Consideraciones acerca del diagnostico
inmunoldégico del sindrome TORCH

FERNANDO MONTOYA

Se revisa someramente la epidemiologia del
sindrome TORCH en Colombia. Se enumeran
los métodos de diagndstico inmunolégico dis-
ponibles para las diferentes entidades y se
describe detenidamente la técnica de ELISA.
Se hace énfasis en la importancia de la detec-
cion de IgM especifica mediante la técnica de
INMUNOCAPTURA, como un marcador de Infec-
cion de fase aguda y se introduce el concepto
de la deteccion de IgA especifica, igualmente
mediante INMUNOCAPTURA, como un marca-
dor de infeccién aguda de mayores
sensibilidad y especificidad que la misma IgM.

PALABRAS CLAVES
SINDROME TORCH -
TOXOPLASMOSIS o
‘RUBEOLA

CITOMEGALOVIRUS

HERPES

INMUNOCAPTURA
DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO

| sindrome TORCH también se conoce con el
nombre de infeccién perinatal crénica y su de-

nominacién obedece a la sumatoria de la letra ini-
cial de los agentes responsables de las enferme-
dades incluidas en éI; es asi como la T
corresponde a toxoplasmosis, la R a rubeola,laC a
Citomegalovirus, y la H a herpes. La O (otros) da la
posibilidad de incluir en el diagnéstico agentes dife-
rentes a los enunciados, como el de la sfilis y, Glti-
mamente, el virus de la inmunodeficiencia humana.
Sin embargo, aqui nos centraremos en el TORCH
clasico.

De las estadisticas disponibles en Colombia sobre
TORCH solamente conocemos las del Hospital Uni-
versitario del Valle, donde representa el 1.8% de los
diagnosticos de egreso del servicio de neonatos; la
sifilis es la entidad preponderante (0.8%).

Se requiere evaluacién de TORCH en un nifio sin-
tomatico en el momento del parto o asintomatico si
la madre est4 enferma o lo estuvo, bien sea ala luz
de la clinica o de la serologia. Cuando hay la sospe-
cha se justifica seguir adelante con la pesquisa, si se
encuentran niveles de IgM total en la sangre del nifio
iguales o mayores a 0.5 gm/it.
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El diagnéstico de cada uno de los agentes impli-
cados en este sindrome se hace de acuerdo con los
métodos clasicos como son los examenes directos,
los cultivos y las serologias. Sin embargo, los avan-
ces que ha habido en el terreno del diagnéstico de
las enfermedades infecciosas y en el caso especifi-
co del sindrome TORCH, estan fundamentados en
el inmunoanalisis. Recordemos que éste tiene como
base la reaccién antigeno-anticuerpo. Si se dispone
de un antigeno conocido podemos averiguar la pre-
sencia del anticuerpo correspondiente y viceversa.
Cuando el complejo inmune utiliza reactivos solu-
bles, una de las formas de detectar esa reaccion es
mediante la marcacién de alguno de los elementos.
En segundo lugar, cuande uno de éstos es una
particula, como por ejemplo la bacteria completa o
fragmentos de microorganismos, se habla de las co-
nocidas reacciones de aglutinacién. Las de marca-
cién tienen una altisima sensibilidad; sin embargo
son elaboradas y requieren buena experiencia; en
cambio, las reacciones con particulas son facilmen-
te realizables, los resultados son rapidos y el costo
es bajo.

Las técnicas de marcacién se clasifican de acuer-
do al tipo de sustancias para revelar la reaccién. Si
son los fluorocromos tenemos el fluoroinmunoanali-
sis o inmunofluorescencia; si se trata de enzimas se
habla de andlisis inmunoenzimatico (EIA) y cuando
son los radiois6topos las técnicas se denominan de
RIA.

Los métodos rapidos utilizados en el diagndstico
de TORCH se pueden dividir en ténicas de flocula-
cion, hemaglutinacion, inmunofluorescencia directa
e indirecta y las técnicas de ELISA.

La floculacion (VDRL y RPR) sigue siendo muy
importante para el diagnéstico de la sifilis neonatal
o adquirida. La microhemaglutinacién para Trepone-
ma pallidum (MHA-TP) reemplaza perfectamente la
inmunofluorescencia (FTA-ABS), en la confirmacion
diagndstica. En la evaluacién pregestacional, las
técnicas de hemaglutinacion para detectar anticuer-
pos antitoxoplasma podrian reemplazar a las de in-
munofluorescencia o ELISA, dadas su
disponiblilidad, bajo costo, sensibilidad y simplicidad.
Lo mismo se podria decir de la rubeola con relacion
a las pruebas de latex, que no estan disponibles en
nuestro medio pero, de estarlo, se podria implemen-
tar su utilizacion mas generalizada.

Para la deteccion de herpes se dispone de inmu-
nofluorescencia directa con anticuerpos monoclona-
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les especificos, tanto para Herpesvirus tipo | como
para el tipo 1. La biusqueda de anticuerpos es de po-
ca importancia. En el diagnéstico de la infeccion por
Citomegalovirus disponemos de la inmunocaptura,
como un método altamente confiable.

La ELISA es simplemente una variante meto-
dol6gica de los andlisis inmunoenziméticos. Utiliza
para la reaccién un soporte fisico que puede ser una
caja de micropozos, un pedazo de papel de celulo-
sa, una perla de poliestireno, etc. Su utilidad clinica
esta fundamentada en dos aspectos: permite deter-
minar la respuesta inmune frente a diversos patége-
nos y, en segundo lugar, detecta su presencia. La
respuesta inmune define si el paciente esta en la fa-
se aguda de la enfermedad o en la de convalescen-
cia. Esto se hace discriminando el tipo de
inmunoglobulina que en un momento dado tiene el
paciente; si tiene IgM para un determinado microor-
ganismo, se puede afirmar que estamos en presen-
cia de un fendmeno agudo y si la que esta presente
es la IgG, estuvo expuesto en el pasado. Dependien-
do del agente se puede deducir si el paciente es o
no inmune a la enfermedad; es el caso de los indivi-
duos que tienen IgG contra Toxoplasma o rubeola.

Para poder realizar una técnica de ELISA se re-
quiere la presencia de antigenos, anticuerpos, enzi-
mas, conjugados, sustratos y un soporte fisico para
la reaccion.

Los anticuerpos utilizados en ELISA, como en
cualquier otra técnica serolégica, se pueden obtener
por inyecci6n del respectivo antigeno en animales de
laboratorio o mediante técnicas mas elaboradas co-
mo las de preparacién de anticuerpos monoclonales.
Las enzimas utilizadas en la marcacion son diversas:
maleato deshidrogenasa, glucosa deshidrogenasa,
glucosa oxidasa, peroxidasa, fosfatasa alcalina, be-
tagalactosidasa. Las fuentes de obtencién han sido
variadas: diversos tejidos animales, hongos como
Aspergillus, vegetales como el rabano picante y bac-
terias como Escherichia coli;las més utilizadas en la
actualidad en el laboratorio clinico de rutina son la
fosfatasa alcalina, la galactosidasa y la peroxidasa.
Los sustratos son las sustancias que van a interac-
tuar con la enzima para permitir el cambio de color,
que indica la presencia del antigeno o del anticuerpo
respectivo.

Resultaria muy complejo adquirir en forma aisla-
da todos los elementos que intervienen en las reac-
ciones de ELISA,; por ello los laboratorios fabricantes
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los han reunido en estuches o kits, facilitando asi la
ejecucion.

Las técnicas ELISA utilizadas en la actualidad
pueden clasificarse en tres grandes grupos: a) la co-
nocida de sanduche o emparedado; b) las de inhibi-
ciény c) las de inmunocaptura. Las de mayor difusion
son las de sanduche e inmunocaptura. Las pruebas
de inhibicion se utilizan para detectar antigenos en
liquidos corporales, cuando se encuentran en con-
centraciones infimas. Los métodos de sanduche sir-
ven para la deteccion de anticuerpos de las clases
IgG o IgM y la inmunocaptura se reserva para la de
IgM.

La técnica de sanduche se esquematiza en la si-
guiente forma: sobre el elemento de fase sélida se
pega el antigeno para el cual se va a determinar la
presencia de la inmunoglobulina especifica. Se
agrega el suero del paciente; si contiene anticuerpos
contra ese antigeno, van a ser capturados en la su-
perficie. Para demostrar los anticuerpos que se pe-
garon sobre el antigeno se utiliza un segundo
anticuerpo, que es una antiinmunoglobulina marca-
da con una enzima y conocida como conjugado. Si
efectivamente el anticuerpo se peg6 sobre el antige-
no y el conjugado reaccioné con él, para poner en
evidencia la presencia de este complejo, se agrega
el sustrato, que al cambiar de color detecta la pre-
sencia de anticuerpos. Luego, mediante la lectura
colorimétrica, utilizando un sistema de patrones de
referencia, se calcula en qué cantidad estan los an-
ticuerpos dirigidos contra ese antigeno especifico.

En definitiva, las técnicas de ELISA, como lo men-
cionabamos en un principio, van a servir para el
diagnéstico de las enfermedades infecciosas. Para
ello se puede recurrir a dos procedimientos: el con-
vencional, haciendo titulacién de las IgG especificas
y seguimiento del paciente (sueros de fases aguday
convalesciente). Al observar el incremento de titulos
se establece el diagnéstico. El segundo utiliza un cri-
terio mas agil que permite el diagndstico de una vez,
prescindiéndose del seguimiento y de la cuantifica-
cién, mediante la determinacion conjunta de IgGy de
IgM, para establecer diferentes fases evolutivas de
la enfermedad infecciosa: si la determinacién mues-
tra que la IgM es positiva y la IgG negativa, se trata
de un paciente que tiene la infeccion en el momento
actual. Cuando la determinacién es positiva para am-
bas inmunoglobulinas Ia infeccién es reciente, pero
puede que el microorganismo no se encuentre en los
tejidos de la persona y cuando solamente se logra
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determinar la positividad para la dlase IgG, es unain-
feccién pasada y, dependiendo del microorganismo,
nos informa del estado inmunitario del individuo.

La determinacion de la IgM es un elemento muy
importante para llegar al diagnéstico de infeccién de
fase aguda; sin embargo, tiene limitaciones inheren-
tes al huésped o al método de ejecucién.

Con respecto al huésped, los neonatos y los lac-
tantes menores producen poca cantidad de IgM y lo
hacen en forma transitoria. Si la determinacién no
se hace con un método suficientemente sensible,
pueden pasar por negativos siendo realmente posi-
tivos. Es el caso de la prueba de Remington en el
diagnostico de la toxoplasmosis y del FTA-IgM en el
de la sifilis neonatal.

El segundo aspecto son las limitaciones meto-
dolégicas. Cuando la concentracién de IgG es muy
alta, entra en competencia con la IgM, la desplaza 'y
no la deja determinar; por consiguiente, la técnica uti-
lizada para la determinacion de IgM va a dar un re-
sultado falso negativo. Al contrario, la presencia del
factor reumatoideo, que es positivo en el 90-95% de
los neonatos con sindrome TORCH, puede dar re-
sultados falsos positivos.

Los falsos negativos por exceso de IgG o los fal-
sos positivos por presencia de factor reumatoideo se
presentan sobre todo en las reacciones de inmuno-
fluorescencia. Se pueden obviar utilizando las prue-
bas de ELISA y especificamente las de
inmunocaptura que son uno de los adelantos mas im-
portantes en los ultimos afios en el diagnéstico se-
rolégico. La inmunocaptura garantiza, en definitiva,
positividad cuando hay IgG en grandes cantidades
y, aunque esté presente el factor reumatoideo, no
produce falsos positivos.

La técnica de inmunocaptura se puede resumir en
los siguientes pasos: sobre el elemento de fase séli-
da, se coloca una antinmunoglobulina especifica pa-
ra IgM y, a continuacién, se agrega el suero dei
paciente. Si en él hay anticuerpos de tipo IgM, se van
a fijar sobre la pared del pozo, reaccionando con la
antiinmunoglobulina. Luego se agrega un antigeno
unido a una enzima, especifico para el anticuerpo de
tipo IgM que se esta estudiando. Si hay anticuerpos
de tipo IgM unidos a la antiinmunoglobulina, reaccio-
naran con el antigeno y se formaré un complejo IgM-
antigeno. Se agrega a continuacién el sustrato
especifico para la enzima y si ésta se ha unido al
antigeno y éste a su vez lo ha hecho al anticuerpo,
habra un cambio de color que permite llegar a la con-
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clusién de que estamos en presencia de una reac-
cién positiva para anticuerpos de tipo IgM.

Ofra técnica de inmunocaptura es aquélla que, en
vez de utilizar un antigeno especifico para la IgM
marcado con la enzima, utiliza el antigeno sin mar-
cary, como conjugado, un anticuerpo especifico pa-
ra el antigeno, unido a la enzima respectiva.

Una tercera modalidad de inmunocaptura es algo
més elaborada: en vez de un segundo anticuerpo,
utitiza una cadena de anticuerpos que permiten am-
plificar la reaccién, en tal forma que cuando los nive-
les de inmunoglobulina son muy pequefios, este
procedimiento visualiza la reaccion.

Veamos cudl es la sensibilidad de las diferentes
técnicas utilizadas en la actualidad para la deteccion
de IgM en pacientes con sindrome TORCH: la inmu-
nofluorescencia sélo alcanza sensibilidades de un
30-40%; la ELISA de tipo sanduche o emparedado
alcanza un 65%. La ELISA inmunocaptura es la de
mayor sensibilidad, hasta un 90%.

Respecto a la sensiblilidad de la inmunocaptura
en el diagnéstico de infecciones postnatales, se tie-
ne el caso de la toxoplasmosis en la que puede lle-
gar aun 97% cuando la determinacion se hace desde
el momento de la infeccién hasta cuatro meses pos-
teriores a ella. En la rubeola se hace el diagndstico
en el 100% de los casos, cuando la determinacion se
realiza entre los 4 dias desde el inicio de la sintoma-
tologia y los 28 subsiguientes; en general, la IgM se
puede detectar en la sangre, hasta en un 25% de los
pacientes, aun después de 9 meses de la infeccién.

Existen estuches comerciales que permiten reali-
zar la inmunocaptura para cada uno de los agentes
del sindrome TORCH. En ofros paises estan dispo-
nibles estuches de inmunocaptura para sffilis, pero
en Colombia solamente tenemos los pertinentes a
Citomegalovirus, rubeola y Toxoplasma.

Para hacer el diagndstico del sindrome TORCH
tenemos que saber de antemano cual es la inmuni-
dad materna frente a cada uno de los agentes impli-
cados. Los métodos mas empleados en Colombia
para la evaluacion de la inmunidad materna son: la
inmunofluorescencia, muy utilizada para el
diagnéstico de la toxoplasmosis, y las técnicas de
ELISA para deteccién de I1gG para el estudio del es-
tado de inmunidad frente a rubeola o Toxoplasma.

Por estudios realizados en nuestro medio sabe-
mos que el 90% de las mujeres que llegan al emba-
razo ya han estado expuestas al virus de la rubeola
de modo que sélo un 10% no tienen inmunidad fren-
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te a este microorganismo. En lo referente a la toxo-
plasmosis alrededor de un 50% ya han estado ex-
puestas al agente y han adquirido, por consiguiente,
inmunidad.

Los resultados de las pruebas seroldgicas para
deteccién del estado de inmunidad de las mujeres
gestantes, se pueden dar en diluciones o en unida-
des internacionales. En rubeola podemos decir que
15 6 mas unidades internacionales son indicativas
de inmunidad y en el caso de la toxoplasmosis resul-
tados de 30 6 mas unidades tienen ese significado.

Aquellas madres que no tienen niveles detecta-
bles de IgG contra Toxoplasmao contra rubeola son
las que ameritan un seguimiento durante el embara-
zo; para realizarlo aconsejamos las técnicas de IgM
inmunocaptura, que dan resultados rapidos, confia-
bles y de altas sensibilidad y especificidad. No reco-
mendamos utilizar para ello la determinacién de 1gG,
porque sélo permite llegar al diagnéstico por el se-
guimiento serolégico, ni otras técnicas de igM como
las que utilizan los métodos del sanduche o empare-
dado, porque su falta de sensibilidad o especificidad
no garantiza un informe confiable.

El diagnéstico del sindrome TORCH se puede ha-
cer no sélo en el momento del parto o con el segui-
miento del nifio en su etapa postnatal sino, aun, en
la fase intrauterina. Para ésto se utiliza, desde la se-
mana 20 6 24 de gestacién, la puncién de la vena
umbilical, guiada por ultrasonido, con el fin de obte-
ner muestras de sangre en cantidad suficiente para
el aislamiento del agente o para técnicas serologi-
cas. Las determinaciones se pueden hacer igual-
mente en el liquido amnidtico. Los aislamientos mas
frecuentes se obtienen de sangre fetal hasta en un
100% de los nifios infectados con Toxoplasma gon-
dii. El resultado puede disminuir a un 80% cuando la
muestra es liquido amniético. Las serologias son
muy confiables en sangre fetal; en cambio en el liqui-
do amniético los resultados generalmente son nega-
tivos; por consiguiente, se aconseja que si se va a
hacer una pesquisa a nivel fetal, la muestra para el
anaélisis serolégico sea la sangre y no el liquido am-
niético. Utilizando la primera, si la técnica de detec-
cién de IgM es de tipo emparedado la sensibilidad
solo llega a un 45 %; en cambio cuando se sigue la
técnica de captura, aumenta al 90%. No es confiable
la determinacion de IgG porque la cantidad que se
produce es minima o porque hay mezcla con la san-
gre materna.
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En la evaluacion del nifio con sospecha diagnésti-
cade sindrome TORCH, bien sea sintomético o asin-
tomético, se deben cumplir los siguientes pasos:
sangrar la madre; si da un resultado negativo san-
grar al nifio inmediatamente, en el momento del par-
to; en cambio, si el resultado es positivo para IgM,
esperar unos 7 dias antes de sangrar al nifo; se
aconseja esta espera porque, aunque no es frecuen-
te, puede haber una mezcla de sangre de la madre
con la del nifio, por transfusién materno fetal, y dar
resultados positivos. Si se sangra a los 7 dias no tie-
ne por qué haber niveles de IgM dado que su vida
media es muy corta. Enfatizo que la determinacién
de la IgM, sea en la sangre de la madre o en la del
nifio, se debe hacer por la técnica de inmunocaptu-
ra que permite lograr resultados muy confiables da-
das su sensibilidad y especiticidad.

Desde 1982 se viene publicando una serie de in-
vestigaciones sobre la utilidad de la deteccién de IgA
especifica como marcador de infeccién de fase agu-
da de mayores sensibilidad y especificidad que la
misma IgM. Estos trabajos han demostrado la fideli-
dad diagnéstica de dicha determinacién usando el
método de inmunocaptura en casos de toxoplasmo-
sis, rubeola, infecciones herpéticas y por clamidias.
No estan comercialmente disponibles en la actuali-
dad estuches de inmunocaptura para IgA especifica
pero, una vez existan, representaran un avance de
importancia en el manejo de las enfermedades ano-
tadas y de otras cuyo diagnéstico resulta complejo
con los métodos actualmente disponibles.

Por ultimo, esta serie de determinaciones no se
debe realizar en forma indiscriminada ya que la eva-
luacién completa, con los costos actuales del labora-
torio clinico, incluyendo las 5 entidades, es de $
25.000,00 para el estudio de la madre y otro tanto
para el del nifio. Por consiguiente, se tiene que ha-
cer un andlisis muy cuidadoso y recordar que uno de
los parametros para seguir esta serie de evaluacio-
nes onerosas, es la determinacién en la sangre del
nino de los niveles de IgM total.
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SUMMARY

CONSIDERATIONS ABOUT THE IM-
MUNOLOGIC DIAGNOSIS OF TORCH
SYNDROME

The epidemiology of TORCH syndrome in
Colombia is briefly reviewed, the methods avail-
able for the immunologic diagnosis of the dif-
ferent entities are listed and the EL/SAls
described In detail. Emphasis is put on the Im-
portance of detecting specific IgM by the /M-
MUNOCAPTURE technique, as a marker for
acute Infection; the concept of the detection of
a specific IgA (by the same method) as a
marker for acute infection but with greater
speciticly and sensitivity than igM, Is intro-
duced.
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