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Resumen

Introduccion: La infeccion con el virus linfotrépico de células T humano (HTLV) de tipo 1y 2 es endémica en América del Sur. Existen muy pocos reportes clinicos
de este retrovirus en pacientes de Ecuador y nunca confirmaron la presencia del virus con el aislamiento o la deteccién de su ADN. Esta infeccion se encuentra
desatendida por las autoridades de salud publica, sin que existan estudios epidemioldgicos de prevalencia a nivel del pais.

Objetivos: Este estudio tiene como objetivo la deteccidn de infeccion por HTLV -1/2 en individuos sintomaticos de paraparesis espastica tropical (TSP) utilizando
por primera vez en Ecuador diagndstico serolégico y la deteccion del provirus por biologia molecular.

Disefio del estudio. Se tomaron muestras de nueve pacientes con un diagndstico de mielopatia y sospechoso de TSP, que fueron analizadas para la deteccion del
virus HTLV-1/2 usando tres metodologias: ELISA comercial, ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IF) y PCR anidada.

Resultados: Cinco de los 9 (55.5%) pacientes fueron positivos tanto para la prueba de ELISA como para IF y PCR anidada.

Conclusion: La alta prevalencia de infeccion por HTLV-1/2 entre individuos sintomaticos de mielopatia muestra la endemicidad de este retrovirus en Ecuador, la
asociacion de HTLV-1/2 con TSP y la necesidad de implementar estrategias de control y prevencion para evitar la diseminacion de esta enfermedad infecciosa
desatendida.
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HTLV-1/2 virus infection confirmed by serology and provirus DNA detection in tropical spastic paraparesis Ecuadorian
patients

Abstract

Background: Infection with the Human T-cell lymphotropic virus (HTLV) type 1 and 2 is endemic in South America. There are only a few clinical reports of this
retrovirus in patients in Ecuador, without employing virus-isolation methods or viral DNA detection. The infection is usually neglected in health care settings and
by public health authorities and no country wide prevalence data are available.

Objectives: This study aims to detect the HTLV-1/2 infection in symptomatic individuals for tropical spastic paraparesis (TSP) using for the first time in Ecuador both
immunological and molecular biology methodologies.

Study Design: Blood samples of 9 symptomatic individuals with myelopathy were analyzed for the detection of the HTLV-1/2 virus with three methods: ELISA, an
indirect immunofluorescence (IF) assay and a nested-PCR.

Results: Five out of 9 (55.5%) myelopathy patients were positive for ELISA, IF and nested- HTLV-1/2 PCR.

Conclusion. The high prevalence of HTLV-1/2 infection among myelopathy patients shows the endemicity of this retrovirus in Ecuador, the association of HTLV-1/2
infection with TSP and the need of the implementation of control and prevention interventions to overcome the further dissemination of this neglected infectious
disease.
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Introduccion

El virus linfotropico humano de células T de tipo 1 (HTLV 1/2)
tiene una distribucion a nivel mundial y se estima que hay
entre 20 y 30 millones de personas infectadas en el mun-
do™. La variabilidad en la prevalencia depende de la locali-
zacion geografica existiendo regiones que son consideradas
endémicas para HTLV 1/2 en zonas de Asia, Africa, el América
Central, el Caribe y América del Sur?357. En regiones no en-
démicas como Europa y América del Norte, la infeccidn por el
HTLV se asocia mayoritariamente a los migrantes proceden-
tes de zonas endémicas?*®.

Los virus HTLV 1y HTLV2 presentan diferentes patogénesis
y manifestaciones clinicas asociadas. En ambos casos, aun-
que la infeccién persiste durante toda la vida y la mayoria
de individuos infectados son asintomaticos. La transmision
de HTLV es similar a la de otros retrovirus como el HIV o los
virus de hepatitis B y C. Las vias de transmisiéon mas impor-
tante son la tranmisién vertical, lactancia, transmision sexual
y transfusiones de sangre u 6rganos?’'°. La infeccién por
HTLV 2 no ha sido asociada claramente con ninguna pa-
tologia, aunque hay reportes que indican que seria factor
de riesgo para algunos tipos de leucemia, eritrodermatitis
y desérdenes neuroldgicos periféricos?*'. Por el contrario,
para la infeccién con HTLV 1 se estima que alrededor de un
4-5% desarrolla leucemia adulta de células T (una prolifera-
cién maligna de céluas CD4+) y un 2-3% desarrolla una mio-
lepatia discapacitante conocida como paraparesia espastica
tropical (TSP) o mielopatia asociada al HTLV 12" TSP es una
enfermedad progresiva crénica desmielinizante que afecta
la medula espinal y la sustancia blanca del SNC que afecta
principalmente a adultos. La sintomatologia inicial incluye
debilidad de los miembros inferiores (mas raramente de los
superiores), dolor lumbar, incontinencia urinaria e impoten-
cia, asi como progresiva rigidez en la marcha y espasticidad,
incluso ataxia en estadios avanzados de la enfermedad; ade-
mas sintomas sensoriales (quemazdn) e hiperreflexia de las
extremidades inferiores”2.

La infeccion por HTLV y las patologias asociadas como la TSP
son muy poco atendidas en diversos paises de América del
Sur, siendo particularmente grave la situacién de Ecuador. De
acuerdo a un reciente reporte técnico sobre la distribucion
mundial de HTLV del Centro Europeo para Control y Preven-
cién de Enfermedades, Ecuador es considerado pais con au-
sencia de informacién fiable sobre la epidemiologia de HTLV?
a diferencia de los paises vecinos Pert y Colombia donde
exiten varias publicaciones al respecto en las que se han re-
portado altas prevalencias de HTLV 1 de hasta 13.9%""€.
Ademas, tanto en Perd como en Colombia se lleva a cabo
tamizaje de bancos de sangre para descartar donantes infec-
tados con HTLV y evitar la diseminacion del virus’#', Sin em-
bargo, sélo existen dos reportes sobre prevalencia de HTLV
en individuos asintomaticos en Ecuador, uno de ellos para un
poblacion pequefia (142 individuos) que data de 1994 donde
se reporta una prevalencia de 2.8%, y una reciente publica-
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cion de nuestro grupo donde reportamos una prevalencia
del 3.5% en poblacién afrodescendiente en la provincia de
Esmeraldas también en un muestreo relativamente pequefio
de 237 individuos'8, Ademas, de acuerdo a las busquedas
bibliogréficas realizadas en bases de datos de publicacio-
nes internacionales (Pub Med y Scopus) tan solo existen 3
publicaciones de casos clinicos de patologias asociadas a la
infeccién por HTLV1 en Ecuador, en concreto dos reportes
de casos de TSP con infeccién por HTLV sélo confirmada por
pruebas inmunoldgicas de hace méas de una década y un re-
porte de caso clinico de TSP, también solamente confirmado
por pruebas inmunolégicas, en un paciente de trasplante de
rifion de donante portador de HTLV 1101920,

Por tanto, existe una importante carencia de publicaciones
sobre prevalencia de infeccion por HTLV 1 en Ecuador y casos
clinicos de patologias asociadas como TSP que contribuye
al desconocimiento y desatencién de esta enfermedad por
las autoridades sanitarias del pais. Junto a nuestra reciente
publicacién sobre prevalencia de infeccién por HTLV 1/2 en
poblacion afrodescendiente asintomatica en Ecuador, el ob-
jetivo de este trabajo es reportar la alta prevalencia (55,5%)
de infeccion por HTLV confirmada por primera vez en el pais
por prueba especifica de PCR anidada en pacientes con mie-
lopatia con sintomatologia compatible con TSP. Estos resul-
tados confirman la endemicidad de esta infeccién en el pais
y esperamos que sirvan de alerta a las autoridades sanitarias
ecuatorianas sobre la necesidad de implementar politicas de
salud publica para esta enfermedad tropical desatendida.

Materiales y métodos

Poblacién de estudio y toma de muestras. Un total de 9 pa-
cientes con sintomatologia sospechosa de TSP fueron inclui-
dos en el estudio: 2 pacientes del Hospital Luis Vernaza de
Guayaquil, 2 pacientes del Hospital de la Armada de Guaya-
quil, 1 paciente del Hospital del Seguro (IESS) de Guayaquil, 4
pacientes de laboratorios del Instituto Nacional de Salud Pu-
blica e Investigacién Leopoldo Izquieta Pérez en Esmeraldas
(2 pacientes) y Santo Domingo de los Tsachilas (2 pacientes).
Estos casos corresponden a todos los pacientes sospechosos
de TSP en hospitales publicos de Ecuador, segun criterio de
los médicos que atendieron a los mismos, cuyas muestras
fueron derivadas al Instituto Nacional de Salud Publica e In-
vestigacién para confirmacion por pruebas moleculares de
infeccién por HTLV 1/2 (desde el afio 2008 en que fueron im-
plementadas hasta la actualidad). De cada paciente se tomé
una muestra de sangre periférica en tubo de 5mL con EDTA
siguiendo protocolos estandar.

Procesamiento de las muestras de sangre. Cada muestra de
5mL fue dividida en dos partes: 2 mL fueron centrifugados a
12000 rpm para aislamiento de plasma y los restantes 3 mL
fueron utilizados para aislamiento de linfocitos empleando
“Lymphocyte Separation Medium” (Lonza Walkersville Inc.,
U.S.A) siguiendo las indicaciones del fabricante.
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Deteccién de HTLV 1/2 por ELISA. Las muestras de plasma se
utilizaron para la prueba de ELISA para HTLV 1/2 con un kit
comercial (DIALAB, Austria) siguiendo las recomendaciones
del fabricante. De acuerdo al manual del kit, la sensibilidad y
especificidad del mismo son 100% y 99,99%, respectivamente.

Deteccién de HTLV 1/2 por Inmunofluorescencia Inderecta y
PCR anidada. A partir de los aislamientos de linfocitos para
la muestra de sangre de cada paciente, se realizaron prue-
bas de IF y PCR anidada. Para el ensayo de IF se siguio6 el
protocolo facilitado por el Instituto Nacional de la Salud de
Chile (21). Para la PCR anidada, se realizé aislamiento de
ADN a partir de los aislamientos de linfocitos empleando el
kit "QlAamp DNA Blood Mini Kit" (QIAGEN, Netherlands), y
la deteccion del DNA de HTLV 1/2 se realiz6 utilizando el
protocolo de PCR anidada descrito en las referencias 22 y 23.
Brevemente, se utilizaron dos sets de primers para el gen tax/
rex; para la primera reaccién de PCR los primers emplaeados
fueron fw 5'-CGGATACCCAGTCTACGTGT-3"y rv 5'-GAGCCGA-
TAACGCGTCCATC-3'; para la reaccion de PCR anidada los pri-
mers empleados fueron fw 5'-GTGTTTGGCGATTGTGTACA-3'
y rv 5'-CCATCGATGGGGTCCCA-3'". Los amplicones de 185 bp
(primera PCR) y 128 bp (PCR anidada) se separaron en geles
de agaron al 2% tefiidos con bromuro de etidio, y analiza-
dos con un equipo imager Gel DoC XR system (BioRad). Las
pruebas de IF y PCR anidada utilizadas en este estudio no
permiten diferenciar entre los virus HTLV de tipo 1y 2.

Aprobacidn del estudio por Comité de Bioética. El Comité Cien-
tifico del Instituto de Salud Publica e Investigacién Leopoldo
Izquieta Perez (Guayaquil, Ecuador) aprob6 este estudio. To-
dos los pacientes firmaron consentimiento informado y reci-
bieron los resultados de las pruebas.

Conflicto de intereses. Los autores de este estudio certifican
que no existe ningun conflicto de intereses en relacién al tra-
bajo realizado.

Resultados

Los resultados de las pruebas de ELISA, IF y PCR anidada se
resumen en la Tabla 1. 5 de los 9 pacientes con mielopatia,
5 (55,5%) resultaron positivos para las 3 pruebas. Los otros
4 pacientes (44.5%) fueron negativos para todas las prubeas.
De acuerdo al fabricante, la especificidad y sensibilidad del
kit de ELISA es de 99.9% y 100%, respectivamente, lo cual
queda verificado en este caso por las pruebas altamente es-
pecificas de IF y PCR anidada.

Table 1. Resultados de prueba de HTLV-1/2 con ELISA, IF y PCR anidada en
9 pacientes con sintomatologia de TSP (los pacientes positivos fueron los
mismos para todas las pruebas).

Resultado ELISA IF PCR anidada
Positivo 5 (55.5%) 5 (55.5%) 5 (55.5%)
Negativo 4 4 4

Discusion

En este estudid donde se involucr6 a 9 pacientes con sinto-
mas neurolégicos compatibles con TSP, las pruebas de ELISA,
IF y PCR anidada confirmaron la infeccién por HTLV 1/2 en 5
de los 9 casos (55.5%) con mielopatia . Es importante notar
como la especificidad y sensibilidad del la prueba de ELISA
coincidio con lo reportado por el fabricante cuando se com-
para con las otros dos pruebas, IF y PCR anidada, para las que
se asume que esos parametros son del 100%. Estos resulta-
dos apoyan la utilizacién de diagnéstico clinico combinado
con prueba de ELISA para un diagnostico eficiente de TSP.
No obstante, dado que las pruebas empleadas no permiten
diferenciar entre virus HTLV de tipo 1y 2, aunque la TSP ha
sido asociada fundamentalmente a HTLV 1, seria recomen-
dable implementar adicionalmente técnicas de PCR anidada
especificas para HTLV 1.

Existen solamente dos estudios relativos a la prevalencia de
HTLV 1/2 en Ecuador. Uno de ellos, data de 1994 y reporta
una prevalencia de 2.8% para HTLV 1/2". El otro estudio fue
recientemente publicado por nuestro grupo de investiga-
cién, donde se reporta una prevalencia de HTLV 1/2 para po-
blacion afrodescendiente de Esmeraldas del 3.5%'%. Sin em-
bargo, la limitacién de ambos estudios radica en el relativo
pequefio tamafio de las muestras, de 142 y 237 individuos,
respectivamente’”'®, Adicionalmente, tan soélo existen 3 arti-
culos cientificos sobre patologias asociadas a infeccion por
HTLV 1/2 en Ecuador, todos ellos relativos a TSP. Uno de ellos
describe un reporte de caso clinico en 2016', mientras que
los otros dos estudios son de hace mas de una década'?.
Por tanto, la alta prevalencia de infeccién por HTLV 1/2 en
pacientes sintomaticos de TSP en Ecuador reportada en este
estudio, unido al estudio de prevalencia recientemente pu-
blicado por nuestro grupo, confirma la endemicidad de HTLV
1/2 en ecuador y la necesidad de divulgar estudios como el
presente para que sean tenidos en cuenta por el personal
médico ecuatoriano para un apropiado diagnéstico. Ademas,
las poblaciones indigenas y afrodescendientes de las Améri-
cas son consideradas poblaciones de riesgo para la infeccion
por HTLV 1/2, y en el caso de Ecuador, de acuerdo al al tltimo
censo de 2010, dichas poblaciones constituyen 4% y 3% del
total de la poblacién, respectivamente.

Concerniente los 4 pacientes con mielopatia, pero negativo
por las pruebas de diagndstico de la infeccién por HTLV-
1/2 y considerados por el examen médico como potencia-
les paciente con TSP, seria recomendable buscar otra causa
transmisible o no transmisible de la mielopatia. Aunque hay
reportes de casos de TSP documentado como HTLV-1 sero-
negativo?, el consenso mas aceptado es que la deteccion de
anticuerpos contra HTLV-1/2 es necesaria para el diagnostico
de TSP; de forma que un resultado positivo por ELISA o IF
deben ser confirmado ya sea por anélisis de Western Blot o
por deteccion de ADN del virus®, tal como se realizé en el
presente estudio.
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Conclusion

Por todo lo expuesto anteriormente, unido a la gravedad de
las patologias asociadas a la infeccion de HTLV 1/2, espe-
ramos que este trabajo ayuda a visualizar la necesidad que
de manera urgente las autoridades sanitarias ecuatorianas,
de forma similar a lo que realizan paises vecinos como Peru
o Colombia”®", implementen estrategias para el control
y prevencién de esta infeccién, en particular el tamizaje de
bancos de sangre y 6rganos para evitar la propagacion del
virus HTLV 1/2.
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