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Introduccion: El virus linfotropico de las células T humanas (HTLV) es el primer retrovirus que se
identifica en el humano, en 1980. En la actualidad se han estimado 1,5 billones de individuos infectados
y es endémico de la cuenca del Caribe. La infeccion requiere del contacto célula-célula por lo que su
diagndstico es vital en programas como la certificacion de la sangre, sus productos derivados y la medi-
cina transfusional. Nuestro pais cuenta con las condiciones objetivas para el desarrollo de la pesquisa
activa del virus. Objetivo: El objetivo de este trabajo fue mostrar los resultados de la pesquisa serolégi-
ca del virus HTLV en el periodo 2009 a 2017, en muestras provenientes de sitios centinelas cubanos.
Materiales y métodos: Las muestras se evaluaron en el ELISA DAVIH HTLV y en las que las reacti-
vas por segunda vez, se les realizd su confirmacion en el DAVIH BLOT HTLV. Los confirmados se
incluyeron en un estudio de genotipificacién molecular, con uso de cebadores para HTLV-1 y Il. Resul-
tados: Se confirmaron un donante, un individuo con paraparesia (con alineacién genotipica al grupo
Cosmopolita, subgrupo A Transcontinental HTLV-1), un contacto sexual, un familiar y uno con linfoma
cutaneo. La seroprevalencia general fue 0,097% y en donantes de 0,025%, lo que demuestra la circula-
cién en los asintomaticos y que la sangre donada es una via efectiva de propagacion en Cuba. La cifra
de nuevos casos se incrementd a 40. Conclusiones: Los resultados reafirman la importancia de la pes-
quisa activa de HTLV en Cuba, con especial interés donantes.

Palabras clave: Diagnostico seroldgico, virus linfotropico de las células T, ELISA, pesquisa acti-
va.
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I. INTRODUCCION

humano como son, la leucemia/ El virus linfotropico de las células T humanas (HTLV) es el primer
retrovirus que se identifica en el humano y se aisla por primera vez en 1980. Este virus causa diversas
afectaciones asociadas a los sistemas inmunolédgico y nervioso del cuerpo linfoma de las células T
(ATL) y la paraparesia espastica tropical (PET) (1), también se asocia con la uveitis, la bronconeumo-
nitis, la artritis y la polimiositis (1, 2).

Este virus es endémico de zonas como Africa subsahariana, Japon, América del Sur y la cuenca del
Caribe y en la actualidad se ha estimado 1,5 billones de individuos infectados en el Mundo (2). El 95 %
de los individuos infectados con el virus permanecen asintomaticos y solo el 5% desarrollan alguna de
estas afecciones. En las regiones endémicas, el desarrollo de ATL y HAM/TSP constituye el principal
indicativo de la circulacién de HTLV en la poblacion (3).

La infeccion por HTLV requiere del contacto célula-célula y la transmisién puede ocurrir por contac-
to sexual, por la transmision vertical y es muy eficiente por la exposicién a productos celulares y la
transfusion de sangre infectada con el virus y por esta razén se han desarrollado diversos métodos de
pesquisaje y confirmacion seroldgica para detectar HTLV en los individuos donantes (4). El diagnéstico
de este virus es vital en programas como la certificacién de la sangre y sus productos derivados y la
medicina transfusional (3).

En el Caribe se han realizado diversos estudios poblacionales, con un indice de prevalencia que oscila
entre 3% and 6%. En Cuba se realizé un estudio seroepidemioldgico entre 1989 y 1990, en el cual no se
reportaron casos de infeccion por HTLV en nuestra poblacion (5,6) y este hecho hizo suponer que la
circulacion del virus en Cuba era limitada; sin embargo, como parte de las acciones para establecer un
sistema de vigilancia de este virus en el pais en 1990 se diagnostica el primer caso de seropositivo en la
provincia de Matanzas con una forma aguda de leucemia/linfoma de células T del adulto (7) y entre
1991 y 1996 en un estudio de mas de 26 000 personas con diferente comportamiento de riesgo, se es-
tim6 una seroprevalencia cercana a 0,05% que aunque inferior a la reportada para el area caribefia de-
mostraba la circulacién de HTLV en nuestra poblacién y también confirmaba la necesidad de establecer
la alerta ante su diseminacion (8).

En 1996 se establecié una vigilancia centinela del virus en los servicios hematolégicos de los Hospi-
tales "Hermanos Ameijeiras™ (Habana, Cuba) y “Faustino Pérez" (Matanzas, Cuba). Posteriormente
otros sitios centinelas se activaron en siete provincias donde se insertaron servicios hematoldgicos, neu-
rolégicos, bancos de sangre provinciales, centros de hemodialisis y en los que fueron identificados mas
de cuarenta nuevos casos de individuos seropositivos a este virus (9, 10).

En estudios recientes también se mostrd la circulacién del virus en la provincia Santiago de Cuba en
la cual no se habia realizado ningun reporte de circulacion del HTLV hasta este estudio (11, 12)). Con
el estudio en esta provincia, se realiza un completamiento de reportes realizado en la zona oriental de
nuestro pais donde el intercambio con las islas caribefias ha sido mayor que para la parte occidental. El
desarrollo de estos estudios evidencia cada vez mas que existe un sub-registro de la seroprevalencia
cubana actual, lo cual refuerza la idea de la necesidad de la toma de acciones para el establecimiento de
un pesquisaje nacional.

Nuestro pais cuenta con las condiciones objetivas para el desarrollo de la pesquisa activa del virus.
Por una parte, la disponibilidad de diagnosticadores de produccion nacional para el diagndstico de
HTLV que complementa la sostenibilidad de un algoritmo de diagnostico de esta entidad viral en Cuba
y la presencia del Centro de Investigaciones Cientificas de la Defensa Civil (CICDC), que ha sido de-
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signado por nuestro Ministerio de salud Publica como Laboratorio Nacional de Referencia para el dia-
gnéstico de Retrovirus humanos y donde se acomete la produccion de los sistemas comerciales cubanos
DAVIH HTLV y el DAVIH BLOT HTLV para el pesquisaje y confirmacion seroldgica de la infeccion
por HTLV. El principal propdsito de este trabajo fue mostrar los resultados de la pesquisa serologica
del virus HTLV, utilizando el algoritmo de diagnostico establecido en el CICDC.

Il. METODO

Se estudiaron 1592 muestras, de las cuales 1500 muestras fueron de donantes (poblacién mas cercana
a la normal), 35 politransfundidos y 77 con condiciones de riesgo (condiciones neuroldgicas, hema-
toldgicas) distribuidos de la siguiente forma: cuatro contactos sexuales de seropositivos, 24 individuos
con sintomas neuroldgicos, nueve familiares, 40 individuos con linfoma cutaneo; que fueron seleccio-
nados en sitios centinelas establecidos para la pesquisa serologica del virus HTLV en las provincias La
Habana y Santiago de Cuba, durante el periodo de 2009 a 2017.

En la generalidad de los individuos que participaron en el estudio, como parte de los aspectos éticos a
tener en cuenta, se realizé un procedimiento de consentimiento informado.

En donantes se realizé el muestreo sistematico partiendo de una primera muestra tomada al azar. En
individuos transfundidos se realizé un muestreo aleatorio simple tomando como referencia, el control
sistematico llevado a cabo en los servicios hematoldgicos, de acuerdo al Programa de Medicina Trans-
fusional de Cuba.

Las muestras se evaluaron en el sistema ELISA DAVIH HTLV (CICDC, Cuba). A las muestras que
resultaron reactivas por segunda vez se les realizo su confirmacién en el sistema DAVIH BLOT HTLV
(CICDC, Cuba) utilizando los criterios recomendados por la OMS para el diagndstico confirmatorio.

Los resultados de laboratorio fueron utilizados en el manejo clinico de los individuos en estudio. En
los individuos clasificados como seropositivos a HTLV se les aplico la encuesta epidemiolégica referida
en el Plan Estratégico Nacional ITS/VIH/sida. Ademas de los datos generales, se colectd informacion
acerca de la via potencial de contagio asi como sus contactos sexuales. En los individuos seropositivos
con sintomas clinicos se aplicé la encuesta epidemioldgica referida en el Protocolo de enfermedades e
infecciones causadas por retrovirus humanos aprobado por la Comision de Aplicacion de las Practicas
Médicas del Hospital "Hermanos Ameijeiras” . En los donantes seropositivos se tomo la metodologia
de manejo clinico establecida en el Programa cubano de Medicina Transfusional cubano.

Se calcul6 la seropositividad al virus HTLV en cada grupo de estudio y se realizd una comparacion
bioestadistica de los resultados con estudios similares al que se presenta.

En individuos clasificados como seropositivos se realizé un analisis molecular para lo cual se extrajo
una muestra de 10 mL de sangre total con EDTA para detectar el ADN viral por una reaccion en cadena
de la polimerasa (ADN) con cebadores especificos para HTLV y amplificandose genes tax y pol. La
extraccion se realizd con columnas midi spin High Pure Viral Nucleic Acid kit (Roche Diagnostic, IN,
USA) segun instrucciones del fabricante. La amplificacién de pol se realizd con cebadores para HTLV |
y I, cuyas secuencias se listan en la Tabla 1.
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Tabla 1:

SK-110-1 5"-CCCTACAATCCAACCAGCTCAG-3

SK-111-1 5-
GTGGTGAAGATGCCATCGGGTTTT-3

SK-110-11 5"-CCATACAACCCCACCAGTAG -3

SK-111-11 5 -GTGGTGGATTGCCATCGGGTTTT-
3

pol 1.1 5 -TTGTAGAACGCTCTAATGGCATTC-
3

pol 3.1 5-
TGGCAGTTGGTTAACACATTCAGG-3

pol 1.2 5 -CCTGGTCGAGAGAACCAATGGTG-
3

pol 3.2 5 -CCACTGGGGTTCATGACATTTACG-
3

En la amplificacion de la region tax se utilizaron los cebadores SK-43-I
(CGGATACCCAGTCTACGTGT-3")/SK-44-1 (5-GAGCCGATAACGCGTCCATCG-3") and inner
primers sense SK-43/SK-44 (5-GTGTTTGGCGATTGTGTGTACA-3") y SK-43/SK-44 (5'-
CCATCGATGGGGTCCCA-3").

Los productos de la PCR fueron 135 bp para pol de HTLV-I, 137 pb para pol of HTLV-Il y 128 bp
para tax. Para el andlisis filogenético la region 3'LTR se amplific6 con PCR anidadad utilizando
8200LA (5"-CTCACACGGCCTCATACAGTACTC-3") /3Vext (5-CGCAGTTCAGGAGGCACC-3)
como cebadores y 8200LA/3Vint (5-GAACGCRACTCAACCGGCRYGGATGG-3") (528 pb, ATK-1
posicion gendmica 96-8699). La secuenciacion en ambas direcciones se realize con el Genome Lab TM
Dye Terminator Cycle Sequence y el estuche Quick Start segun las instrucciones del fabricante (Beck-
man Coulter, Inc, CA) con los cebadores de la PCR anidada. Los productos de la secuenciacién se leye-
ron en un analizador genético CEQ TM 8800 (Beckman Coulter, Inc, CA). Los arboles Neighbor-
joining (NJ) and de Maxima Verosimilitud (MV) se construyeron con el programa PAUP 4.0 [ ]. El
modelo K2+G se selecciond para el analisis filogenético (pardmetro alpha=0.64). The modelo de nu-
cleotidos se estimo utilizando el Modeltest.

El acceso al reporte de la secuencia en GenBank es JX871882. En el analisis filogenético se utilizaron
secuencias de referencia de diversas regiones geograficas.

La evaluacidn clinica en los casos de seropositivos clasificados para diagnostico positivo de parapare-
sia espastica y de linfoma/ se realiz6 de acuerdo al Manual de Précticas Médicas del Hospital
"Hermanos Ameijeiras.

I1l. RESULTADOS

Resultaron seropositivos con patrones seroldgicos completos en un individuo donante, un individuo
con paraparesia, un contacto sexual de seropositivo ya confirmado, un familiar y un individuo con lin-
foma cuténeo.
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La seroprevalencia general en el estudio fue 0,097%.
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Figura 1. Ar%gffilogenético de Maxima Verosimilitud de la muestra del individuo donante de Santiago
de Cuba.

En donantes, la seropositividad aument6 a 0,025% (un seropositivo cada 4000 muestras estudiadas) lo
que demuestra la circulacién en los asintomaticos y que la sangre donada constituye una via efectiva de
propagacion de la infeccion por HTLV en Cuba.

En la Figura 1 se muestra el arbol filogenético obtenido para la muestra del individuo con parapare-
sia, nuevo caso de la provincia Santiago de Cuba, cuya secuencia se encuentra reportada en Genebank
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con el nimero de referencia JX871882.

El analisis molecular mostré que la muestra del individuo con paraparesia fue positiva por PCR para
los genes tax, pol y regién 3'LTR) y negativo para HTLV-II. El resto no amplificaron para HTLV | y
I1. Esta muestra alined con las cepas latinoamericanas y caribefias del grupo Cosmopolita subgrupo A
Transcontinental de HTLV-I, lo que refuerza como posible fuente de contagio, la relacion geogréafica
de Santiago de Cuba con islas del Caribe cercanas.

Con estos resultados, la cifra de nuevos casos de seropositivos a HTLV en Cuba se incremento a 40

Casos.

IV. CONCLUSIONES

Los resultados reafirman la importancia de la pesquisa activa para la busqueda de nuevos individuos
infectados con HTLV con especial interés en el grupo de donantes
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