n) 30
Valor de cut off IC95% 0,389
Rango de indeterminados IC95% 0,325-0,441
Sensibilidad diagnéstica 100%
Especificidad diagnéstica 100%

obtenidos por los operadores, se consider6 como muy
bueno o casi perfecto (k=1); la sensibilidad y especi-
ficidad diagnéstica, calculada a partir de las TG-ROC
(Fig. 1), con el diseno de este trabajo expresé un 100%
para ambos indicadores.

Discusién y Conclusiones

La NCC es la causa prevenible mas frecuente de
epilepsia en el mundo en desarrollo y un problema de
salud publica en alza. Por tal motivo, es necesario dis-
poner de un método de alta especificidad y sensibilidad
para la deteccién de los casos, que permita también es-
timar con precision la magnitud de la transmision de la
parasitosis en areas endémicas y el impacto de diferen-
tes intervenciones dirigidas para su prevencion.

Un ensayo validado proporciona resultados cohe-
rentes y repetidos que permiten discriminar entre dos
resultados dicotémicos y dictaminar con exactitud la
condicion de una posible infeccion.

Los métodos basados en la deteccion de anticuerpos
anti-cisticercos han sido extensamente evaluados y se
destacan el ELISA y el immunoblot, semejantes en sensi-
bilidad y especificidad (9).

Los ensayos de ELISA disponibles para la detecciéon
de anticuerpos se basan en el uso de antigenos nativos
de cisticercos, muchos de los cuales son compartidos
por diferentes cestodos (Taenia hydatigena, Echinococcus
granulosus) y son reconocidos, tanto por individuos que
han estado en contacto con el parasito pero no resul-
taron infectados, como por aquellos que si estan infec-
tados (14) (15). Las mencionadas caracteristicas de los
ensayos disponibles limitarian su uso; sin embargo, los
criterios diagnosticos de NCC avalan su utilizacion (13).

En esta serie, todas las interferencias analizadas no
impactaron significativamente en los resultados de DO
obtenidos, y se pudo observar que con la serologia se
obtienen reacciones cruzadas con hidatidosis, y no asi
con las otras patologias estudiadas. Si bien es un proble-
ma la posibilidad de un falso positivo, producto de una
hidatidosis, no es menos cierto que la localizacion en el
SNC de esta patologia es rara y se presenta con caracte-
risticas particulares (16).
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Figura 1. TG-ROC a partir de los datos utilizados para estimar el cut off.

Tabla Ill. Evaluacion del impacto de los interferentes en la lectura de DO en el diagndstico de NCC.

Colesterol

Controles Hb

negativos
n=3

Controles
positivos
n=3

Abs 450
n=10

Bilirrubina Triglicéridos
n=10

X

n=10 n=10

X(2)

0,090-0,150
X

0,150-0,210

0,220-0,280

0,290-0,325
0,326-0,440

0,441-0,480

0,490-0,550

0,560-0,610

0,620-0,680

0,690-0,750

0,760-0,810

0,820-0,880

0,890-0,950

0,960-1,050

1,060-1,110

1,120-1,180

Rango de absorbancias

Bilirrubina

cut-off
Negativo | No hemolizado | Hemolizado Colesterolemia

Sin colesterol

Sin triglicéridos | Triglicéridos | Sin bilirrubina

0,160 0,09 0,165

0,118

0,325 0,078 0,094

Test ELISA

0,085 0,090

0,070 0,075

0,033

0,016

10 A Abs.

Al andlisis, los parametros estimados de concordancia
entre operadores mostraron ser muy buenos (17); de igual
modo, la repetibilidad y precision intralaboratorio se en-
contraron dentro de los valores esperados para el método.

Esto permite concluir que la precision del ELISA para
serodiagnostico de NCC se encuentra validada.

Es trascendental proseguir con la validacién de la
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sensibilidad y especificidad analitica a partir de trabajos
de campo, debida cuenta que la obtenida con este dise-
no no es un resultado ajustado.

Los esfuerzos puestos en la optimizaciéon del inmu-
nodiagnoéstico de la NCC contribuyen a la definicion de
caso y mejoran la metodologia disponible para estudios

seroepidemiolégicos de cisticercosis.
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Tabla IV. Evaluacion de la capacidad diagndstica del método.

Abs 450 | Control | Control Tp Tx Hid Tq | Pal | Ss | Ch | Eos | TBC| Neo | AbsBac | AbsMic | Par | Qs
positivo | negativo | n=5 | n=3 | n=5 | n=4 | n=3| n=4 | n=4 | n=5| n=3| n=1 n=3 n=2 | n=2| n=1
n=3 n=3

0,090-
0,150 X(2) X(5) X(4) | X(3) | X(4) | X(3) | X(5) X X(3) X(2) | X(2)

0,150-
0,210 X X(3) X X(3) X

0,220-
0,280

0,290-
0,325

0,326-
0,440

0,441-
0,480 X

0,490-
0,550 X

0,560-
0,610 X

0,620-
0,680

0,690-
0,750

0,760-
0,810 X(2)

0,820-
0,880

0,890-
0,950

0,960-
1,050 X X

1,060-
1,110 X

1,120-
1,180

X Indican el rango de la DO obtenida

Tp Toxoplasma Eos Eosinofilia

Tx Toxocara TBC Tuberculosis

Hid Hidatidosis Neo Neoplasias

Tq Triquinosis AbsBac  Abscesos cerebrales bacterianos
Pal Paludismo AbsMic  Abscesos cerebrales micéticos
Ss Strongyloides Par Paragonimiasis

Ch Chagas Qs Quistes subaracnoideos

Tabla V. Célculo de la concordancia entre observadores.

Operador 1
Positivo Negativo
Positivo 35 0 35
Operador 2
Negativo 0 102 102
35 102 137

El acuerdo observado es absoluto, valor de indice kappa=10, lo que indica concordancia
muy buena segln la escala de valoracién de Landis y Koch (17).
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