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RESUMEN

INTRODUCCION: |a paraparesia espastica tropical 0 mielopatia asociada a HTLV-I (PET/MAH) es una afeccion neuroldgica crénica
etiolégicamente ligada a virus linfotrépico de células T humano tipo | (HTLV-I). OssEtivo: realizar la confirmacion serol 6gica
de lainfeccién y e aislamiento del virus linfotrépico de células T humano tipo I, a partir de las células mononucleares de sangre
periférica, de una paciente con un cuadro clinico compatible con paraparesia espastica tropical. Metopos: las células mononucleares
de sangre periférica se cocultivaron durante 35 d. La deteccién viral se realiz por inmunofluorescencia especifica de membrana
y reaccién en cadena de la polimerasa para los genes tax, pol y gag. ResuLtapos: se confirmé la presencia de anticuerpos contra
el virus linfotrépico de células T humano tipo | en el suero. Se observd un incremento del nimero de células positivas por
inmunofluorescencia indirecta en el monitoreo secuencia y se detectd la presencia de ADN proviral en las células mononucleares
de sangre periférica. ConcLusiones: los resultados evidenciaron el aislamiento del virus y corroboraron, por primera vez en Cuba,
la asociacion entre el virus linfotrépico de células T humano tipo | y paraparesia espastica tropical.

Palabras clave: Virus linfotrépico de células T humano tipo | (HTLV-I), aislamiento, reaccién en cadena de la polimerasa, genes
tax, pol y gag, paraparesia espastica tropical.

INTRODUCCION tipo | (HTLV-1) permanecen asintométicos durante
su viday solo arededor de 1 a5 % desarrollan

Lagran mayoriade los individuos infectados enfermedades relacionadas con esta infeccion;

por el virus linfotropico de las células T humanas dentro de estas seincluyen laleucemia/linfoma T
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del adulto (LLTA), paraparesia espastica tropical
o mielopatiaasociadaa HTLV-I (PET/MAH), asi
como otras afecciones por disfuncién inmu-
nol 6gicao por inmunodeficiencia. Los mecanis-
mos por los cuales algunas personas las
desarrollan no se encuentran esclarecidos por
completo en la actualidad. Algunos estudios
sugieren que tanto los factores genéticos del
huésped como |os diferentes subtipos de este vi-
rus estan asociados con el riesgo de padecer una
u otra manifestacion clinica.*?

El HTLV-I se clasificafilogenéticamente en
6 subtiposbien caracterizados (1a-If). El lasecon-
sidera cosmopolita e incluye cepas de todas las
regiones geogréficas en las que este retrovirus se
ha reportado.* Las de mayor prevalencia son Ja-
pon, cuencadel Caribe, AméricaCentral y Ameéri-
cadel Sur, sureste de los EE.UU., Africa Central
y las Islas de Melanesia, pero se han detectado
individuos infectados en todos | os continentes.®
Se transmite por las vias sexual, parenteral y ver-
tical; en esta Ultima, fundamental mente a través
de la lactancia materna.®’

El aislamiento viral se puede realizar tanto de
células mononucleares periféricas (CMSP) como
de células mononucleares del liquido cefalo-
rraquideo de pacientes con PET, mediante el
cocultivo con linfocitos de donante sano. Un cultivo
positivo constituye laformamés concluyente para
demostrar € agente causal de unainfeccion. Entre
las técnicas parala deteccion del virus en cultivo
se encuentran la reaccion en cadena de la
polimerasa (RCP) y la inmunofluorescencia
indirecta (IFI).8

En Cuba se hareportado 0,037 % de seropre-
valencia de anticuerpos contra HTLV-I en dife-
rentes grupos estudiados y desde 1989 se han
diagnosticado 26 individuosinfectados, 4 de ellos
fallecidos por LLTA y 2 que han desarrollado
manifestaciones clinicas compatibles con PET
(Confirmacion del inmunodiagndstico deretrovirus
en Cuba. Hematologia Habana 2005. Resumen
11-43 ISBN 959-7164-88-4) En este trabajo €l
proposito fue realizar la confirmacién seroldgica
deinfeccion por HTLV-I y obtener el aislamiento
de este retrovirus de las CM SP, de una paciente
cubana con caracteristicas clinicas compatibles
con PET.
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METODOS

Paciente: mujer de 30 afios de edad, delaraza
negra, procedente de la ciudad de Camaguey, hija
de inmigrantes haitianos y madre fallecida por
complicaciones de proceso neuroldgico crénico
gueevolucioné alaparaplgjia. Enlahistoriadela
enfermedad actual se recogié que desde hace
10 afios comenzé a presentar dolor lumbar per-
sistente y dificultad parala marcha, acompariada
de disestesias y parestesias en miembros inferio-
res. Posteriormente, se afiadieron trastornos para
la evacuacion de la orina compatible con vejiga
neuropética y constipacion intestinal rebelde. Al
examen neurol 6gico se comprob6 marchalentaen
tijeras, debilidad proximal y espasticidad bilateral
de miembros inferiores, hiperreflexia con clonus
aquiliano, signo de Babinsky bilateral y signo de
Hoffman. La exploracion de los pares craneales,
lataxiay la sensibilidad superficial y profunda
resulté normal. La progresion lenta, sin periodos
de remision, permitié plantear el diagnostico
presuntivo de PET.

Muestras: se tomd muestra de sangre peri-
férica de la paciente para obtener suero y CMSP,
previo consentimiento informado, seguin protocolo
de trabajo para infeccién y enfermedad por
retrovirus humanos aprobado en el Hospital
“Hermanos Ameijeiras’.®

Las muestras de CMSP para cocultivo se
obtuvieron de sangre periférica de donantes vo-
luntarios sanos con estudi os serol égicos negativos
de anticuerpos contra HTLV-I.

Estudio serol6gico: las muestras de suero de
lapaciente y de los donantes voluntarios se anali-
zaron mediante el sistema inmunoenzimatico
ELISA de pesquisgje (DAVIH HTLV-I) y el
western blot DAVIH-BLOT-HTLV-I como
confirmatorio, anbosde LaboratoriosDAVIH, La
Habana, Cuba, siguiendo las indicaciones del
fabricante. Se considera positiva la muestra con
reactividad contralagp 46 del gen env, combinada
con reactividad contra a menos una proteina del
gen gag (DAVIH-BLOT HTLV-l. Manual de
Instrucciones. La Habana. Laboratorios DAVIH.
1991:1-13)

Aislamiento viral: las CMSP de la paciente
se obtuvieron por centrifugacion delasangretotal
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(Sigma 1200 X G) sobre gradiente de Ficall, €
anillo de células se lavé 2 veces con solucion de
tampon fosfato (PBS) mediante centrifugacion
(Sigma800 X G). Lascélulas obtenidas se culti-
varon en medio RPMI 1640 (Gibco), suplementado
con 10 % de suerofetal bovino (Hyclone), 40 pg/mL
de gentamicina (Sigma) y 20 pg/mL de fito-
hemaglutinina (DAVIH FHA, Laboratorios
DAVIH) por 3d a37 °Cy atmosfera himeda con
5 % de CO,. Transcurrido este tiempo se
cocultivaron con CM SP de donante sano, previa-
mente estimulados con FHA durante48 hy seles
adiciono medio de cultivo fresco con 10 U/mL de
interleucina 2 (IL-2) (ICN-Biochemical INC).*
LasCM SP de donantes sanos se obtuvieron apartir
de donaciones de sangre liberadas de los bancos
de sangre acorde con |os resultados de |os ensayos
de pesquisaje que se utilizan por el Programa de
Medicina Transfusional de Cubay en LISIDA
se someten a otro inmunoensayo enzimético de
lafirmaORGANON TEKNIKA (VIRONOSTIKA
HTLV-I/IT).

Lamultiplicacion viral semonitored semanal-
mente durante 35 d. Para este propésito se tomo
unaalicuotadel cultivoy serealizéinmunofluores-
cencia indirecta (IFl), que se considerd positiva
cuando se detect6 inmunofluorescencia especifi-
ca de membrana siguiendo la metodologia y los
criteriosdeinterpretacion referidos por Sandstrom
y otros.t

También serealizd ladeteccion viral mediante
RCP de las CM SP de la paciente antes y después
del cultivo de estas célulasiin vitro.

Preparacion de las laminas para la IFl: se
tomaron 2 x 10° células por mL del cocultivo, se
lavaron y se resuspendieron en PBS, de esta sus-
pensién se aplicaron 10 pL en las laminas
portaobjeto, se dejaron secar y se fijaron con
acetona durante 10 min. Estas |aminas se conser-
varon a — 20 °C hasta su uso.

Suero de reactividad conocida para inmuno-
fluorescencia: suero humano procedente de indi-
viduo seropositivoa HTLV-I, librede anticuerpos
contraVIH 1y 2, negativo aantigeno de superficie
del virus de lahepatitis B y de anticuerpos contra
el virus de lahepatitis C y que contiene alto titulo
de anticuerpos contra las principales proteinas

estructurales del HTLV-1. Este suero constituye
patron de referencia del LISIDA y se caracte-
rizé con el sistema de Western Blot Cambridge
Biotech Corporationy HTLV Blot 2.4 Genelabs
Diagnostic.

Inmunofluorescencia indirecta: se tomaron
10 pL de una dilucion de suero de reactividad
conacida contra HTLV-1 (1:10), este volumen se
anadi6é a laminas portaobjeto recubiertas con
células del cocultivo, se incub6 a 37 °C en una
cdmara himeda durante 30 min, se lavé 3 veces
con PBS, 5 min por cada lavado y una vez secas
se adiciond conjugado fluorescente anti-1gG
humana en dilucién de trabajo 1:50, los controles
se sometieron aiguales condicionesdeincubacion
y lavado. Como control positivo se utilizaron
|&minas cubiertas con células M T2 cronicamente
infectadas con HTLV-1 y como control negativo
CM SP de donante sano. Lalectura se realizé con
un microscopio fluorescente (Opton Sandard 25,
Alemania).™t

Se consideré positiva si mas de 25 % de las
células de laimprontamostraron fluorescenciade
membrana especifica.

Reaccién en cadena de la polimerasa: el
ADN se abtuvo de las CMSP, por € método de
ProteinasaK/SDS, extraccion con fenol-cloroformo-
-alcohol isoamilicoy precipitacion en etanol.

Para el desarrollo de la técnica se emplearon
3juegosdiferentes de oligonucl edtidos cebadores,
especificos de HTLV-I, los oligos HTL 116/117
parael gengag, HTL 140/141 que amplifican una
region del gentaxy HTL 128/129 que reconocen
una region del gen pol.24 La RCP se realiz6 por
duplicado en todas|as muestras, se empled 10 mL
de Buffer Tag 10x, 200 mM de cada dNTPs,
100 pmol de cadacebador, 2,5 U deTaqg polimerasa
y 1 mg de ADN, en un volumen final de 50 mL .2
Como control positivo se empled ADN de células
MT2y como control negativo CM SP de donante
sano.

Los productos amplificados se visualizaron
mediante una corrida electroforéticaen un gel de
agarosatipo VI 3 % tefiido con BrEt 0,5 mg/mL.
Se utilizé como patrén de peso molecular 50 mg de
PGEM (2 645 pares de bases-36 pares de base)
(Promega).



RESULTADOS

El estudio serolégico por ELISA detectd
anticuerpos contra el HTLV-l y el western blot
demostro reactividad especifica contralas protei-
nas 19, 24, 28, 36 y 53 del gen gag, 40 del gen tax
y 46 del gen env del virus, 1o que confirma la
positividad al HTLV-I.

L os cocultivos se caracterizaron por unarapi-
da proliferacion celular en las primeras 2 sema-
nas, con un marcado descenso de la viabilidad

% de células
positivas

50
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celular, apartir de esafecha, 1o cual coincidid con
unincremento del nimero de células positivas por
inmunofluorescenciade membrana (fig. 1).

La presencia del ADN provira se detect6 en
las CM SP de la paciente y de las procedentes del
cultivo positivo mediante lareaccion en cadenade
la polimerasa paralos genes gag, tax y pol. En la
figura 2 se observa el producto amplificado de la
muestra estudiada. Latalladelos productos obte-
nidos se corresponde con 200 pb para el gen gag,
paratax 159 pb, y 119 pb para el gen pol.

40
30
20
. I
\ | | S
7 14 21 28 35

Tiempo de cultivo (dias)

Fig 1. Porcentaje de células positivas por inmunofluorescencia indirecta (IFl) en los cocultivos segin tiempo de cultivo.
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Fig. 2. Visualizacion, en gel de agarosa 3 %, de los productos amplificados me- diante reaccion en cadena de la polimerasa para |os genes gag,
pol, y tax del HTLV-I. Productos ampli-ficados con los oligonucled-tidos especificos: lineas 1-3 gen gag, lineas 6-8 gen tax, lineas 11-13
gen pol. Las lineas 1, 6 y 11 corres-ponden a la muestra clinica, las lineas 2, 7 y 12 a los controles negativos y las lineas 3, 8 y 13 a los
controles positivos. La linea 5 corresponde a patron de peso molecular pGEMO DNA Markers.

DISCUSION

LaPET/MAH, mielopatias cronicas causadas
por el HTLV-I, se han reportado en diferentes
partes del mundo, entre las que se encuentran la
region del Caribey Américadel Sur. Los pacien-
tes afectados se han reconocido por sus manifes-
tacionesclinicasy laconfirmacién del diagnostico
se habasado en técnicas serol dgicas, viroldgicasy
moleculares.*®

En Cubase han realizado estudios serol égicos
en diferentes grupos poblacionales, uno de estos
comprendié el andlisis de personas con vinculos
familiares, donde varios miembros de un nlcleo se

diagnosticarony confirmaron como portadoresde
este virus.®*' En este caso en particular, con as-
cendenciahaitiana, pais dondela PET esfrecuen-
te como enfermedad centinela indicadora de ata
prevalenciade HTLV-1 y en el que ademés se re-
cogi6 como antecedente que la madre fallecié de
unaprol ongada enfermedad neurol 6gica, semejante
a la que padece la paciente estudiada, se puede
sospechar laprobabilidad detransmision vertical .
En este estudio se pudo identificar el HTLV-I
en la paciente por evidencias serolégicas y el
aislamiento a partir del cocultivo de las CMSP,
lo que se corroboré desde los 7 d de cultivo con



expresién delos antigenosviral es especificosiden-
tificados por inmunofluorescencia. La respuesta
serol6gicaincluyd reactividad especificaala p40
(tax) y p19, que unida a los cocultivos positivos
pueden ser usados como marcadores de la
replicacion del virusen individuosinfectados. '8

Unareplicacion activapersistente del HTLV- |
unida a una fuerte respuesta inmune constituyen
factores importantes en la patogénesis de esta en-
fermedad, adiferenciadelospacientescon LLTA,
en los que se ha observado menor carga vira y
débil respuestainmune.2>%

El aislamiento es unatécnicalaboriosa, costo-
sa, propia de laboratorios de investigacion, que
resulta una herramienta Gtil, no solo como prueba
definitivadeinfeccion, sino deimportanciaen los
estudios de patogenia, caracterizacién viral, ensa-
y0s terapéuticos y de vacunas. En Cuba solo se
habian reportado aislamientos de HTLV-I de
pacientes con LLTA o de individuos asinto-
maticos;? por 1o que la obtencion de este en una
paciente con PET resulta un aporte importante al
estudio de las diferentes cepas que circulan en el
paisy sirve de base para estudios de caracteriza-
cionmolecular.

La inmunofluorescencia se considera una
técnicaefectiva paraladeteccion delos antigenos
virales en células y tejidos, cuando se realiza
cuidadosamente es muy sensible y especifica
para detectar antigenos del HTLV-I en células de
cultivo. En este estudio sirvié como técnicaconfir-
matoriaparaestablecer lapositividad del cultivo.?

LaRCP antesy después del cultivo confirmé
los resultados serol 6gicosy virol gicos obtenidos,
permitio amplificar secuenciasdel genomaapartir
de ADN proviral con el uso de oligonuclettidos
gue amplifican regiones altamente conservadas:
genes tax, pol, y gag del HTLV-I y facilité la
tipificacion del retrovirus al diferenciarlo del
HTLV-II a nivel molecular.

La demostracion de la presencia de
anticuerpos, el aislamiento y la deteccién del
ADN proviral del HTLV-I enlas muestras anali-
zadas, corroboraron el diagnéstico clinicoy la
asociacion entre HTLV-1 y PET.

Estos resultados confirman, por primeravez,
la asociacion de lainfeccion por HTLV-I en una
paciente cubana con cuadro clinico compatible
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con PET, ademas de aportar nuevas evidencias de
lacirculacién de este retrovirus en Cuba, no sola-
mente asociado a enfermedades hematol 6gicas.
Desde el punto de vistaepidemiol dgico, planteala
necesidad de completar el pesquisaje de contactos
sexualesy familiares, y de mantener lavigilancia
sobre las enfermedades etiol 6gicamente relacio-
nadas.

Isolation of human T cell lymphotropicvirustype 1
from apatient affected by tropical spastic par aparess.
first reportin Cuba

ABSTRACT

BackerounD: Tropical spastic paraparesis or HTLV-I-associated
myelopathy (TSP/HAM) is a chronic neurological disease
etiologically linked to human T-cell lymphotropic virus type |
(HTLV-I). Osxkctive: to serologically confirm infection by and
isolation of HTLV-1 from the peripheral blood mononuclear
cells from a patient who presented with a clinical picture similar
to that of tropical spastic paraparesis. MetHops: peripheral blood
mononuclear cells were co-cultured for 35 days. Viral detection
by membrane-specific immunofluorescence and polymerase
chain reaction of genes tax, pol and gag were performed. ResuLTs:
The presence of antibody to human T cell lymphotropic virus
type | in serum was confirmed. Indirect immunofluorescence in
the sequential monitoring made it possible to observe an increase
of the number of positive cells whereas proviral DNA was detected
in the peripheral blood mononuclear cells. ConcLusions: these
results support the evidence of viral isolation and confirmed, for
first time in Cuba, the association between HTLV-I and TSP

Key words: Human T cell lymphotropic virus, polymerase chain
reaction, genes tax, pol and gag, tropical spastic paraparesis
(TSP).
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