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RESUMEN. INTRODUCCION. Se confirma la pre-
sencia de los Virus Linfotropicos de Células T del
Humano Iy Il (HTLV-1 y HTLV-11) en donantes de
sangre de Cruz Roja Hondurefia (CRH) de Teguci-
galpa y San Pedro Sula. Es evidente la importancia de
la PCR como técnica molecular capaz de detectar y
diferenciar infecciones producidas por HTLV-I vy
HTLV-11, permitiendo incluso la resolucion de
serologias indeterminadas. MATERIAL Y METO-
DOS. 34,484 donantes voluntarios fueron tamizados
en CRH durante el periodo de 2000-2002. De éstos,
41 donantes resultaron repetidamente positivos en el
tamizaje, confirmandolos serol6gicamente por
Western Blot (WB) e identificando finalmente la
infeccion por amplificacion de secuencias especi-
ficas de la region POL de ambos virus con una PCR,
cuya deteccion se realizé por sondas de ADN especifi-
cas en ensayos de hibridacién colorimétricos.
DISCUSION. de 41 donantes seropositivos en el WB,
17% fueron HTLV-1 y 51.2% HTLV-11; 5% indeter-
minados y 27% no reactivos. En la PCR, 17% resul-
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taron HTLV-I positivos; 66% HTLV-II, 17% nega-
tivos. Dos muestras indeterminadas y cuatro muestras
negativas por WB, resultaron HTLV-II positivas con
la PCR-ADN. La sensibilidad y especificidad del WB
obtenida en relacion a la PCR fue de 87.5% y 100%,
respectivamente. La prevalencia global de HTLV-I/11
fue de 0.12% (1C95% 0.09%-0.16%) para la ELISA;
0.08% (1C95% 0.06%-0.12%) con el WB y 0.10%
(1C95% 0.07%-0.14%) con la PCR. La prevalencia
global de infeccion con ambos virus por PCR es
de 0.14% en San Pedro Sulay 0.06% en Tegucigalpa
(X2 =5.75, p = 0.01).
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ABSTRACT. INTRODUCTION. It is confirmed the
presence of the Human T Lymphotropic viruses type
land Il (HTLV-I and HTLV-11) in blood donors from
National Red Cross in Tegucigalpa and San Pedro
Sula, once more is evident the importance of the mo-
lecular biology technique PCR (Polymerase Chain
Reaction) as capable of detecting and differencing
infection produced by HTLV-1 and HTLV-11, allowing
the resolution of undetermined serological reactions.
MATERIAL AND METHODS. 34,484 voluntary
blood donors were screened at the laboratory of the
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National Red Cross during May 2000 to March 2002,
from these 41 donors resulted repeatedly positive in
the screening for antibodies for HTLYV, the serological
confirmation was done with the Western Blot (WB),
finally identifying the DNA sequences by PCR of the
specific viral region POL of both viruses, the
detection was done using specific DNA probes in a
colorimetric hybridization assays. DISCUSSION.
from the 41 seropositive blood donors in the WB,
17% were reactive for HTLV-l1 and 51.2% HTLV-II;
5% undetermined and 27% non reactive. In the PCR
test, 17% were HTLV-I positive, 66% HTLV-11, 17%
negatives. Two undetermined samples and four nega-
tives by WB, resulted positive for HTLV-11 in the
PCR. The sensitivity and specificity of the WB
obtained by comparing with the PCR, was of 87.5%
and 100% respectively. The global prevalence of
HTLV 1I/11 was 0.12% by ELISA (Cl 95% 0.09-
0.16%); 0.08% by WB (Cl 95% 0.06-0.12%) and
0.10% by PCR. The global prevalence for both virus-
es is 0.14% in San Pedro Sula and 0.06% in
Tegucigalpa (X?= 5.75, p=0.01).
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INTRODUCCION

El efecto adverso mas serio asociado con la transfusion de
sangre es la posibilidad de transmitir agentes infecciosos,
dos de ellos, son los Virus Linfotropicos de Células T del
Humano tipo | (HTLV-1) y Tipo Il (HTLV-1I). HTLV-I
es el agente etioldgico de la Leucemia/Linfoma de Células
T del Adulto (ATLL) y de la Paraparesia Espastica
Tropical (PET/HAM).* EI HTLV-Il, que esta
estrechamente relacionado al HTLV-I fue en un principio
aislado de una rara variante de Leucemia de Células
Peludas y actualmente se le asocia en forma directa con
un trastorno neuroldgico similar a la PET/HAM.?
Ademas de la transfusion sanguinea, en donde han sido
reportadas tasas de seroconversion de 44% a 63% en
receptores sangre contaminada infectada con HTLV-I en
areas endémicas, ambos virus tambien son transmitidos
por contacto sexual y por intercambio de agujas contami-
nadas® y de madre-hijo principalmente por leche mater-
na,* estableciéndose por largos periodos de tiempo, en

forma asintomatica.®* HTLV-1 y HTLV-II, se encuentran
distribuidos en diferentes partes del mundo, las zonas de
mas alta prevalencia de HTLV-I son el sur oeste de Japon,
Africa Ecuatorial, Islas del Caribe:® en América del Sur
esta presente con mayor frecuencia en regiones de Chile,
Brasil y Colombia y en menor grado en Argentina.’®
HTLV-II es endémico en poblaciones indigenas del
nuevo mundo en las que se incluyen tribus autdctonas de
Panama, Colombia, Argentina, Bolivia y otros paises de
América del Sur, también se ha observado con alta fre-
cuencia en personas que utilizan drogas intravenosas en
EUA 'y Europa.®

En Honduras, la presencia de HTLV-I fue reportada ini-
cialmente en el afio 1995 en estudios realizados durante
1989-1993 encontrandose una alta prevalencia (8%) en
la poblacién garifuna.’® En 1997-1998 el mismo grupo
de investigadores, reportan la presencia de ambos virus en
poblaciones vulnerables de Tegucigalpa (trabajadoras
comerciales de sexo y hombres que tienen sexo con hom-
bres) con una seroprevalencia global de 4.3%, consti-
tuyéndose este el primer reporte de infeccion con el
HTLV-I1.2

Debido a que la transfusién sanguinea es una de las for-
mas mas eficientes de infeccidn, recientemente fue
establecido solamente a nivel de los bancos de sangre de
Cruz Roja Hondurefia, el tamizaje serologico de los
donantes en un intento por determinar la prevalencia de
estos virus y con el fin Gltimo de disminuir el riesgo de
transmision por esta via. La forma rutinaria de detectar la
infeccidn es por medio de pruebas seroldgicas,* que gene-
ralmente no discriminan entre las infecciones por estos
dos virus, siendo necesario hacer uso de pruebas mole-
culares como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa o
PCR que identifica al cido nucleico viral, determinando
especificamente de esta manera si es HTLV-1 0 HTLV-1I
permitiendo asi proveer consejeria adecuada al donante
para prevenir transmisiones futuras y apoyar al control
médico correspondiente.

El uso de dichas pruebas moleculares, resultan especial-
mente necesarias en aquellos casos en que se presenta una
serologia indeterminada*la cual es el mayor problema en
el tamizaje de la sangre, por la incertidumbre de estos
casos y la manera de proceder con el donante.
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Ante la necesidad de implementar técnicas de laboratorio
en Honduras que permitan obtener un diagnostico cer-
tero de las infecciones producidas por estos virus, en el
presente estudio se propuso la estandarizacion e imple-
mentacion de la técnica PCR-ADN que permitiera la
identificacion especifica del agente causal para asi poder
conocer la prevalencia real de estos virus en la poblacion
de estudio, lo cual subsiguientemente serviria para el
establecimiento de los lineamientos (algoritmos) de diag-
nostico y confirmacion de estas infecciones a nivel de los
bancos de sangre nacionales.

POBLACION Y METODOS

Poblacidn estudiada: de los 34,484 donantes volunta-
rios tamizados en la CRH de las ciudades de Tegucigalpa
y San Pedro Sula en el periodo de mayo del 2000 a marzo
del 2002, resultaron cuarenta y un donantes repetida-
mente Seropositivos.

Coleccidn de las muestras: De los donantes voluntarios
de la CRH que resultaron repetidamente positivos en la
prueba de tamizaje ELISA HTLV-I/II (Murex®-
ABBOTT Laboratorios) fue remitida a la seccion de
virologia del Dpto. de Microbiologia UNAH, una mues-
tra de 7 ml de sangre total y 5 ml de plasma de las
unidades correspondientes. A partir del plasma se realizé
la prueba Western Blot (GENELABS®-ABBOTT) y a
partir de la sangre total se llevd a cabo la extraccion del
ADN gendmico con un kit comercial (IsoQuick®
ORCA Research, Fisher), para su posterior analisis por
medio de la PCR-ADN.

Ensayo seroldgico: los anticuerpos contra HTLV-1 y
HTLV-1I en el plasma fueron detectados por medio del
ensayo comercial de Western Blot HTLV BLOT 2.4
(GENELABS® DIAGNOSTIC. ABBOTT Laborato-
rios) el cual incorpora una proteina recombinante especi-
fica de la envoltura de HTLV-I: rgp-46-1; una proteina
recombinante especifica de la envoltura de HTLV-II: rgp-
46-11, por medio de las cuales se lleva acabo la diferen-
ciacion de los dos virus y la GD21 un epitopo comun
recombinante de la proteina de envoltura de ambos virus.

Amplificacion del ADN o PCR: una vez extraido el
ADN gendmico a partir de la muestra de sangre total se

procedié a la amplificacion de la regién POL, en el seg-
mento que se encuentra entre los nucleotidos 4825 al
4902 de ambos virus, esto se llevo a cabo en un termoci-
clador automatico (MJ Research, Inc.), utilizando los ini-
ciadores o primers: SK-110 y SK-111 en una reaccion de
35 ciclos que comprenden la desnaturalizacion del ADN
a 94°C por 30 segundos, seguido de la hibridacion a
53°C por 30 segundos y extensién a 68°C por 30 segun-
dos, con un paso final de extension a 72°C por 10 minu-
tos. Ademas se amplifico el gen de la R-globina humana
haciendo uso de los iniciadores especificos Fluo-GH20 y
KM-38 con el fin de determinar la integridad del ADN
analizado y la eficiencia de la amplificacion.™

Andlisis de los productos de PCR: los productos ampli-
ficados con los iniciadores especificos para HTLV-I y
HTLV-II fueron detectados por medio de dos ensayos de
hibridacion colorimétricos de acidos nucleicos en
microplaca: GENE-detective HTLV-I POL EOA
(ZeptoMetrix Corporation, EUA) que detecta en forma
especifica las de secuencias de ADN de HTLV-I entre los
nucleodtidos 4825 y 4902 en el genoma de HTLV, por
medio de la mezcla del ADN que contiene la region blan-
co del gen POL con la sonda especifica SK-112 para esta
region marcada con una enzima (Figura No. 1A); y
GENE-detective HTLV-II POL EOA (Zepto Metrix
Corporation, EUA) que detecta las secuencias especificas
de HTLV-II entre los nucle6tidos 4,848 y 4,898 de la
region POL en el genoma de HTLV, por medio de la
sonda especifica SK-188 marcada con una enzima y rev-
elado con un substrato especifico y con la posterior
medicion de color en el lector de absorbancias (Figura
No. 1B). Para la deteccién de los productos amplificados
del gen de la 3-globina humana se corrié una electrofore-
sis en gel de agarosa al 1.5%, siendo visualizados con bro-
muro de etidio los fragmentos de tamafio de 350 pb.

RESULTADOS

La prevalencia global de infeccion con HTLV-I/I1 en el
periodo comprendido entre mayo del afio 2000 hasta
marzo del afio 2002, fue de 0.12% (I1C95% 0.09%-
0.16%) para la ELISA; con el WB 0.08% (IC95%
0.06%-0.12%) con el WB y con la PCR-ADN 0.10%
(1C 95% 0.07%-0.14%) (Cuadro No. 1).
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Figura No. 1. Microplacas de reaccion para analisis de los pro-
ductos amplificados para HTLV-I (A) y HTLV-II (B) utilizando la prue-
ba Gene-detective HTLV-I (A) y HTLV-II (B). A. Los pocitos 1B, 1C
corresponden al control positivo y negativo de la PCR; 1D, 1E son
los controles negativos y 1F, 1G, 1H son los controles positivos del
ensayo EOA; las columnas 2, 3 y 4 corresponden a muestras de
donantes. B. Los pocitos 1B, 1H corresponden al control negativo
y positivo de la PCR; 1C, 1D, 1E son los controles positivos y 1F, 1G
son los controles negativos del ensayo EOA; las columnas 2,3,4
corresponden a muestras de donantes analizados.

(Fotografias tomadas el 2 de abril del 2002, en la Seccion de
Virologia del Dpto. de Microbiologia, UNAH).

Cuadro No. 1. Prevalencia de infeccion por HTLV-I/II,
en donantes de CRH, durante mayo 2000 a marzo 2002,

n =41
Total donantes ELISA WESTERN PCR-ADN
Tamizados CRH BLOT
34,484 0.12% 0.08% 0.10%
1.C.95% I.C. 95% I.C. 95%

(0.09-0.16%) (0.06-0.12%) (0.07-0.14%)

De los 41 donantes analizados, con el ensayo WB se
obtuvo un 17% de reacciones contra HTLV-1 y 51.2%
HTLV-1I; 5% indeterminados y 27% negativos. En la
PCR-ADN, 17% resultaron positivos para HTLV-I; 66%
HTLV-11y el 17% restante negativos. Dos muestras inde-
terminadas y cuatro muestras negativas por WB, resul-
taron positivas para HTLV-11 con la PCR-ADN (Cuadro
No. 2). La sensibilidad y especificidad del WB obtenida
en relacion a la PCR-ADN fue de 87.5% y 100% respec-
tivamente.

Cuadro No. 2. Prevalencia de HTLV-I/ll en donantes
seropositivos de CRH durante mayo del 2000 a marzo del

2002, n = 41
WESTERN BLOT PCR-ADN
DETECCION No. % No. %
HTLV-I 7 17 7 17
HTLV-II 21 51 27 66
INDETERMINADO 2 5 0 0
NEGATIVO 11 27 7 17
TOTAL 41 100 41 100

La prevalencia global de infeccion en la ciudad de San
Pedro Sula fue de 0,14% vy en la ciudad de Tegucigalpa
0,06% (X?=5.75, p = 0,01) (Cuadro No. 3).

La frecuencia de bandas reactivas en los 30 donantes con
resultado positivo o indeterminado en el ensayo WB se
presentan en el Figura No. 2.
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Cuadro No. 3. Prevalencia de HTLV-l/Il por PCR-ADN en donantes de CRH

segun el area geografica®

que existe entre ambos virus,*
siendo necesario utilizar otras
pruebas tales como el Western

n =34 .

Blot (WB), conside-rado
CIUDAD DONANTES HTLV-I HTLV-II PREVALENCIA ensayo confirmatorio y de tipi-
TAMIZADOS % ficacion, con el inconveniente
. que proporciona un porcenta-

Tegucigalpa 8,661 1 1" 0.06 . . .
greigap je de resultados indetermina-
San Pedro Sula 15,823 6 16 0.14 dos,* los cuales representan un
gran problema por la incer-

Nacional 34,484 7 27 0.10

tidumbre en cuanto a que tipo

X?=5,75,p=0,01
* Prevalencia durante mayo 2000 — marzo 2002

Figura No. 2. Perfil de bandas presentes en Western Blot,
de muestras positivas® e indeterminadas®
n = 30.
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DISCUSION

Una de las formas més eficientes de transmision de estos
virus es por medio de las transfusiones sanguineas® por lo
que se considera prioritario eliminar este mecanismo de
infeccién con medidas de tamizaje de la sangre donada,
debido a que el interrogatorio que se realiza de manera
rutinaria a los donantes en los bancos de sangre no per-
mite hacer una exclusion en su totalidad, por esta razén
recientemente se establece realizar pruebas seroldgicas de
HTLV-1/11 en el Programa Nacional de Sangre de Cruz
Roja Hondurefia con la limitante que estas pruebas de
tamizaje no discriminan entre infecciones causadas por
cualquiera de ellos, debido a la amplia reaccién cruzada

de infeccidn se trata, afectando
la correspondiente consejeria al
donante y su posterior manejo
médico, siendo necesaria la
confirmacién de la misma.

En el Cuadro No. 1 se presenta la tasa de prevalencia de
infecciones por HTLV-I/11 en los donantes estudiados, la
que varia dependiendo de la prueba que se emplee para
tomar el criterio de positividad: en el caso de la ELISA la
prevalencia es de 0.12% debido a que en la deteccion de
anticuerpos algunos de los resultados son falsos positivos
(17%); esta disminuye en el WB a 0.08% por presentar
un porcentaje de resultados indeterminados y falsos neg-
ativos que finalmente logran ser dilucidados por PCR-
ADN para una prevalencia real de 0.10%. En general la
prevalencia global obtenida es similar a la prevalencia del
Virus de Hepatitis C (0.13%) en la misma poblacion
para el afio 2001 (0.13%) (Ref. 18).

El Cuadro No. 2 contiene los resultados obtenidos en el
analisis de las 41 muestras de donantes, en donde el 17%
resultaron positivas por HTLV-1 y 66% por HTLV-II,
por medio de la PCR-ADN, incluso dos muestras que
por WB resultaron indeterminadas, con la PCR-ADN
fueron dilucidadas a HTLV-11. 17% de resultados falsos
positivos en la ELISA fueron definidos a negativos por
PCR-ADN. Aln maés 4 muestras con resultado negativo
en el WB, al analizarlas con la PCR-ADN resultan posi-
tivas para HTLV-1I. Podemos entonces concluir que el
WB a pesar de poseer 100% de especificidad, propor-
ciona resultados indeterminados (5%) y carece de sensi-
bilidad (87.5%) puesto que algunas reacciones positivas
en la ELISA, son negativas en WB y al hacer la PCR-
ADN resultan en efecto ser positivas.
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Se observa en general mayor frecuencia de infecciones por
HTLV-11 (66%), en los donantes estudiados, este virus
todavia no ha sido claramente asociado a enfermedad sin
embargo ya se habia propuesto su posible asociacion con
patologias hematoldgicas y neurolégicas, recientemente
fue obtenido el primer hallazgo de asociacion seroldgica y
molecular del HTLV-II con una neuropatologia que pre-
senta sintomas muy similares a la PET/HAM,* por lo
cual la prevalencia encontrada en los donantes estudiados
es relevante. Existe una prevalencia importante de infec-
ciones por HTLV-1 (17%) en esta poblacion, tomado en
cuenta que es éste el virus que esta claramente asociado
con serias patologias las cuales tienen un mal pronostico
y que no se dispone de tratamiento antirretroviral eficaz.?
Ambos virus son potencialmente oncogénicos,? y obvia-
mente son de presencia indeseable en las unidades de san-
gre ha ser transfundidas.

Segun la zona geogréafica, se observa que en el norte del
pais se presentan mas altas tasas de prevalencia para
ambos virus, 0.14% en San Pedro Sula versus 0.06% en
Tegucigalpa y por medio de las pruebas estadisticas
aplicadas se confirma que existe diferencia significativa
(X2 = 5.75, p = 0.01) entre las prevalencias encontradas
en ambas regiones. Estos resultados son hasta cierto
punto esperados por la cercania a los zonas consideradas
endémicas para el HTLV-I reportadas en estudios anteri-
ormente realizados en el pais,* sin embargo de acuerdo a
lo que estamos reportando puede observarse que dicha
infeccion se esta extendiendo a otros sitios entre ellos
hacia la ciudad capital (Cuadro No. 3).

En cuanto al WB, las bandas de aparicién mas frecuentes
en las 30 muestras con resultado positivo e indetermina-
do fueron GD21 y p24 que aparecieron en el 97% de las
muestras, 3% restante corresponde a las muestras que no
presentaron dichas bandas, por lo que obtuvieron un
resultado “indeterminado”, las dos proteinas son consid-
eradas sumamente importantes para el establecimiento
del criterio de positividad en la prueba, al igual que la
proteina p19 que se presentd en la mayoria de las mues-
tras analizadas (87%). La banda correspondiente a la rgp
46-11 se presentd en el mayor nimero de muestras (70%)
a diferencia de la rgp 46-1 (20%), lo que indica que es

mayor el porcentaje de HTLV-1I que el de HTLV-I
debido a que estas dos glicoproteinas son las que per-
miten la diferenciacion de los dos virus (Figura No. 2).

Se hace evidente que la prueba molecular, PCR, es
mucho mas sensible y especifica en relacion a los ensayos
serolégicos, por lo que es considerada la prueba 6ptima
de confirmacion y diferenciacion de la infecciones cau-
sadas por HTLV-1 y HTLV-11, quedando demostrado en
el presente estudio la importancia de la PCR como prue-
ba de deteccion final de la infeccion e identificacion
especifica de su agente causal, ademas se confirma
serolégica y molecularmente la presencia de HTLV-1 y
HTLV-II en donantes de la Cruz Roja Hondurefia de
Tegucigalpa y San Pedro Sula, constituyendo la primera
evidencia de la circulacion de ambos virus en el grupo
poblacional estudiado y del potencial de transmision de
estos por medio de la transfusiones de sangre.
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EN LA TIERRA, LA VIDA SE INICIA DONDE COMIENZA A
GERMINAR AQUELLA SEMILLA QUE TENDRA SU FIN.
Y LA VIDA COMIENZA A MORIR CON EL INICIO DE LA VIDA MISMA...

EL SECRETO DE LA VIDA
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