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Resumen

RESUMEN

El Torque Teno Virus Humano (TTVH) perteneciente a la familia Anelloviridae, es el primer virus ADN monohebra
circular descubierto que infecta humanos, identificado por primera vez en 1997 en un paciente Japonés con Hepatitis
post-transfusional de etiologia desconocida. Es un virus pequerio de aproximadamente 30 nm, no envuelto con simetria
icosahédrica, que posee un genoma de polaridad negativa de 3.7-3.8 Kb de longitud. A pesar de ser un virus ADN,
presenta una muy elevada variabilidad genética. Asimismo, se ha demostrado que ocurre frecuentemente infeccion
persistente a largo plazo y co-infeccion con distintos genotipos o genogrupos en un mismo individuo, identificandose
hasta el momento mas de 38 genotipos que se clasifican en cinco genogrupos virales distintos.

Si bien no se conoce con exactitud su potencial patogénico, existe una poblacion de riesgo conformada por pacientes
con cuadro clinico de Hepatitis y/o infectados con HIV-1, en la cual TTVH ha sido detectado con mayor frecuencia y
mayor carga viral a nivel mundial.

Los TTVs no se encuentran solamente restringidos a humanos, sino que hay evidencia que demuestra una gran
distribucion en animales, pertenecientes a otros géneros dentro de la familia Anelloviridae.

Aunque la posibilidad de transmision zoondtica se desconoce hasta el momento, se ha detectado Torque Teno Virus
Porcino en los ultimos afios en la Seccion Virologia, en cerdos de diferentes criaderos del pais. Justamente, estos
resultados llevaron a plantear la necesidad de investigar la presencia de Anellovirus en humanos ya que se desconoce
su circulacion en Uruguay.

En el presente trabajo, se determino la frecuencia de infeccion de TTVH por primera vez en el pais en una poblacion
de riesgo conformada por 85 sueros de pacientes previamente diagnosticados para HBV, HCV y/o HIV-1, asi como
para pacientes con Hepatitis de etiologia desconocida. Para cumplir con este proposito, file implementada y
optimizada una Nested-PCR de deteccion, mediante la amplificacion de un fragmento de 110 pb de la region
conservada UTR A. Se obtuvo una frecuencia de infeccion total para TTVH del 79% (67/85), a partir del cual, se
desprenden los datos detallados de co-infeccion de TTVH con los otros virus presentes, siendo del 24% para los
infectados con Hepatitis no A-G, 24% para HCV, 17% para HIV-1/HBV, 14% para HCV/HIV-1, 13% para HBV, 4%
para HIV-1, 2% para HCV/HBV y 2% para HBV/HCV/HIV-1.

En segundo lugar, con motivos de caracterizar genéticamente las cepas circulantes detectadas, se realizo una
Seminested-PCR que produce un amplicon de 377 pb de la UTR B, una region con mayor variabilidad, obteniéndose
un 63% (42/67) de amplificacion. Sin embargo, 22 de estos fragmentos no pudieron ser analizados, ya que presentaron
co-infeccion con varias cepas de TTVH, coincidiendo con lo reportado en la literatura.

A partir de las secuencias obtenidas, se construyo un darbol filogenético y se observo que tres muestras uruguayas
agrupan en el grupo dos, mientras que las demds cepas nacionales forman dos clusters no pertenecientes a ninguno de
los cinco genogrupos conocidos, posiblemente, esto indica la existencia de nuevos grupos filogenéticos, que solamente
podran ser confirmados por medio de andlisis de genomas completos.

Adicionalmente, se llevo a cabo un andlisis de matriz de identidad para las 20 cepas de 377 pb, demostrando poseer un
amplio rango de homologia desde 27,0% a 99,3%.

Finalmente, se clono un fragmento de 377 pb para contar con un stock de control positivo en el pars.

Ciertamente, estos altos valores de prevalencia hallados en poblacion no sana, especialmente para los casos de
Hepatitis no A-G, junto con el hecho de ser una virosis emergente, revisten especial importancia para el pais desde el
punto de vista epidemiologico.

Eventualmente, puede ser importante su diagnostico a nivel clinico, ya que existe la posibilidad de que TTVH emerja

como un patogeno para la poblacion humana en un futuro no muy lejano.



Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. Virosis emergentes.

El término virus emergente se aplica a nuevos virus descubiertos, a agentes causantes
de nuevas enfermedades en una poblacién, o a virus que son la causa de patogenias
gue han incrementado notablemente en incidencia o tienen potencial para hacerlo.
Asimismo, las infecciones emergentes pueden surgir como manifestaciones de
expansion de rango de huésped con un consecuente aumento en el niumero de
individuos afectados (Flint., 2004).

Existen diversas explicaciones sobre el surgimiento de estos virus: a partir de
mutaciones gendmicas en virus ya existentes desarrollando por lo tanto adaptacion,
por exposicién de poblacion no inmunizada al virus o cambios en las condiciones
biolégicas del huésped. Ademads, las actividades humanas ofrecen posibilidades
adicionales para su expansiébn, como por ejemplo, alta densidad poblacional,
desplazamiento constante, falta de medidas sanitarias, contaminacién acuatica,
reutilizacién de jeringas y patrones sexuales (Flint., 2004).

Precisamente, este es probablemente el caso de los Anellovirus, dénde han sido
recientemente detectados, tras una larga trayectoria de haber co-existido y co-
evolucionado con nosotros por miles de afios (Thom et al., 2003).

Conjuntamente, el impacto producido por virus emergentes puede ser muy importante
desde el punto de vista clinico, ya que la trayectoria de la evolucién es impredecible
(como se ha observado en casos a lo largo de la historia) demostrando que no hay
razon para creer que una vez que la relacién estable hospedador-virus se encuentra
establecida, esta sea permanente.

1.2. Descubriendo un *“nuevo virus”.

Alrededor de los afios 90, aun existia una leve posibilidad de infeccion con Hepatitis en
procedimientos transfusionales posteriores a intervenciones quirdrgicas.

En la actualidad, se puede encontrar un gran nimero de pacientes con cuadro clinico
de Hepatitis pero sin marcadores especificos para la misma. Por lo cual, muchos
casos de Hepatitis aguda, cronica y fulminante se las clasific6 como no A-G, ya que
no se atribuyen a ninguna de las Hepatitis A, B, C, D, E, F o G reportadas,
responsabilizando asi a otros agentes virales posiblemente capaces de inducir
Hepatitis (Nishizawa et al., 1997).

Justamente, Nishizawa et al. (1997) reportaron la presencia de una posible cepa viral
desconocida en muestras de suero, extraidas a un paciente japonés de 58 afios con
Hepatitis post-transfusional de etiologia desconocida.

A través de un andlisis diferencial representacional (RDA), propuesto por Lisitsyn et al.
(1993), se obtuvo un clon viral llamado N22 de aproximadamente 500 pares de bases
(pb), el cual no demostré ninguna coincidencia con las secuencias depositadas en las
bases de datos. Subsiguientemente, se descubrié que este clon provenia de un virus
ADN.
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Esta nueva cepa viral fue detectada durante un nivel elevado de la enzima Alanina
Aminotransferasa (ALT) en el suero del individuo, siendo la misma un indicador de
dafo hepatico (Nishizawa et al., 1997).

En un principio, se decidi6 nombrar TT al virus debido a las iniciales del paciente
(Nishizawa et al., 1997), siendo coincidentemente asociado a “virus transfusion-
transmitido” (Zuckermann et al., 1999). Posteriormente, se lo decidié6 nombrar Torque
Teno Virus, proveniente del latin, donde “torque” significa collar y “tenuis” fino (Biagini
et al., 2004) debido a sus caracteristicas gendémicas.

1.3. Caracteristicas de TTVH.
1.3.1. Morfologia.

Por medio de un ensayo de filtrabilidad, se reporté que la particula viral posee entre
30-32 nandmetros (nm) de diametro (Itoh et al., 2000) y una cépside icosahédrica T=1
(numero de triangulacién) (Mueller et al., 2008). En segundo lugar, se observé una
densidad de flotacion de entre 1,31 y 1,34 g/ml en gradiente de densidad de Cloruro
de Cesio (CsCIl) (Mushahwar et al., 1999). Debido a que la densidad en gradiente de
sacarosa de TTVH sometido a detergentes no se vio afectada, se concluyé que se
trataba de un virus desnudo (Okamoto et al., 1998 b).

A modo de profundizar sus caracteristicas estructurales, destacablemente solamente
en tres estudios se identificaron exitosamente particulas virales de TTVH:
primeramente, fue el realizado por Itoh et al. (2000) dénde descubrieron en suero de
pacientes infectados con HIV, la existencia de virus-like particles (VLPs) de TTVH
circulando como inmunocomplejos unidos a IgG, detectandose por microscopia
electrénica (Figura 1 y 2), mientras que, en materia fecal recuperada de estos mismos
individuos, TTVH circula como particulas libres (Itoh et al., 2000).

Figura 1. Micrografia electronica Figura 2. Microscopia electrénica inmunogold
de agregados de particulas de TTVH en de particulas de TTVH asociadas en muestra de
muestra de suero HIV positivo. La escala suero infectado con HIV. Los puntos negros

representa 100 nm (Itoh et al., 2000). constituyen inmunoglobulinas IgG conjugadas con
oro coloidal. Escala: 100 nm (ltoh et al., 2000).
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En segundo lugar, otro grupo de investigadores identificaron particulas virales de
TTVH en lineas celulares derivadas de linfoma y leucemia (zur Hausen et al., 2005).
Ademas, en un tercer estudio se observo la produccion de particulas virales de TTVH
en una linea celular derivada de linfoma de Hodking, luego de ser transfectadas con
un clon infectivo del virus (Leppik et al., 2007).

A pesar de estos trascendentes resultados reportados, no existe hasta el momento un
sistema eficiente de aislamiento viral para TTVH (Bendinelli et al., 2001).

1.3.2. Genoma.

El Torque Teno Virus posee un genoma ADN simple hebra, circular, de polaridad
negativa con una longitud de entre 3,7-3,8 Kb (Erker et al., 1999; Miyata et al., 1999;
Mushahwar et al., 1999; Hijikata et al., 1999b; Hallett et al., 2000; Heller et al., 2001,
Peng et al., 2002), el cual consiste en una regién codificante de 2,6 Kb y una regién no
codificante o no traducida (UTR) de 1,2 Kb, conteniendo esta ultima una zona rica en
GC, un promotor y un potenciador transcripcional (Kamada et al., 2004; Miyata et al.,
1999; Mushahwar et al., 1999; Suzuki et al., 2004). Adicionalmente, la regién UTR se
divide en dos zonas: una localizada en posicion 3’ a la zona rica en GC (UTR A) y otra
en posicibn 5 con respecto al tracto GC (UTR B) (Okamoto et al., 1999b).
La region codificante esta definida por un TATA-box upstream y una secuencia poli-(A)
downstream, en donde también se localizan marcos de lectura abiertos solapados
(ORFs) (Erker et al., 1999; Hijikata et al., 1999; Miyata et al., 1999) (Figura 3). Si bien
existe una gran variabilidad genética entre las cepas, las posiciones de los ORFs entre
distintos TTVH son conservadas (Erker et al., 1999; Hijikata et al., 1999b; Heller et al.,
2001).
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TATA box (8540)

Secuencias regulatorias
contenidas en UTR:
ATF/CREB
AP-2 nites
NF«B
$P-1 site

Inicio de la traduccion (263)

Tracto rico en GC (3733.3453)

T ORF2

Potencial horquilla (107-712)

Sefial Poli-(A) (0733078 y

\.
ORF3

(2904-3074)

Region rica en Arg

ORF1

(589-2898)

N\ HVR1 (1411-4478)
wﬁz

HVR3 (1702-1794)

Region N22 (1847.2044)

Figura 3. Organizacién genomica de TTVH, mostrando su ADNss circular de polaridad negativa.
Las posiciones nucleotidicas estan basadas en la cepa TA278.

Las barras negras representan los ORF 1, ORF 2 y ORF 3. Se observa ademas la UTR A y B con sus
secuencias reguladoras, las potenciales horquillas contenidas en la UTR son conservadas entre las cepas.
La region rica en GC contiene también varias estructuras en forma de horquilla, las cuales sin embargo
varian considerablemente su forma entre las cepas de TTVH. Adicionalmente, se indican HVR1, HVR2 y
HVRS3 correspondientes a zonas hipervariables en la ORF 1.

(Tomado y adaptado de Bendinelli et al., 2001).
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1.3.3. Marcos abiertos de lectura (ORFs).

Inicialmente, cuando fueron analizados genomas completos de TTVH, se consideraron
solamente dos ORFs, a pesar de desconocer su capacidad de ser transcriptos
(Okamoto et al., 1998b; Erker et al., 1999; Miyata et al., 1999; Mushahwar et al., 1999).
No obstante, Kamahora et al. (2000) fueron los primeros en descubrir la produccién de
seis ARNm de tres tamarios distintos, 3.0, 1.2, 1.0 Kb, tras transfectar un clon infectivo
de TTVH en células de rifibn de mono (COS-1), encontrandose entre los transcriptos,
productos de rearreglos intragenémicos y de splicing alternativo (Leppik et al., 2007),
como ilustra la Figura 4. La nomenclatura de estos marcos es variable segun las
publicaciones.

Existen dos transcritos correspondiente a 3.0 Kb de longitud, donde encontramos a
ORF 1y a ORF 2 en toda su extension (Kamahora et al., 2000).

Los dos mensajeros de 1.2 Kb son, por un lado, un splicing dentro del marco 1,
llamado ORF 1/1 y por otro lado, un producto de splicing dentro del marco 2, ORF 2/2,
comunmente conocido como ORF 3 (Kamahora et al., 2000).

Los dos ultimos transcriptos de 1.0 Kb abarcan, un producto de splicing entre ORF 2 y

ORF 3, llamado ORF 2/3 y otro mensajero resultado del splicing entre ORF 1y ORF 2,
ORF 1/2 (Kamahora et al., 2000).

11
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Figura 4. Representacion esquematica de un clon de genoma completo de TTVH y sus ARNm.
En el panel superior (A) se muestran tres marcos de lectura, donde el tridngulo blanco indica la
posicion del sitio cap y el triangulo negro indica la sefial poli-(A). Las lineas verticales cortas y largas
representan ATGs y codones stop, respectivamente. Los numeros indican los ORFs. El area
sombreada a lo largo de los tres marcos muestra el primer sitio de splicing comin a todos los
mensajeros.

En el panel inferior (B) se indican los marcos y los mensajeros de 3.0, 1.2 y 1.0 Kb junto con los seis
ORFs, las lineas finas representan intrones, las gruesas ARNm vy los rectangulos areas traducidas.
También, se observan la cantidad de aminoacidos que posee cada proteina producida (A: extraido
de Kamahora et al., 2000. B: adaptado de Qiu et al., 2005).

12
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1.3.4. Proteinas.

Se ha demostrado que TTVH expresa seis proteinas por medio de traduccion
alternativa de los transcriptos:

ORF 1, el marco abierto de lectura mas largo de todos, produce la proteina de capside
(Takahashi et al., 1998). La longitud de esta proteina varia entre 719-770 aminoacidos
(aa) (Erker et al., 1999; Ukita et al., 2000; Tanaka et al., 2000b; Heller et al., 2001).
Este producto de ORF 1 cuenta ademas, con dos motivos asociados a la replicacién
viral llamados motivos Rep cercanos a la region carboxilo terminal, de los cuales, por
lo menos uno de ellos es conservado entre la mayoria de las cepas de TTVH (Erker et
al., 1999; Mushahwar et al., 1999; Tanaka et al., 2001; Luo et al., 2002).

Por dltimo, esta proteina tiene sitios de glicosilacion variantes entre cepas (Tanaka et
al., 2000b), que pueden probablemente tener efecto sobre la funcion proteica y/o la
antigenicidad (Hijikata et al., 1999b; Bendinelli et al., 2001).

ORF 2, codifica para una proteina de 200 aa con un motivo aminoacidico conservado
(Hijikata et al., 1999, Peng et al., 2002) correspondiente a la proteina tirosina fosfatasa
(Peters et al., 2002) y que se descubrioé que tiene efectos regulatorios en la inmunidad
innata y adaptativa (Zheng et al., 2007).

ORF 2/2, expresa una proteina de 280 aa, con un dominio rico en serina precedido por
aa basicos en la region C-terminal (Tanaka et al., 2001; Peng et al., 2002).

ORF 2/3, produce una proteina que presenta similaridad con factores de transcripcion
(Kamahora et al., 2000).

Las funciones de estas dos Ultimas proteinas permanecen aun en estudios y de las
dos restantes (ORF 1/1 y ORF 1/2) se desconoce funcion alguna.

Hasta el momento, solamente ha sido posible sintetizar los transcriptos de ARNm y
expresar sus proteinas en lineas celulares como COS-1, células Huh7 (células de
hepatocarcinoma humano) y células HEK 293 (células embriénicas de riién humano)
(Mueller et al., 2008). De igual manera, se expresaron proteinas de TTVH pero en
células de bacteria e insecto (Kakkola et al., 2008).

Asimismo, Qui et al. (2005) realizaron el Unico ensayo exitoso hasta el momento de
localizacién subcelular de las proteinas expresadas tras transfeccion en células HEK
293. Las proteinas fueron marcadas con GFP (Green Fluorescent Protein) vy
analizadas por microscopia confocal. A modo de conclusién, se determiné que las dos
proteinas producidas por ORF 1 y ORF 2 presentaron localizacién predominantemente
citoplasmatica. Sin embargo, también se observé que ORF 1 posee un motivo de
residuos de Arginina que actida como una sefial de localizacién nuclear, consistente
con su funcién en la replicacion viral. Las proteinas expresadas por ORF 2/2 y ORF
2/3 se encontraron casi exclusivamente en el nicleo, mientras que los productos de
ORF 1/1 y ORF 1/2, se hallaron igualmente distribuidos a lo largo de la célula (Qiu et
al., 2005). Quizas el conocer la ubicacion de cada proteina en la célula, pueda
contribuir en un futuro a elucidar su rol.

13



Introduccion

1.3.5. Replicacion viral.

Baséandose en semejanzas con otros virus de genoma circular, se propuso que TTVH
replica por el mecanismo de circulo rodante (Mushahwar et al., 1999). Hasta el
momento, no se conocen detalles sobre el ciclo viral como la entrada o el egreso
(Bendinelli et al., 2001).

La replicacion por circulo rodante es un mecanismo que sintetiza multiples copias de
moléculas de ADN circular de forma rapida y unidireccional (Brock et al., 2004) (Figura
5).

En primer lugar, gracias a las enzimas del hospedero se debe generar un intermediario
replicativo, llamado forma replicativa (FR), consistente en ADN circular bicatenario
(Brock et al., 2004).

Una vez que se ha formado FR, la proteina con motivos Rep (codificada por ORF 1) se
une a los sitios de inicio de la replicacion y crea un corte en una cadena, el extremo 3’
expuesto se utiliza como primer para la sintesis de una nueva hebra (Brock et al.,
2004).

Empleando la cadena sin cortar como molde, la replicacién avanza por medio de la
ADN polimerasa lll del hospedero a lo largo del ADN circular desplazando la hebra
cortada como ADN unicatenario lineal, facilitado por una helicasa codificada por la
célula (Brock et al., 2004).

Luego de finalizada la replicacién, la proteina Rep introduce otro corte en la hebra
lineal para liberarla. Por medio de la ADN pol Il y ADN ligasa se repara el sitio de
origen, permaneciendo la FR para una préxima ronda replicativa (Brock et al., 2004).
Finalmente, la ADN ligasa une la hebra monocatenaria liberada, obteniéndose genoma
circular (Brock et al., 2004).
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replicativa \ 2 Cireulo
(FR) .

Rodante
sintetizada_ j} ! gl 5%
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Figura 5. llustracion esquematica del ciclo replicativo de los Anellovirus por el mecanismo del
circulo rodante. (Extraido y adaptado de ViralZone http://viralzone.expasy.org/all_by species/1941.html)
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1.3.6. Variabilidad genética.

A pesar de que TTVH es un virus ADN, presenta una heterogeneidad de secuencia
nucleotidica entre los genotipos superior al 30 % (Tanaka et al., 1998a,b; Viazov et al.,
1998a; Okamoto et al., 1998b; Simmonds et al., 1998; Takayama et al.,1999b; Muljono
et al., 2001) y una alta divergencia a nivel aminoacidico entre cepas desde el 47 % al
70 % (Biagini et al., 1999; Luo et al., 2002).

Curiosamente, la divergencia en el area codificante es mayor a nivel de aminoécidos
que a nivel nucleotidico, una situacién que usualmente es lo opuesto (Tanaka et al.,
2000b). Justamente, esto se debe a la existencia de regiones hipervariables (HVRS),
gque son exclusivas de ORF 1, donde se localizan la mayoria de los cambios
aminoacidicos no-conservativos, conteniendo multiples inserciones de codones o
deleciones (Jelcic et al., 2004).

Con respecto al area no codificante, la UTR B resulta ser variable (Kamada et al.,
2004, Okamoto et al., 1999b), mientras que la regiéon UTR A es bastante conservada
entre las cepas, por lo que generalmente se recurre a ella para la deteccién de TTVH
(Okamoto et al., 1999b; Ukita et al., 2000; Bendinelli et al., 2001; de Villiers et al.,
2002; Hino et al., 2007; Rocchi et al., 2009).

Asimismo, se ha observado muy comunmente co-infeccion de diferentes genotipos o
genogrupos en un mismo individuo (Ball et al., 1999; Biagini et al., 1999; Chan et al.,
2001a; Forns et al., 1999; Gallian et al., 1999; Mushahwar et al., 1999; Prescott et al.,
1999; Okamoto et al., 1999b; Takayama et al., 1999b; Niel et al., 2000; Jelcic et al.,
2004), esto se cree gue es debido a que sélo una pequeiia fraccion de TTVH poseen
todos los componentes requeridos para una infeccién exitosa, por lo que la co-
infeccién con varias cepas aportaria los elementos faltantes (Khudyakov et al., 2000;
Luo et al., 2002).

La razon exacta de esta variabilidad no es conocida, pero se cree que pueda ser
debido a recombinaciones, generacion de mutantes, una larga trayectoria de infeccion
humana y/o falta de competicién entre las cepas. (Khudyakov et al., 2000). Incluso, en
un intento de explicar la causa de esta amplia variabilidad, se sugiri6 que TTVH circula
como cuasiespecies, una particularidad Gnica para un virus ADN (Jelcic et al., 2004).
Precisamente, debido a todas estas razones, es que la Unica técnica utilizada para su
deteccion y para la mayoria de los estudios, sigue siendo la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), demostrando ademds, ser dificultosa ante la imposibilidad de
amplificar amplias y distintas regiones debido a su enorme tasa de variabilidad,
acotando por lo tanto su investigacion en otros aspectos (Bendinelli et al., 2001).
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1.4. Taxonomiade TTVH: la necesidad de una nueva familia viral.

Debido a los descubrimientos detallados a continuacion y a las diferencias en las
caracteristicas fisicoquimicas y genémicas de TTVH con todos los virus conocidos, fue
que en 2005 el Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV) decidié crear para
ellos una nueva familia viral, Anelloviridae (Ninomiya et al., 2007).

En las primeras investigaciones que se llevaban a cabo para dar a conocer las
caracteristicas genomicas del virus, se reporté que éste poseia ADN lineal. Por lo
tanto, se lo clasifico en la familia Parvoviridae, aunque TTVH no presentaba secuencia
aminoacidica con semejanza significativa a dicha familia (Okamoto et al., 1998b).
Ademads, los miembros de la familia Parvoviridae poseen secuencias palindromicas
gue forman horquillas en ambos extremos de su secuencia nucleotidica, pero ain no
se habian podido analizar los extremos 5’ y 3’ de Torque Teno Virus, ya que el intento
de realizar una PCR invertida (la cual consiste en cebadores que divergen desde un
punto) habia resultado fallida, ante una sospecha de que pudiera tratarse de genoma
circular (Okamoto et al., 1998b).

Un afio después, la naturaleza circular del genoma de TTVH fue revelada debido a
una finalmente exitosa PCR invertida, dando como resultado las secuencias de la
region 5 y 3’, asi como aportando una nueva region rica en GC, lo que contribuyé a
dilucidar su genoma completo (Mushahwar et al., 1999) y posteriormente, permitio dar
lugar a una clasificacion diferente.

Segun el ICTV, no existian virus humanos ADNss circular, las Unicas familias
conocidas en las que se podia encontrar genoma circular eran Circoviridae,
Geminiviridae (infecta plantas), Inoviridae y Microviridae (infectan bacterias). A partir
de los cudles, hasta ese momento se creia que los Unicos virus que infectaban
vertebrados eran los pertenecientes a la familia Circoviridae.

Durante muchos afos, se consideré a TTVH el primer circovirus humano (Miyata et.,
1999, Takahashi et al., 2000), particularmente, debido a que la nueva region
descubierta de TTVH presento un alto grado de homologia con un pequefio fragmento
del genoma del Virus de la Anemia de Pollo (CAV) (Miyata et al., 1999).

Pese a este resultado, no se obtuvieron similaridades significativas en otras regiones
del genoma (Miyata et al., 1999). Lo que es més, TTVH produce tres especies de
mensajeros, a diferencia de CAV (Kamahora et al., 2000).

Asimismo, Torque Teno Virus no transcribe ARNm en la orientacion gendémica, a
diferencia de PCV (Circovirus Porcino) que posee un genoma ambisense (Kamahora
et al., 2000).

Paralelamente, estudios posteriores demostraron sorprendentemente la existencia de
otros virus humanos estrechamente vinculados a TTVH, a los cuéles nombraron
Torque Teno Mini Virus (TTMV) y Torque Teno Midi Virus (TTMDV), encontrdndose
también, otros virus similares en distintos animales (Takahashi et al., 2000).
Precisamente, el hallazgo de estas varias especies emparentadas fue lo que en
particular impulsé la creaciéon de la nueva familia Anelloviridae (Ninomiya et al., 2007).
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1.4.1. Torque Teno Mini Virus.

En el aflo 2000, se descubrié accidentalmente el anteriormente mencionado TTMV por
PCR con cebadores especificos de TTVH en el suero de un donante de sangre
Japonés, pero generando un amplicon mucho mas pequefio del esperado (Takahashi
et al., 2000).

El genoma posee las mismas caracteristicas que TTVH, circular monohebra de
polaridad negativa. Sin embargo, dicho genoma es de menor longitud que TTVH, de
entre 2,8 y 2,9 kb (Takahashi et al., 2000; Jones et al., 2005; Ninomiya et al., 2007)
con un alto grado de divergencia aminoacidica y nucleotidica (Takahashi et al., 2000).
La organizacion genémica de TTMV es muy similar a TTVH en su region GC asi como
para el area codificante (Takahasi et al., 2000; Biagini et al., 2001b).

Este virus se encuentra distribuido ampliamente a nivel mundial, con una gran
prevalencia (Biagini 2001b, Niel et al., 2001).

1.4.2. Torque Teno Midi Virus.

En 2005, se aplico un método de amplificacién secuencia independiente (SISPA) en
pacientes con infeccidn viral aguda de etiologia desconocida (Ninomiya et al., 2007).
Esta metodologia es especialmente utilizada en situaciones dénde la secuencia
nucleotidica es desconocida y se encuentra en cantidades limitadas, volviendo
dificultosa su recuperacién por técnicas de clonado estandar (Ambrose et al., 2006).
Se obtuvieron para estos individuos genomas completos circulares ADN de 3,2 Kb
(Jones et al.,, 2005), los mismos fueron clasificados en la familia Anelloviridae
basandose en la presencia de regiones homologas a TTVH y TTMV en el marco de
lectura de mayor tamafio asi como en la region no traducida (Ninomiya et al., 2007).
Se decidi6 llamar a estas cepas TTMDV al tratarse un virus “intermedio” entre TTVH y
TTMV en términos de longitud de genoma. Al mismo tiempo, se propuso que TTMDV
podria ser producto de una delecién de TTVH (Ninomiya et al., 2007).

Finalmente, se concluyd que la nueva familia viral Anelloviridae se encuentra
compuesta por once géneros, de los cudles tres de ellos poseen virus que infectan
humanos. Siendo estos géneros Alphatorquevirus, Betatorquevirus vy
Gammatorquevirus, conformados por TTVH, TTMV y TTMDV respectivamente (Tyagi
etal., 2013, ICTV).

Conjuntamente, TTVH ha demostrado una gran divergencia de secuencia entre las
diferentes cepas, dando lugar a al menos 38 genotipos diferentes que se clasifican en
cinco genogrupos virales o grupos filogenéticos distintos (Muljono et al., 2001;
Okamoto et al., 2001b; Tyagi et al., 2013) como muestra la Figura 6.
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Figura 6. Arbol Filogenético basado en genomas completos de TTVH.

Construido con algoritmo Méaxima verosimilitud en Mega 5.2. Valores de Bootstrap en 100 replicas. La
escala representa un 10% de divergencia genética. (GenBank Accession No. segin Husssain et al.,
2012).

1.4.3. Torque Teno Virus de animales.

Los Torque Teno Virus no se encuentran solamente restringidos a humanos, sino que
hay evidencia que demuestra una gran distribucion en animales y mascotas
domésticas, todos especie-especificos pertenecientes a distintos géneros (Abe et al.,
2000; Cong et al., 2000; Okamoto et al., 2000a; Romeo et al., 2000; Thom et al.,
2003).

Por ejemplo, entre ellos infecta a simios con una alta prevalencia. La organizacion
gendmica de TTVs de simios es muy similar a TTVH (Inami et al., 2000b; Okamoto et
al., 2000Db).

Ademas, se ha encontrado en otros mamiferos como perros, gatos y tupaias (Okamoto
et al., 2001b; Okamoto et al., 2002; Biagini et al., 2007).

Torque Teno Virus Porcino (TTsuVs) es el que representa considerable interés por su
posible impacto en el sector productivo, debido a su eventual riesgo en potenciar el
desarrollo de ciertas enfermedades del cerdo producidas por otros virus, al detectarse
particularmente en aquellos que presentan el sindrome de desmedro multisisté mico
postdestete (Kekarainen et al., 2006).
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1.5. TTVH: En busca de una enfermedad.

1.5.1. Tropismo Celular.

Paralelamente, se ha identificado ADN de Torque Teno Virus en varios 6rganos,
células y fluidos corporales, incluyendo todos los tipos de células mononucleares
periféricas (PMBC), higado, saliva, orina, heces, hisopados de garganta, bilis,
hisopados cervicales, semen, leche materna, cabello, piel, médula 6sea, musculo,
glandula tiroides, ganglio linfatico, pulmones, pancreas, rifiones, fluido cerebroespinal,
tracto gastrointestinal y cerebro (Okamoto et al., 1998b; Yamamoto et al., 1998;
Ishikawa et al., 1999; Okamoto et al., 1999a; Okamura et al., 1999; Ross et al., 1999;
Ukita et al., 1999; Deng et al., 2000; Gallian et al., 2000; Gerner et al., 2000; Inami et
al., 2000a; Jiang et al., 2000; Lopez-Alcorocho et al., 2000; Martinez et al., 2000;
Matsubara et al., 2000; Osiowy et al., 2000; Rodriguez-Inigo et al., 2000; Schroter et
al., 2000; Chan et al., 2001a, Fornai et al., 2001; Iso et al., 2001; Maggi et al., 2001a;
Matsubara et al.,, 2001; Okamoto et al., 2001a; Suzuki et al., 2001; Yu et al., 2002;
Zhong et al., 2002; Ohto et al., 2002; Maggi et al., 2003a; Pollicino et al., 2003;
Sospedra et al., 2005).

Ademés de encontrarse en tejidos normales, TTVH ha sido identificado en tejidos
tumorales (de Villiers et al., 2002; Sospedra et al., 2005).

A la vez, se ha localizado en el nucleo y el citoplasma de los hepatocitos en pacientes
con dafio hepético, siendo estas células las principales candidatas para la replicacién
de TTVH (Cheng et al., 2000; Jiang et al., 2000).

También, debido a que las secuencias de TTVH halladas en suero sanguineo fueron
diferentes a las encontradas en PMBC, se ha sugerido que ciertos genotipos puedan
tener preferencias por determinado tipo de células (Chan et al., 2001a; Okamoto et al.,
1999a; Okamoto et al., 2000d).

1.5.2. Transmision de TTVH.

Desde un principio, se ha demostrado que la prevalencia de ADN de TTVH es mayor
en pacientes que han recibido mdltiples transfusiones sanguineas y en consumidores
de drogas inyectables (Simmonds et al., 1998; Viazov et al., 1998b; Forns et al., 1999;
Prati et al., 1999; Maeda et al, 2000), confirmando justamente, que el virus es
transmitido por sangre (Takahashi et al., 2000). Sin embargo, luego se observé que
esta no es la principal ruta de transmision, ya que no explica su alta prevalencia en
pacientes enfermos a nivel mundial (MacDonald et al., 1999; Yazici et al., 2002).

La presencia de elevados titulos virales de ADN de Torque Teno Virus en heces de
individuos virémicos, ha indicado la circulacion del mismo por via fecal-oral. (Okamoto
et al., 1998a; Ross et al., 1999; Ukita et al., 1999).
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Simultaneamente, se ha detectado TTVH en ambientes acuéaticos y en aguas
residuales (Vaidya et al., 2002; Haramoto et al., 2005b), siendo estas Ultimas, tipicas
vias para un virus muy prevalente.

Asimismo, en el Instituto Oswaldo Cruz-Fiocruz, Rio de Janeiro se emitieron posters
informativos de distribucién publica para concientizar sobre la alta presencia de TTVH
en agua potable debido a la desembocadura de heces de rios y al tratarse de un virus
no envuelto puede resistir condiciones ambientales adversas y los métodos actuales
de purificacién de agua.

También, se ha propuesto otra posible ruta de transmision via el tracto respiratorio y
por aerosoles, ya que se ha identificado en saliva (Deng et al., 2000; Gallian et al.,
2000), hisopados de garganta (Ishikawa et al., 1999) y aspirados nasofaringeos
(Chung et al., 2007).

Ademas, la transmision sexual ha probado ser una via importante de dispersion viral
en la poblacién adulta, habiéndose hallado TTVH en hisopados cervicales (Calcaterra
et al.,, 2001; Chan et al., 2001c; Fornai et al., 2001) y semen (Inami et al., 2000a;
Martinez et al., 2000).

Por ultimo, se ha sugerido una transmisién vertical de madres virémicas a hijos al
detectarse TTVH en sangre de recién nacidos, en sangre del cordén umbilical y liquido
amniotico (Saback et al., 1999; Gerner et al., 2000; Morrica et al., 2000; Matsubara et
al.,, 2001, Bagaglio et al., 2002), asi como también en leche materna (Gerner et al.,
2000; Schroter et al., 2000; Iso et al., 2001; Matsubara et al., 2001; Ohto et al., 2002).
Paralelamente, a pesar de haberse identificado Anellovirus que infectan diferentes
especies animales, la posibilidad de transmisién zoondtica hasta el momento se
desconoce.

1.5.3. Epidemiologia viral.

1.5.3.1. Distribucién mundial y prevalencia de TTVH.

Desde su descubrimiento, diversos trabajos han reportado que existe una poblacién de
riesgo en la cual TTVH ha sido detectado con mayor frecuencia y mayor carga viral.
Precisamente, presenta una mayor prevalencia en pacientes infectados con el Virus de
la Inmunodeficiencia Humana (HIV-1) y en individuos con cuadros clinicos de Hepatitis
(Charlton et al., 1998; Abe et al., 1999; Nasser et al., 2009) como muestra la Tabla 1.
Ademas, se ha demostrado que el virus se encuentra ampliamente distribuido a nivel
mundial en dicha poblacion de riesgo, (Abe et al., 1999; Okamoto et al., 1999b;
Prescott et al.,, 1999; Viazov et al., 1998a) sugiriéndose adicionalmente que su
prevalencia aumenta con la edad (Hsieh et al., 1999; Saback et al., 1999; Umemura et
al., 2001a; Zhong et al., 2001a).

Al mismo tiempo, se ha propuesto la existencia de predominancia geografica de
ciertos genotipos (Prescott et al.,, 1999; Umemura et al., 2003; Vasconcelos et al.,
2003), aludiendo a que algunos genogrupos son mas comunes que otros (Maggi et al.,
2005a; Maggi et al., 2006).
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Tabla 1. Prevalencia de TTVH en pacientes con diferentes enfermedades hepéticas y HIV-1.

Enfermedad Pacientes (%) Pais
Hepatitis fulminante 19 Inglaterra (Simmonds et al., 1998)
Hepatitis fulminante 27 USA (Charlton et al., 1998)
Hepatitis fulminante 47 Japon (Okamoto et al., 1998b)
Hepatitis fulminante 39,5 Espafa (G-Barcons et al., 1999)
Hepatitis fulminante 16 Alemania (Schoter et al., 1999)
Hepatitis aguda 71 Brasil (Niel et al.,1999)
Hepatitis aguda 41 Taiwan (Kao et al., 1999)
Hepatitis crénica 25 Inglaterra (Naumonov et al.,1998)
Carcinoma hepatico 25 Corea (Nakano et al., 1999)
Carcinoma hepético 29,9 Espafa (G-Barcons et al., 1999)
Cirrosis 63 Taiwan (Hsieh et al., 1999)
Cirrosis 52 Tailandia (Tanaka et al., 1998a)
Hepatitis B 29 Brasil (Devalle y Niel., 2004)
Hepatitis B 89,7 Pakistan (Hussain et al., 2012)
Hepatitis C 90 Pakistan (Hussain et al., 2012)
HIV-1 71 Brasil (Devalle y Niel., 2004)

1.5.3.2. Patologias asociadas a la infeccién por TTVH.

Debido al descubrimiento de TTVH en un paciente con Hepatitis clinica, (Nishizawa et
al., 1997) muchas investigaciones han demostrado desde un principio, una estrecha
asociacion entre la prevalencia de TTVH y Hepatitis aguda, crénica y fulminante de
etiologia desconocida, asi como también se ha relacionado con hepatocarcinoma,
Hepatitis post transfusionales y cirrosis, proponiéndolo como una causa de
desérdenes hepéticos de este tipo, siendo estos sus principales potenciales
patogénicos (Nishizawa et al., 1997; Charlton et al., 1998; Tanaka et al., 1998a; Ikeda
et al., 1999; Kanda et al., 1999; Okamura et al., 2000).

A la vez, co-infecciones de Torque Teno Virus con otros virus hepéticos,
especialmente Hepatitis C y Hepatitis B, han sido ampliamente estudiadas,
demostrandose, que una mayor carga viral de TTVH puede ser un factor importante
para el desarrollo de hepatocarcinoma en pacientes con Hepatitis C (Tokita et al.,
2002).

Precisamente, en lItalia en 2007, se reporté un caso Unico hasta el momento, dénde un
paciente con aneurisma en arteria hepatica fue sometido de urgencia a un transplante
de higado, siendo el mismo 100 % compatible con el paciente y negativo para todos
los virus hepatotropicos analizados. Sin embargo, dias luego de la cirugia, se
registraron niveles de transaminasas muy elevados junto con lesiones en los l6bulos
hepaticos. Se repitieron los andlisis de deteccion viral, bacterial y parasitaria, con la
excepcion que el unico virus hallado fue TTVH (Piaggio, et al 2007).

Asimismo, se ha relacionado en gran medida a pacientes inmunocomprometidos, ya
gue se indico que el titulo viral de TTVH aumenta considerablemente en pacientes con
HIV que estan progresando a SIDA, correlacionandose con un bajo conteo celular de
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linfocitos T CD4". (Christensen et al., 2000; Shibayama et al., 2001; Touinssi et al.,
2001; Madsen et al., 2002; Sagir al., 2005a; Thom et al., 2007; Nasser et al., 2009).

En menor medida, se ha sugerido que TTVH posee un rol en enfermedades
respiratorias agudas en nifios, pues se ha observado mayor carga viral en hisopados
nasales, especialmente en individuos con enfermedades del tracto respiratorio mas
severas, como broncopneumonia (Maggi et al., 2003b). También, se ha propuesto que
contribuye a la patogénesis del asma (Pifferi et al., 2005).

Se ha reportado a su vez, co-infeccion de TTVH con el Papillomavirus Humano (HPV)
en células cervicales, probando ser mas prevalente en mujeres con multiples
infecciones con HPV (Calcaterra et al., 2001).

En paralelo, se hall6 evidencia de una carga viral ain mayor en tejido gastrico de
pacientes con gastritis y con la bacteria Helicobacter pylori (Maggi et al., 2003a).
Conjuntamente, varios estudios sostienen una relacion de TTVH con cancer,
habiéndose detectado en varios tipos de linfomas. Postuldndose, que de alguna
manera modula las células T que infecta y entonces tiene algin rol en la patogénesis
de los linfomas (Garbuglia et al., 2003). Se propuso para ello, una hipétesis
interesante, en la cual se sugiere que la infeccién persistente de TTVH incrementa el
riesgo de translocaciones especificas, teniendo un efecto en el desarrollo de
leucemias y linfomas en nifios (zur Hausen et al., 2005).

Por otro lado, muchos desordenes autoinmunes aun carecen de un agente causante
definido, por lo que TTVH también ha sido estudiado al respecto. Gergely et al.
(2005a) notaron que los péptidos producidos por ORF 1 y ORF 2 de TTVH, son
similares a la proteina nuclear codificada por los retrovirus endégenos humanos,
contra la cual se generan cominmente auto-anticuerpos en el lupus eritematoso
sistémico (LES), mostrando que en estos pacientes, ademas de poseer alta carga viral
de TTVH, tenian anticuerpos contra los péptidos.

También, se ha detectado TTVH en pacientes con artritis reumatoidea (Hirata et al.,
1998; Gergely et al., 2005a) y con miopatias inflamatorias idiopéticas (IMM) (Gergely
et al., 2005a).

Interesantemente, muchos estudios han manifestado reduccion de niveles de TTVH
durante tratamiento con Interferén, indicando supresion pero no erradicacion viral
(Akahane et al.,, 1999; Chayama et al., 1999; Watanabe et al., 2000; Maggi et al.,
2001c; Tokita et al., 2001; Ali et al., 2002; Umemura et al., 2002a; Kao et al., 2003).
Por lo tanto, la viremia de TTVH se ha demostrado que persiste durante muchos afios
como la mayoria de los Anellovirus, evadiendo la respuesta inmune por hipermutacion
de las regiones hipervariables de la ORF 1, (Jelcic et al., 2004) asi como circulando
como cuasi-especies (Nishizawa et al., 1999; Umemura et al., 2002b). Otro
mecanismo descubierto para generar infeccion a largo plazo, es por medio de la
proteina codificada por ORF 2, que suprime la via NF-kB e inhibe los genes
involucrados en la inflamacion viral, modulando la respuesta inmune (Zheng et al.,
2007). Recientemente, se descubrid que los Anellovirus son los primeros virus ADN
monohebra en producir miRNAs antagonizando la respuesta antiviral del hospedador
(Kincaid et al, 2013).
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Hipotesis

2. HIPOTESIS DE TRABAJO.

¢ Por qué estudiar TTVH?

En primer lugar, en los ultimos afios en la Seccién Virologia, se ha comenzado a
estudiar diferentes virosis emergentes de porcinos y se ha detectado por primera vez
en el Uruguay la circulacion de Torque Teno Virus Porcino en muestras de cerdos de
diferentes criaderos del pais.

Justamente, estos resultados llevaron a plantear la necesidad de investigar la
presencia de Anellovirus en humanos ya que no sélo se desconoce su circulacion en
el pais, sino que también su situacion epidemioldgica a nivel regional es realmente
escasa.

Debido a que se trata de un virus muy ubicuo y con una alta prevalencia mundial, es
esperable que en Uruguay se detecte su presencia.

De la misma manera, es aln mas interesante realizar estudios de frecuencia de
infeccién y co-infeccidbn en muestras de nuestro pais que pertenecen a una poblacién
de riesgo, conformada por pacientes previamente diagnosticados para Hepatitis de
etiologia desconocida y HCV, HBV y/o HIV-1, para los cuales se ha detectado mayor
carga viral en otras regiones.

Asimismo, es notable la falta de informacion sobre el tema, por lo que dicha tesina
ofrece la posibilidad de contribuir a expandir su conocimiento, investigando por
ejemplo, si existe un genogrupo predominante en la regién o presencia de co-infeccién
y si su frecuencia se ve influida por la enfermedad preexistente del paciente.
Eventualmente, investigaciones mas profundas pueden llevar a elucidar su perfil
epidemioldgico y sus consecuencias a corto y largo plazo, ya que su gran diversidad
genética representa un factor importante para la aparicién de nuevas variantes virales,
gque mantienen la posibilidad de que pueda emerger como un patdégeno para la
poblacién humana, siendo potencialmente importante en un futuro su diagndstico a
nivel clinico.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general.

¢+ El presente trabajo pretende optimizar e implementar técnicas de detecciéon y
caracterizacién molecular que permitan identificar por primera vez la presencia
de cepas circulantes de TTVH en Uruguay.

3.2. Objetivos especificos.

¢ Desarrollar una técnica de deteccién molecular optimizada en el laboratorio que
permita identificar la presencia del virus.

¢ Detectar ADN viral correspondiente a cepas circulantes de TTVH en 85
muestras de suero sanguineo.

¢+ Determinar la frecuencia de infeccion de TTVH en la poblacion de riesgo a
analizar y observar, cuando corresponda, frecuencia de co-infeccién con HCV,
HBV y HIV.

¢ Poner a punto una técnica de caracterizacibn molecular que permita realizar un
analisis de variabilidad genética de las cepas identificadas y establecer
relaciones filogenéticas con otras cepas existentes.

¢ Clonar un producto de amplificacion a modo de conservar en stock un control
positivo de TTVH en el pais.
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4. MATERIALES Y METODOS.

4.1. Muestras.

Las muestras analizadas corresponden a un material de archivo de los periodos 2012,
2013 y 2014 existentes en la seroteca del laboratorio de Virologia.

Como se ha detallado anteriormente, el estudio se realizé en estas muestras debido a
gue representan una poblacién de riesgo, en la cual TTVH es detectado en mayor
frecuencia.

En total se procesaron 85 sueros sanguineos humanos (Tabla 2), de los cuales, 72 de
ellos son provenientes de pacientes del afio 2012 del Servicio de Enfermedades
Infecto Contagiosas-Instituto de Higiene (SEIC), previamente diagnosticadas para:
HIV-1 (presentando carga viral elevada y conteo de linfocitos CD4+ bajo), HBV (a
través de serologia por presencia de antigeno de superficie de Hepatitis B) y HCV.
Ademas, se analizaron 13 muestras correspondientes a 2013-2014 que provenian en
su mayoria de nifios del Hospital Central de las Fuerzas Armadas, con cuadro clinico
de Hepatitis de etiologia desconocida como Hepatitis aguda, cuyo agente etiolégico no
pudo ser determinado, presentando valores muy elevados para todas las enzimas
transaminasas hepaticas.

Con el objetivo de diferenciar las muestras, a las pertenecientes del Instituto de
Higiene se les asignd un cddigo que consiste en la abreviatura SEIC a continuacion de
un namero. Por otro lado, las muestras del Hospital Militar fueron designadas con las
letras FA seguidas de un numero y dos de ellas fueron nombradas P y A.
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Tabla 2. Ficha técnica de las muestras analizadas.

Cdbdigo Edad Género HIV HCV | HBV
SEIC 1 39 M + + -
SEIC 3 45 F + + +
SEIC 4 53 M - - -
SEIC 5 31 F + + +
SEIC 6 38 M - + +
SEIC 7 50 M - + -
SEIC 8 34 M + - -
SEIC 9 43 F - - +
SEIC 10 M + + =
SEIC 11 45 M + + -
SEIC 12 43 M - + +
SEIC 13 54 M - + -
SEIC 14 40 M + + -
SEIC 15 37 M - + -
SEIC 16 55 F - - +
SEIC 17 37 M - - +
SEIC 18
SEIC 19 31 F - + -
SEIC 20 38 M - + -
SEIC 21 31 F - - +
SEIC 22
SEIC 23 40 M + - +
SEIC 24 34 F + - +
SEIC 26 42 F
SEIC 27 41 M - + -
SEIC 28 44 M
SEIC 29 63 M
SEIC 30 42 M
SEIC 31 38 M + - +
SEIC 32 28 M - - +
SEIC 33 34 F - + -
SEIC 34 54 M - + -
SEIC 35 42 M - - +
SEIC 36 31 F - + -
SEIC 37 46 M - + -
SEIC 38 59 M - + -
SEIC 39 49 F - + -
SEIC 40 43 M - - +
SEIC 41 43 F - + +
SEIC 42 32 M
SEIC 43 41 F - + -
SEIC 44 38 M - + -
SEIC 46 27 M + - +
SEIC 47 37 F + - +
SEIC 48 41 M + - +
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SEIC 49 25 F + - +
SEIC 50 35 M = T =
SEIC 51
SEIC 53
SEIC 60
SEIC 61
SEIC 62
SEIC 63 62 M + = +
SEIC 64
SEIC 65 50 M + + o
SEIC 66 M + - -
SEIC 67 36 F + T =
SEIC 68 M + - -
SEIC 69 M + = =
SEIC 70 34 M
SEIC 71 36 M + = +
SEIC 72 50 M + + -
SEIC 73 54 M = + +
SEIC 74 55 M + + -
SEIC 75 57 M
SEIC 77 + - +
SEIC 78 + + -
SEIC 79 44 F + + -
SEIC 80 46 M + + +
SEIC 81 46 M + + -
SEIC 82 -+ - -+
Caddigo Edad Género Cuadro
clinico
FA 1 Nifio M Hep. etlolqgla
desconocida
Hepatitis
FA 2 Adulto F Aguda
Hepatitis
FA 3 19 F Aguda
Hepatitis
FA 4 16 F Aguda
Hepatitis
FA 5 70 M Aguda
. Hepatitis
FA 6 Nifio M Aguda
Hepatitis
FA 8 4 M Aguda
Hepatitis
FA 9 17 Aguda
FA 10 18 M Icterlcw} y
meses falla hepética
FA1l | Adulto F Hepatitis
Aguda
FA12 | Adulto F g ELBlEgE
desconocida
Hepatitis
P Adulto M Aguda
A Adulto M Hep. etlolqgla
desconocida
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4.2. Extraccién de ADN gendmico.

Este procedimiento fue realizado en cabinas de Bioseguridad Nivel 2 debido a las
caracteristicas de las muestras.

Se realiz6, para cada una de ellas, la extraccién de ADN viral a partir de 200 pL de
suero sanguineo por medio del Kit comercial (QIAmp DNA Mini Kit, Qiagen), de
acuerdo a las instrucciones suministradas por el fabricante, eluyéndo finalmente las
columnas Mini spin QIAmp con 50 uL de UltraPure™ DNase/Rnase-Free Distilled
Water, Invitrogen®.

En ultimo lugar, el ADN obtenido se almacend a -20°C hasta su analisis para preservar
la integridad del genoma viral extraido.

4.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Se amplificaron dos regiones del genoma de TTVH, UTR A y UTR B, para su
respectiva deteccion y caracterizacién molecular por medio de la técnica de reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR).

En primera instancia, no se utilizaron controles positivos de ningun tipo en las distintas
PCRs realizadas debido a que no se contaba con ellos, hasta el momento en que se
logré obtener la deteccion del primer positivo. Adicionalmente, en todas las reacciones
se realizd un control negativo, utilizandose agua estéril libre de nucleasas en lugar de
ADN.

4.3.1 Deteccion de ADN viral.

Para efectuar el screening de Torque Teno Virus en las muestras se procedié a
realizar numerosos intentos en poner a punto variadas técnicas de PCR convencional.
Para ello, se utilizaron las metodologias propuestas por Vasilyev et al. (2009), Massau
et al. (2012) y Biagini et al. (2006), probando ser inefectivas y con resultados
irreproducibles.

Finalmente, tras una larga busqueda bibliogréfica fue posible optimizar una técnica de
Nested-PCR (Okamoto et al., 1999b) definiendo las caracteristicas como, volumen
de ADN, dilucion a realizar, temperatura de annealing de los cebadores y condiciones
de ciclado.

Se utilizaron cuatro oligonuclettidos especificos para la deteccion de TTVH, NG
133/NG 147 para la primer ronda de amplificacién y NG 134/NG 132 para la segunda
(Tabla 3), sintetizados comercialmente por Macrogen, Corea.

Estos cebadores amplifican la region UTR A desde el nucleétido 114 a 223,
representando ser una zona altamente conservada entre cepas, obteniéndose, segun
un extenso numero de autores, la mayor tasa de deteccibn posible
(Miyata et al., 1999; Okamoto et al., 199b; Bendinelli et al., 2001; Kamada et al., 2004;
Suzuki et al., 2004).

El fragmento producido en la primera ronda es de 143 pb y en la segunda es de 110
pb (Tabla 3).
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Tabla 3. Detalles de cebadores empleados en la deteccién (Okamoto et al., 1999b).

Nombre | o\ dad Posicion Localizacion: UTR A Fragmento | Tm
primer nucleotidica Secuencia nucleotidica esperado | (°C)
] 5-GTA AGT GCACTT
NG 133 | Sentido 91-115 CCG AAT GGC TGA G-3' 143pb | 60
_ ] 5-GCC AGT CCC GAG
NG 147 | Antisentido 211-233 CCC GAA TTG CC-3’
] 5-AGT TTT CCA CGC
NG 134 Sentido 114-136 CCG TCC GCA GC-3’ 110 pb 60
NG 132 | Antisentido 204-223 OTAGE COC AAT 16C

CCCTTG AC-3
Nota: Las posiciones nucleotidicas son de acuerdo a la cepa de referencia TA278 N° acceso NCBI
AB008394.1 (Okamoto et al., 1999b).

Primera ronda de amplificacion.

A partir del ADN viral extraido se llevé a cabo la amplificacién en un volumen final de
25 uL: utilizandose 0,15 pL de la enzima Tag™ DNA Polymerase (Thermo Scientific®)
de acuerdo a las especificaciones del fabricante, se agregd a la reacciéon 1,5 uL de
ADN, 2,5 uL de Taq Buffer 10 X con KCI (Thermo Scientific®), 2 uL de MgCl, 25 mM,
0,5 pL de dNTPs mix 10 mM, 0,5 pL de cada primer 50 uM especificado previamente
en Tabla 3 y agua estéril cantidad necesaria. En la Tabla 4 se detallan las
concentraciones finales en la reaccion.

La mezcla de reaccién fue posteriormente sometida a una desnaturalizacion inicial a
94 °C por 5 minutos, realizandose 35 ciclos a 94 °C por 30 segundos, 60°C por 30
segundos y 72 °C por 40 segundos. Seguido de un paso de extension final a 72 °C por
10 minutos en un termociclador applied biosystems® AB-Veriti® 96-well, (Thermo
Scientific®).

Seqgunda ronda de amplificacion.

Una vez culminada la primera etapa, se elabor6é una nueva mezcla de reaccion en el
mismo volumen final de 25 pL.

Consecutivamente, se procedid a realizar una dilucion 1/5 del producto de
amplificaciobn obtenido en la primer ronda, en un volumen total de 10 pL.
Se afiadieron 2,5 pyL de la dilucibn a la mezcla compuesta por los componentes
descritos en la Tabla 4, en el mismo volumen y concentracién final que para la primera
ronda.

A continuacién, se llevé a cabo el ciclado de la misma manera que para la primera
etapa, con la Unica excepcién de que se redujo el numero de ciclos a 25.

29



Materiales y Métodos

Tabla 4. Valores de concentracion de cada uno de los reactivos stock
y en la reaccién final.

Reactivo Concentracion Concentracion
Stock Final
Taq Buffer 10 X 1X
MgCl, 25 mM 2.0 mM
dNTPs Mix 10 mM 0,2 mM
Primer c/u 50 puM 1,0 uM
Ta
Polimeqrasa 5U/uL 0,03 U/ uL

4.3.2. Caracterizacion molecular de las cepas.

Con motivos de elucidar la distribucion de TTVH entre los cinco genogrupos existentes
simultdneamente, se realizaron mdultiples pruebas para intentar poner a punto una
técnica de Multiplex PCR (Devalle y Niel., 2004), con cebadores universales que
amplificarian la mayoria del genoma y cebadores antisentido especificos para cada
grupo amplificando productos de distintos tamafios en pares de bases.

También, se pretendi6 amplificar por reaccidn en cadena de la polimerasa
convencional y Seminested, la extremadamente variable regién N22 perteneciente a la
ORF 1 (Okamoto et al., 1999b).

Asimismo, se decidi6 amplificar una region relativamente variable, dénde se
implemento6 y fue puesta a punto una Seminested-PCR para otra zona en la region no
codificante, modificada de la original Nested-PCR propuesta por Okamoto et al.
(1999Db).

Fueron empleados tres oligonucleétidos especificos para TTVH, NG 148/NG 065 para
la primer ronda y NG 149/NG 065 para la segunda (Tabla 5), elaborados
comercialmente por Macrogen, Corea. Estos cebadores amplifican la regién UTR B,
desde el nucleétido 3362 al 3739, dicha zona a pesar de pertenecer a la regidn no
codificante, posee mayor divergencia de secuencia, por lo que fue utilizada para la
caracterizacion de las cepas.

En la primera etapa se obtiene un fragmento de 403 pb y en la segunda un fragmento
de amplificacion de 377 pb.

Tabla 5. Detalles de cebadores empleados en la deteccién (Okamoto et al., 1999b).

Nombre . Posicioén Localizacién: UTR B Fragmento | Tm
. Polaridad s ) L o
primer nucleotidica | Secuencia nucleotidica esperado (°C)

5-CGA AAG TGA GTG
GGG CCAGACTTC-3
5-GCC GAC GGT TTT 403 pb 60
NG 065 | Antisentido 3713-3739 TTGGCG CCTTTTTTC-
3’
5-CCATAAGGCCTT
TAT CTT CTT GCC-3’
5-GCC GACGGT TTTTTG
GCG CCTTTT TTC-3’
Nota: Las posiciones nucleotidicas son de acuerdo a la cepa de referencia TA278 N° acceso NCBI
AB008394.1 (Okamoto et al., 1998b).

NG 148 Sentido 3337-3360

NG 149 Sentido 3362-3385
377 pb 60
NG 065 Antisentido 3713-3739
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Primera Ronda de amplificacion.

Se llevo a cabo la reaccion en un volumen final de 50 pL: utilizdndose 0,3 uL de la
enzima Tagq™ DNA Polymerase (Thermo Scientific®) de acuerdo a las
especificaciones del fabricante, se afiadié a la mezcla 3 uL de ADN (Massau et al.,
2012), 5 pL de Taq Buffer 10 X con KCI (Thermo Scientific®) 4 pL de MgCl, 25 mM, 1
pL de dNTPs mix 10 mM, 1 yL de cada primer 50 uM especificado previamente en
Tabla 5 y agua estérii cantidad necesaria. En la Tabla 4 se detallan las
concentraciones finales en la reaccion.

La reaccién fue inicialmente desnaturalizada a 94 °C por 5 minutos, realizdndose 35
ciclos a 94 °C por 45 segundos, 60°C por 45 segundos y 72 °C por 1 minuto. Seguido
de un paso de extension final a 72 °C por 10 minutos en un termociclador applied
biosystems® AB-Veriti® 96-well.

Seqgunda ronda de amplificacion.

Luego de finalizada la primera etapa, se elaboré una nueva mezcla de reaccién en el
mismo volumen final de 50 pL.

Seguidamente, se realizé una dilucién 1/5 del producto de amplificacion obtenido en la
primera ronda, en un volumen total de 10 pL. Se afadieron 5 pL de la dilucién a la
mezcla compuesta por los componentes descritos en la Tabla 4, en el mismo volumen
y concentracion final que la primera etapa.

A continuacién, se llevé a cabo el ciclado de la misma manera que para la primera
parte con la Gnica excepcién de que se redujo el nUmero de ciclos a 25.

4.4. Electroforesis en gel de agarosa.

Los productos de PCR obtenidos fueron examinados por medio de electroforesis en
geles de agarosa.

Para el caso de la Nested-PCR de deteccién, se sembraron 7 pL de amplificacion junto
al buffer de carga 6X, Thermo Scientific® (Azul de bromofenol, Xilencianol, Tris-HCI,
glicerol y EDTA), en geles 2% preparados en buffer TAE 1X (Tris, acido acético, EDTA
pH=8,4) y conteniendo agente intercalante SYBR® Safe 10000X (Invitrogen®).

Con respecto a la Seminested-PCR de caracterizacion molecular, se sembraron 10 uL
de producto en geles 1,5% preparados como se describe anteriormente.

En todos los casos se corri6 un marcador de peso molecular 100 pb GeneRuler™ Plus
DNA Ladder (Thermo Scientific®).

Los productos corridos en la electroforesis fueron visualizados y fotografiados con
transiluminador bajo luz ultravioleta, sincronizado al programa bioinforméatico
procesador de imagenes Carestream.
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4.5. Purificacidén y secuenciacion de los fragmentos de ADN viral.

Una vez obtenidos los amplicones del tamafio esperado para la PCR de deteccion y
de caracterizacion, se procedi6 a la purificacion de ellos por banda de gel, con el Kit
comercial QIAquick Gel extraction (Qiagen) o directamente del producto de PCR por
medio del Servicio de Macrogen, Corea.

Finalmente, se midi6 la concentracion en ng/uL y la relacion de absorbancias 260/280
nm en un NanoDrop™ 2000 Thermo Scientific y se conservo a -20 °C.

El total de los fragmentos purificados fue secuenciado por el Servicio Secuenciador
Automatico ABI 3730xI de Macrogen, Corea.

4.6. Analisis filogenético.

Luego de obtenidas las secuencias, se confirmé la correspondencia de las mismas con
TTVH a través de la herramienta bioinformatica BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) perteneciente a NCBI (National Center for Biotechnology Information), la cual
permite hallar a través de un algoritmo heuristico regiones similares entre la secuencia
nucleotidica en cuestién y las disponibles en Genbank, calculando a su vez valores
estadisticos como el porcentaje de identidad.

Posteriormente, se recurrio al andlisis y edicion de las secuencias empleando el
software BioEdit v. 7.0.5., evaluando el grado de homologia de secuencia entre los
aislados a través de una matriz de identidad.

Al mismo tiempo, se realiz6 la caracterizacion de las cepas y para ello se construy6 un
arbol filogenético por el método estadistico de Maxima Verosimilitud, utilizando el
soporte estadistico de los clados mediante remuestreo a través del test de filogenia
bootstrap en 1000 réplicas empleando el software MEGA v. 5.2 “Molecular
Evolutionary Genetic Analysis”. Para la construccion del arbol, se evalu6 con el
programa el modelo ADN mas adecuado en particular para el set de datos, siendo
este, el algoritmo General Time Reversible (GTR) mas distribuciéon gamma (G).

Por otra parte, también se aplicé el método estadistico Neighbor Joining (NJ) para la
construccién del arbol, sin embargo, no resulté ser adecuado.

4.7. Clonacion.

Se efectud la clonacién para un producto de amplificacién seleccionado perteneciente
a la PCR de caracterizacion, previamente purificado por gel de agarosa.

Este procedimiento fue realizado con el motivo de almacenar un stock de control
positivo para TTVH con cepas Uruguayas al ser su primer estudio en el pais.

Para ello, se utilizé el CloneJET ™ PCR Cloning Kit (Thermo Scientific®) y bacterias
competentes Escherichia Coli cepa DH5-a.

El Kit contiene el vector pJET 1.2/blunt de 2974 pb (Figura 7), una molécula de ADN
bicatenario circular abierta en un sitio de mdltiple clonado con extremos romos,
reconociendo varias enzimas de restriccion para la posterior liberacion del inserto.
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El vector cuenta con el gen B-lactamasa que confiere resistencia a ampicilina
exclusivamente a las bacterias que hayan adquirido el plasmido. EI mismo posee
ademas, un gen letal eco47IR cuyo producto es mortal para la bacteria en que se
exprese, impidiendo el crecimiento de colonias que hayan incorporado el vector sin
inserto.

Por lo tanto, para que se desarrollen colonias es necesario que se traten de bacterias
recombinantes que posean no solo el vector sino también el producto de amplificacion,
ya gue el inserto interrumpe el gen letal y su producto no es funcional.

DNA sequence of MCS region
pJET1.2 forward sequencing primer, 23-mer
¥ aart (]
T2 oo H,a‘r,crc(mr_:;.v. ‘L,Am'“”— -
TA ATA CGA T AT GCG GCC GCC
AT TAT A
e
pJET1 .2jb|unt - Junt-end [ Kpedt Mol
=2 ; RGA TCT TCC GGA TGG CIC GAG TTT TTC AGC AN
Bl (s n —B__  om e
B!g| AT A TCT TIC TAG MG ATC TCC TAC AAT
Ml
Nool Brgl
Bsu1sl ool
hced [
ATT CTC AGC TGC CAT GGA AMA TCG AT
pJET1.2 reverse sequencing primer, 24-mer

Figura 7. Vector de clonacién pJET 1.2/blunt. En la imagen se representan los distintos sitios presentes
en el vector, la regién rep (pMB1) perteneciente al replicon responsable de la replicacion, un sitio de inicio
de replicacion, un promotor T7, el gen letal eco47IR y el gen B-lactamasa bIa(ApR). A la derecha del vector
se indica la secuencia del mismo, destacandose el sitio de multiple clonado, el sitio de insercion del inserto y
de hibridacion para los cebadores forward y reverse incluidos en el Kit. (Extraido del manual CloneJET™
PCR Cloning Kit).

Reaccion de Blunting

En primer lugar, debido a las caracteristicas de la Taq Polimerasa, esta produce
amplicones que presentan una base Adenina protuberante en los extremos, por lo que
fue necesario realizar una reaccion de Blunting en el producto de PCR purificado,
produciendo un fragmento con extremos romos que podra ser incorporado facilmente
al vector. Para eso se realiz6 una mezcla de reaccién con 10 pL de buffer de reaccién
2X, 2,4 uL de producto de PCR de concentracion conocida, 1 UL de enzima DNA
Blunting proporcionada por el Kit y 4,2 uL de agua miliQ.

Luego, se incubd la mezcla a 70°C por 5 minutos y se coloc6 en hielo.

Reaccion de Ligacion

A continuacion, se afiadié 1 L del vector pJET 1.2/blunt 50ng/pL y 1 pL de enzima T4
ligasa 5U/ uL a la mezcla de blunting, incubandose por 30 minutos a temperatura
ambiente.
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Transformacion

En la siguiente etapa, se alicuotaron 25 UL de bacterias E.Coli DH5-a competentes
junto a la mezcla de ligacion, conservando en hielo por 30 minutos y sometiéndose
luego a un choque térmico a 42°C por 30 segundos para permitir la incorporacion del
pladsmido y luego hielo por 5 minutos.

Posteriormente, se incubd esta mezcla de transformacion con 425 pL de medio SOC
comercial en agitador a 200 rpm 37°C por 1 hora.

Crecimiento de colonias

Consecutivamente, se plaqued 250 uL de la mezcla de transformacién en una placa
de Petri previamente preparada y se permitid el crecimiento de las colonias durante 24
horas a 37°C.

Luego de ese tiempo, se seleccionaron seis colonias crecidas para picar e incubarse
en un tubo Falcon junto a 3 ml LB liquido y 3 puL de ampicilina a 37°C durante toda la
noche en agitador a 200 rpm.

Ademas, se dividio otra placa de Petri en seis cuadrantes, ddénde se estri6 en cada uno
las mismas colonias picadas previamente, dejandose crecer 24 hs a 37°C.

Pasado este plazo, si se observa turbiedad en el tubo Falcon asi como crecimiento en
la placa estriada es debido a que son efectivamente bacterias recombinantes, por lo
gue entonces se procede al rastreo de estas colonias por medio de PCR Colony para
comprobar la presencia del inserto en los vectores.

PCR Colony

Esta técnica se basa en tomar con un tip las colonias crecidas en las estrias para cada
cuadrante y disolverlas por separado en agua estérii miliRo. Posteriormente, se
hirvieron los tubos por 5 minutos a 98°C con el objetivo de lisar las bacterias y asi
liberar el plasmido, formandose un pellet notorio con las bacterias.

Se llevé a cabo el segundo round de la PCR de caracterizacidon con las siguientes
modificaciones, se realiz6 con 2 pL del sobrenadante del plasmido obtenido y el
tiempo de extension final del ciclado fue reducido a 45 segundos, en un volumen final
de 25 pL. A parte de estas excepciones se realizo en las mismas condiciones descritas
anteriormente.

Para efectivamente evidenciar la presencia del inserto en los vectores, se efectué una
corrida electroforética de cada reaccion de PCR Colony, de la misma manera que se
especificod previamente.

Luego de demostrada la presencia del inserto, se procedié a la extraccién del ADN
plasmidico exclusivamente en el cultivo crecido que fue positivo por PCR Colony.

Extraccion de ADN plasmidico.

Este procedimiento fue realizado por medio del Kit comercial (Zyppy™Plasmid
Miniprep).

Por ultimo, se eluy6é el ADN unido a la columna con 30 pL de agua estéril miliRo y
se midié la concentracion en ng/uL y la relacion de absorbancias 260/280 nm en un
NanoDrop™ 2000 Thermo Scientific.

Finalmente, se conservd un stock de control positivo de TTVH a -20°C.

Ademas, se almacend en un tubo eppendorf 1,2 ml del cultivo crecido de LB liquido
junto a glicerol en un 15% del volumen total, en freezer a -80°C.
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5. RESULTADOS

5.1. Optimizacion de técnicay deteccién de TTVH por primera vez en
Uruguay.

Previo a los inicios de esta investigacion, se desconocia la circulaciéon de Anellovirus
en humanos en nuestro pais, por lo que los resultados a continuacién resultan ser muy
novedosos y un gran hallazgo debido a la naturaleza compleja del virus.

Inicialmente, a partir del ADN gendmico extraido, se detectaron los primeros positivos
por medio de la metodologia propuesta por Vasilyev et al. (2009), para la regiéon UTR
A, sin embargo, la misma carecia de sensibilidad y reproducibilidad, por lo que no fue
posible su puesta a punto.

Posteriormente, se llevé exitosamente a cabo la optimizacion de la Nested-PCR
también en la UTR A, ya que presenta un mayor grado de conservacion entre distintas
cepas, estableciendo el ciclado a utilizar segun lo reportado por Okamoto et al.
(1999b) y definiendo el volumen a considerar para la segunda reaccion de
amplificacion.

Para ello, se realizaron segundas rondas a partir de 1 pL de producto puro de la
primera amplificacion y con diluciones 1/5y 1/10 (Figura 8). Se observaron amplicones
para las tres condiciones, aumentando la intensidad de la banda a mayor diluciéon. Si
bien no se vio inhibida la reaccién a partir del producto puro, a modo de poder
amplificar muestras que posean tanto carga viral alta como baja, se decidi6é considerar
una condicion intermedia, solamente la dilucién 1/5 para todos las segundas rondas.

Primer Round Segundo Round

Figura 8. Puesta a punto de la técnica de deteccion. Electroforesis en gel de agarosa
2%, para el primer y segundo round de Nested-PCR amplificando la UTR A.

Carril 1: SEIC 40 1° Round; Carril 2: Control negativo; Carril 3: Marcador de peso molecular
100 pb (GeneRuler™ Plus DNA Ladder, Thermo Scientific)®.; Carril 4: SEIC 40 producto
puro; Carril 5: SEIC 40 dilucién 1/5, Carril 6: SEIC 40 dilucion 1/10; Carril 7: Control
negativo.
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Una vez optimizada la técnica de deteccion, se realizé la Nested-PCR, lograndose
visualizar en la primera ronda un fragmento de 143 pb solo para algunas de las
positivas y en la segunda ronda bandas intensas de 110 pb para la totalidad de
positivas, en geles de agarosa 2%. (Figura 9).

Subsiguientemente, se comprobd por secuencia la presencia de TTVH, adquiriéndose
los cromatogramas ilustrados en el Anexo I.

El analisis de homologia en la herramienta BLAST proyecté como era esperado un alto
grado de similaridad con regiones no codificantes de genomas completos de TTVH,
demostrando enfaticamente que nos encontramos en presencia del virus (Figura 10).

Primer Round Segundo Round

A

'1 2 3 4 s5le 7 g8 o 10!l11

143 pb—"—> == —-— -
-

110 pb

Figura 9. Detecciéon de TTVH. Electroforesis en gel de agarosa 2% amplificando la
region UTR A, produciendo un fragmento de 143 pb en el 1° round para los carriles del
1 al5yde 110 pb en el 2° round para los carriles del 6 al 10, indicados por flechas
verdes respectivamente.

Carril 1: SEIC 44; Carril 2: SEIC 46; Carril 3: SEIC 47; Carril 4: SEIC 48; Carril 5:
Control negativo, para 1° round, carriles 6 al 10 idem para 2° round, carril 11: Marcador
de peso molecular 100 pb (GeneRuler™ Plus DNA Ladder, Thermo Scientific)®.
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Description Pais de Origen Sr\:j:(e STCD:; C;Esg vaIIEue ldent  Accession
Torgue teno virus isolate T520 non-coding region genomic sequence Alemania 260 250  99% 4e-B3 99% GUT223471
Torgue teno virus isolate 3h, complete genome Brasil 244 244 99% 2e-61 99% AY823989.1
Torgue teno virus 16 DNA, complete genome, isolate: TUS01 Japon . 233 233 99% 4e-58 97% ABO17E131
Torgue teno virus complete genome. isolate HD13c gsB21.51 2:2222:2 228 228 99% 2e-56 96% FR8483271
Torgue teno virus complete genome, isolate HD13b gsB20.58 Alemania 228 228 99% 2e-56 96% FRB848326.1
Torgue teno virus complete genome. isolate HD13a gsB20.33 Venezuela 228 228 99% 2e-56 96% FR848325.1
TT virus isolate Amaz7 012 non-coding region genomic seguence Alemania 228 228 97% 2e-56 97% AY590620.1
Torgue teno virus, isolate tth4, complete genome Alemania 228 226  99% 2e-56 96% AJGR0226.1
Torgue teno virus. isolate tha1. complete genome Aleman?a 228 226 99% 2e-56 96% AJG202251
Torque teno virus. isolate th25, complete genome ﬁ:gm:z:: 228 228 99% 2e-56 96% AJG202221
Torgue teno virus, isolate th17, complete genome Alemania 228 228  99% 2e-56 96% AJG202211
Torque teno virus. isolate tth16. complete genome Alemania 228 228 99% 2e-56 96% AJG202201

Figura 10. Resultados de homologia por medio de la herramienta BLASTN perteneciente a la base
de datos NCBI. En ella se detallan la descripcién de la cepa, pais de origen, porcentaje de identidad y
ndmero de acceso, con respecto a la muestra SEIC 40 positiva para TTVH, a modo de ejemplo.

Estas secuencias fueron utilizadas con el Unico fin de deteccién, ya que al ser
conservadas no permiten genotipificacion alguna, comprobandose mediante la
construccion de distintos arboles (datos no mostrados).

5.1.2 Frecuencia de infeccion y co-infeccion.

Se analizaron las 85 muestras, obteniéndose resultados positivos para TTVH en 67 de
ellas, corroborandose a partir de las secuencias su respectiva identidad con la base de
datos NCBI a través de la opcion MEGABLAST.

Se reportd por lo tanto por primera vez en Uruguay la presencia de TTVH, reflejando
ademas una muy alta frecuencia de infeccién total del 79% en la poblacién de riesgo,
coincidiendo con los resultados hallados en otros paises (Viazov et al., 1998a; Prescott
et al., 1998; Abe et al., 1999; Okamoto et al., 1999b; Devalle y Niel., 2004; Niel et al.,
1999; Huang et al., 2001; Zhong et al., 2001a; Erensoy et al., 2002; Yazici et al., 2002).

Asimismo, con motivos de observar una tendencia relacionando a TTVH con cada
enfermedad en particular en la poblacion de riesgo evaluada, se analizd en detalle la
frecuencia de co-infeccion de Torque Teno Virus con cada virus diagnosticado en los
pacientes (HIV-1, Hepatitis C, Hepatitis B) y Hepatitis de etiologia desconocida y las
posibles co-infecciones existentes entre ellos (Figura 11B).
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HBV+HCV+HIV-1
2%

Figura 11. Graficas sobre frecuencia de infeccién y co-infeccién de TTVH.

A, Se muestra el porcentaje de positivos y negativos para TTVH en el total de las muestras analizadas.

B, Se representa la relacion en porcentajes de las diferentes frecuencias de co-infeccion entre TTVH,
HBV, HCV, HIV-1 y Hepatitis de etiologia desconocida.

A partir del porcentaje total de positivos para TTVH del 79%, se realiz6 el desglose de
los datos desde la ficha técnica de los pacientes, como se detalla en la Figura 11B.

En los casos de individuos presentando co-infeccion con los tres virus HBV, HCV y
HIV-1, se obtuvo un porcentaje de positivos para TTVH del 2%.

Notablemente, se observo el mismo porcentaje para los infectados por HBV y HCV.
Con respecto a las muestras conteniendo HCV y HIV-1, ocurre un aumento en la
frecuencia de co-infeccién con TTVH, pasando a ser del 14%.

También, se constatd un incremento con respecto a los infectados por HBV y HIV-1,
siendo un 17% TTVH positivos.

Considerando a las enfermedades individualmente, se alcanz6 un valor del 4% de
muestras de HIV-1 conteniendo TTVH.

Paralelamente, se obtuvo un 13% de infeccion por TTVH correspondiente a las
muestras con HBV, siendo adicionalmente, la totalidad de ellas positivas para TTVH.
Se observé ademas, que un 24% de TTVH positivos corresponden a los individuos
que presentan HCV.

Por dltimo, se observé el mismo porcentaje (24%) de TTVH positivos para las
muestras con Hepatitis de etiologia desconocida. Cabe destacar, ademas, que se
detectdé la presencia de TTVH en la totalidad de estas muestras analizadas de
Hepatitis no A-G.

Por otra parte, se conté con un bajo nimero de muestras sin datos clinicos que no
fueron consideradas para el analisis de la frecuencia de co-infeccion.

Indudablemente, se obtuvo un alto indice de frecuencia de TTVH para la poblacion de
riesgo estudiada.
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5.2. Optimizacién de técnicay caracterizacion de las cepas.

Para llevar a cabo la caracterizacion molecular de las cepas positivas, se realizé una
Seminested-PCR que amplifica una gran regién de la UTR B, la cual posee un mayor
grado de variabilidad en comparacion a la UTR A, permitiendo el analisis filogenético
de sus secuencias. Esta técnica fue solamente aplicada a las muestras que
demostraron ser positivas para TTVH segun la PCR de deteccion.

Primeramente, como parte del procedimiento de la puesta a punto de la metodologia,
se establecié el ciclado segun Okamoto et al. (1999b) y se evalud el volumen
adecuado de producto de la primera ronda de PCR a ser utilizado para la segunda
amplificacion, considerandose para ello el producto puro, una dilucion 1/5 y una
dilucién 1/10. Consecutivamente, se observd solamente amplificacion para ambas
diluciones, inhibiéndose la reaccién a partir del producto puro (Figura 12), debido
posiblemente a una elevada carga viral para dicha muestra. Por lo tanto, se resolvio
realizar la Seminested considerando exclusivamente 1/5 de dilucion a modo de poder
visualizar amplificacion tanto en las muestras con carga viral alta como baja.

1 2 3 4 5 6

g

\

Figura 12. Puesta a punto de la técnica de caracterizacion. Electroforesis en gel de agarosa 1,5%,
mostrandose solamente el segundo round para la UTR B.

Carril 1: SEIC 40 producto puro; Carril 2: SEIC 40 dilucién 1/5; Carril 3: SEIC 40 dilucién 1/10; Carril 4:
Libre; Carril 5: Control negativo; Carril 6: Marcador de peso molecular 100 pb (GeneRuler™ Plus DNA
Ladder, Thermo Scientific)®.

No se logré visualizar bandas de 403 pb para el primer round de la amplificacion, pero
si se observaron intensos productos para el segundo round correspondiente al tamafio
esperado de 377 pb en gel de agarosa 1,5% (Figura 13).

Este método no amplifica la totalidad de las muestras positivas detectadas pero si la
mayoria, se obtuvieron por lo tanto amplicones para 42 muestras de las 67 detectadas,
con una tasa de positivos para esta técnica de caracterizacion del 63%.
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Primer Round Segundo Round

v 2 3 4 s5le 7 8 o 10l11

L

Al

377 pb
Figura 13. Caracterizacion de TTVH. Electroforesis en gel de agarosa 1,5% amplificando la region UTR
B, produciendo un fragmento de 403 pb en el 1° round no visible para los carriles del 1 al 5y 377 pb en el
2° round para los carriles del 6 al 10, indicados por la flecha verde. Carril 1: SEIC 44; Carril 2: SEIC 46;
Carril 3: SEIC 47; Carril 4: SEIC 48; Carril 5: Control negativo, para 1° round, carriles 6 al 10 idem para 2°
round, carril 11: Marcador de peso molecular 100 pb (GeneRuler™ Plus DNA Ladder, Thermo Scientific)®.

Asimismo, con la finalidad de obtener mas informacion sobre otras regiones del
genoma con una muy elevada tasa de heterogeneidad, se intenté poner a punto una
Seminested-PCR (Okamoto et al., 1999b) para la regién codificante N22 de la ORF 1,
pero justamente respaldando la variabilidad nucleotidica del virus, no fue posible
amplificarla.

Igualmente, se realizaron repetidos ensayos para poner a punto una Multiplex PCR
(Devalle y Niel., 2004), que permitiera la identificacion simultanea de las cepas en los
cinco genogrupos existentes, también sin efecto alguno.

A continuacion, se resume en la Tabla 6 los resultados obtenidos en total por todas las

técnicas realizadas.

Tabla 6. Resultados obtenidos por los distintos métodos aplicados, dénde se detalla la regiéon que
amplifica y los cebadoresutilizados.

Tecnica Regl_on d.e, Set de Cebadores Positivos Funcién
empleada amplificacion (%)
NG 133/NG 147; NG .,
Nested-PCR UTR A 134/NG 132 79 Deteccion
Seminested- NG 148/NG 065; NG L
PCR UTR B 149/NG 065 63 Caracterizacion
Seminested- NG 059/NG 063; L
PCR N22 NGO61/ NG 063 0 Caracterizacion
Amplio rango T1S/TIA,
Multiplex PCR def’ enom% T2SIT2G1AIT2G2A, 0 Caracterizacién
9 T2G3A/IT2GAAIT2G5A
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5.2.1. Andlisis de secuencias.
5.2.1.1 Presencia de co-infeccion con cepas de TTVH.

En primer lugar, es importante destacar, que solamente fue posible realizar los
posteriores analisis de secuencias para 20 muestras de las 42 obtenidas por la técnica
de Seminested-PCR, debido a que 22 de ellas presentaban co-infeccién a lo largo de
todo el fragmento obtenido (Ver Anexo ll), volviendo dificultosa la edicion y
caracterizacion de las mismas, sin embargo, fue posible confirmar que se trataban de
TTVH segun la base de datos de Genbank.

Justamente, este resultado coincide ampliamente con lo documentado en la literatura,
dénde se ha demostrado que ocurre frecuentemente co-infeccion con mudltiples
genotipos o genogrupos de TTVH en un mismo individuo (Ball et al., 1999; Biagini et
al., 1999; Chan et al., 2001a; Forns et al., 1999; Gallian et al., 1999; Mushahwar et al.,
1999; Prescott et al., 1999; Okamoto et al., 1999b; Takayama et al., 1999b; Niel et al.,
2000; Jelcic et al.,, 2004). Ademas, también se ha reportado muy cominmente la
presencia de co-infecciones de TTVH con TTMV y TTMDV (Niel et al., 2001; Moen et
al., 2002a; Vasconcelos et al.,, 2003; Biagini et al., 2006a; Biagini et al., 2006b;
Ninomiya et al., 2007a).

5.2.1.2. Estudio filogenético de TTVH.

A continuacion, los productos de amplificacion de 377 pb (Ver Anexo lll) fueron
editados en el programa BioEdit v. 7.0.5 y alineados en MEGA 5.2 para la realizacién
posterior de un arbol filogenético por el método de Maxima Verosimilitud con un valor
de boostrap en 1000 réplicas, utilizando el algoritmo de mejor ajuste para el conjunto
de datos, siendo el GTR+G el mas adecuado para el arbol. Se utilizaron cepas de
referencia para cada uno de los cinco genogrupos (Figura 14).

Las relaciones filogenéticas establecidas mediante la construccion de este arbol,
revisten un gran logro, ya que la mayoria de los divulgados en la literatura utilizan el
algoritmo NJ y no presentan un soporte estadistico en ninguno de sus nodos (Viazov
et al.,, 1998; Okamoto et al., 1999b; Hallet et al., 2000; Heller et al., 2001; Okamoto
2001; Peng et al., 2002), con excepcion de los que involucran genomas completos
(Hussain et al., 2012).

Precisamente, a modo de comparacion, se construyeron arboles con el método
estadistico NJ (datos no mostrados). No obstante, no se logré6 ningun tipo de
agrupamiento para las cepas nacionales, ni una correcta divisibn en los cinco
genogrupos para las secuencias de referencia. Asimismo, los valores obtenidos de
boostrap fueron muy inferiores al 50%, demostrando por lo tanto, que este virus
requiere de un método con un soporte estadistico mayor.

Se puede apreciar para este arbol obtenido ademas de los cinco grupos filogenéticos
establecidos, la presencia de dos agrupamientos estrechamente vinculados formados
por las cepas Uruguayas, no pertenecientes a ningln genogrupo en particular,
incluyendo entre ellos a la cepa TTVH FA2 perteneciente a Hepatitis aguda de
etiologia desconocida. Sin embargo, tres muestras integran el cluster del grupo 2 junto
a cepas Alemanas.
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Figura 14. Cladograma obtenido por Maxima Verosimilitud basado en el alineamiento de un
fragmento de 377 pb de laregion UTR B.

Se muestran los valores de bootstrap obtenidos para los nodos con un apoyo estadistico mayor al 50%.
Se detallan los nombres y el pais de origen de los aislamientos de referencia para los cinco genogrupos.
Ademas, se representan las cepas Uruguayas mediante un rombo verde y el sufijo UY.
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Con el objetivo de analizar alin mas en profundidad su secuencia genética, se realiz
una matriz de identidad a través del software BioEdit v. 7.0.5 para asi comparar el
grado de homogeneidad nucleotidica (Figura 15). En la matriz se consideran las 20
cepas Uruguayas (identificadas dentro de un recuadro azul) y una secuencia de
referencia de cada genogrupo (enmarcadas en un recuadro rojo), las cuales fueron
nombradas G1 (Sle2058), G2 (TTH20), G3 (TTV-HD24f), G4 (JTO5F) y G5 (JT33F).

El analisis revel6 que la identidad nucleotidica entre las cepas nacionales corresponde
a un amplio rango de homologia desde 27,0% a 99,3%. A pesar de estos valores
extremos, la gran mayoria de los fragmentos se encuentran con una similitud
intermedia de promedialmente el 50%, lo cual coincide con lo reportado ya que se ha
planteado que existe una divergencia nucleotidica superior al 30% entre una cepa y
otra (Tanaka et al., 1998a,b; Viazov et al., 1998a; Okamoto et al., 1998b; Simmonds et
al., 1998; Takayama et al.,1999b; Muljono et al., 2001).

Paralelamente, comparando exclusivamente las secuencias de referencia entre si, se
observé una similaridad entre el grupo uno al cinco desde 30,5% a 94,0%.

Las mayores diferencias observadas en la tabla, surgen de la comparacion de las
muestras uruguayas con las del grupo 4 y 5.

Contrariamente, son los grupos 1 y 3 los que poseen una mayor homologia con las
cepas, coincidiendo con lo representado en el arbol filogenético, donde se observa que
los dos grandes clusters uruguayos se subdividen a partir de estos dos genogrupos.
Asimismo, las tres muestras que se agrupan en el grupo 2 (TTVH 36, TTVH 49 y
TTVH 61) muestran efectivamente una marcada homologia para ese grupo.
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Figura 15. Matriz de identidad. En el recuadro azul se encuentran representadas las cepas uruguayas de
377 pb y se indican con un recuadro rojo las secuencias de referencia de cada genogrupo.
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5.3. Obtencion de stock de control positivo.

Con el proposito de conservar un stock de control positivo de cepas de TTVH
Uruguayas, se realizd la clonacion del producto de amplificacion TTVH SEIC 40
generado por la Nested- PCR de caracterizacion en el vector pJET 1.2/blunt.

La verificacion del inserto de interés en el plasmido fue llevada a cabo por medio de
rastreo por PCR de las seis colonias crecidas, con los cebadores especificos para el
segundo round y con las especificaciones anteriormente mencionadas.

Los amplicones obtenidos fueron visualizados mediante corrida electroforética en gel
de agarosa 1 % (Figura 16), utilizando como referencia el marcador de peso molecular
100 pb GeneRuler™ Plus DNA Ladder (Thermo Scientific®).

Se observd que solamente la colonia transformada nimero cuatro contenia el vector
con el inserto incorporado del tamafio esperado de 377 pb, por lo que la extraccién del
ADN plasmidico se realiz6 en ella exclusivamente.

Posteriormente, se cuantifico el plasmido extraido en un Nanodrop™ 2000 Thermo
Scientific y se conservo el stock a -20°C.

Paralelamente, se almacend parte del cultivo no extraido de LB crecido de la colonia 4
con glicerol en freezer a -80°C en caso de necesitarse a futuro.

Figura 16. Verificacion de inserto de 377 pb
incorporado en vector de clonacion.

Electroforesis en gel de agarosa 1% de los rastreos por
PCR realizados en seis colonias transformadas crecidas.
Carril 1: Colonia 1; Carril 2: Colonia 2; Carril 3: Colonia 3;
Carril 4: Colonia 4; Carril 5: Colonia 5; Carril 6: Colonia 6;
Carril 7: marcador de peso molecular 100 pb
GeneRuler™ Plus DNA Ladder (Fermentas)®.
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6. Discusion

A partir del descubrimiento de los marcadores para la deteccién del virus de la
Hepatitis A (HAV) y de HBV en la década del 70, fue evidente la existencia de
Hepatitis post-transfusionales causadas por otros agentes no identificados (Choo et
al., 1989).

Los patdégenos desconocidos se denominaron virus no A no B hasta que fue
identificado el HCV en 1989 (Choo et al., 1989). Se encontré que este Ultimo era el
responsable en la gran mayoria de los casos de Hepatitis en pacientes que habian
recibido transfusiones sanguineas (Alter et al., 1997). A pesar de esto, en
aproximadamente el 5% de los mismos, no se ha podido identificar al agente etioldégico
(Kodali et al., 1994) y en la mayoria de los pacientes con Hepatitis fulminante y aguda,
no se han detectado marcadores de Hepatitis virales (Wright., 1993). Asimismo, las
Hepatitis de etiologia desconocida pueden llegar a ser cronicas, las cuales se han
clasificado como criptogénicas (Kodali et al., 1994).

Precisamente, hace poco menos de dos décadas que se descubri6 a TTVH como el
Gnico nuevo agente viral humano presente en una infeccion con cuadro clinico de
Hepatitis no A-G, relacionandolo a la misma, a HCV, HBV y a afecciones hepaticas
con una alta prevalencia a nivel mundial (Charlton et al., 1998; Naumonov et al., 1998;
Okamoto et al., 1998b; Poovorawan et al., 1998; Simmonds et al., 1998; Tanaka et al.,
1998a; Fukuda et al., 1999; G-Barcons et al., 1999; Hsieh et al., 1999; Kanda et al.,
1999; Kao et al.,, 1999; Nakano et al., 1999; Niel et al., 1999; Parquet et al., 1999;
Schroter et al., 1999; Gad et al., 2000).

Ciertamente, estos sorprendentes valores de prevalencia en poblacién no sana junto
con el hecho de haberse detectado por primera vez en el pais TTV Porcino, fueron los
principales motivos que impulsaron la necesidad de estudiar los Anellovirus en mayor
profundidad y conocer asi su circulacion en humanos en el pais.

En el presente trabajo, se implemento por primera vez en Uruguay una metodologia de
detecciébn molecular para TTVH, con el propdésito de determinar su presencia y
frecuencia de infeccién en una poblacién de riesgo conformada por 85 sueros en total.
De los cuales, como se describe en la ficha técnica de la Tabla 2, 13 pertenecen a
pacientes con Hepatitis de etiologia desconocida del Hospital Central de las Fuerzas
Armadas y 72 se corresponden a pacientes infectados con HCV, HBV y/o HIV-1
provenientes del SEIC.

Fue necesario explorar diferentes protocolos de deteccién molecular basados en la
amplificacién por PCR, ya que coincidiendo con la elevada heterogeneidad genética
del virus, las técnicas aplicadas carecian de reproducibilidad y efectividad, por lo que
como hecho destacable, los resultados obtenidos representan un inconmensurable
significado.

Finalmente, fue optimizada la técnica de Nested-PCR reportada por Okamoto et al.
1999b, la cual resulté ser la mas adecuada para el desarrollo del screening de las
muestras, debido a que permitié la amplificacion de la regién UTR A de 110 pb de
manera exitosa y con resultados reproducibles. Los cebadores utilizados demostraron,
como explica la bibliografia, ser capaces de amplificar la gran mayoria del espectro de
variantes de TTVH pertenecientes a distintos genotipos y genogrupos, al basarse en la
zona del genoma con mayor grado de conservacion entre las cepas (Okamoto et al.,
1999b). A su vez, la alta sensibilidad de este ensayo le confiere una ventaja adicional
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frente a las técnicas de PCR convencional de un solo paso, puesto que estas son
menos exitosas para detectar muestras con baja carga viral, dando como resultado
falsos negativos.

La implementacion de esta técnica permitié identificar la presencia de cepas de TTVH
por primera vez en Uruguay, presentando una gran homologia de secuencia
nucleotidica (93%-99%) con las cepas depositadas en la base de datos, sumandose
asi a la lista creciente de paises que han reportado su presencia.

Notablemente, fue observada una alta frecuencia de infeccién del 79 % (67/85) en el
total de las muestras analizadas, lo cual coincide con los datos reportados
previamente sobre la prevalencia de esta infeccidon a nivel mundial en una poblacién
de riesgo (Nishizawa et al., 1997; Charlton et al., 1998; Tanaka et al., 1998a; Ikeda et
al., 1999; Kanda et al., 1999; Okamura et al., 2000).

En relacién al potencial patogénico de TTVH, particularmente este virus reviste
especial importancia desde el punto de vista epidemiolégico en los cuadros clinicos de
Hepatitis desconocidas aguda, crénica y fulminante (Nishizawa et al., 1997; Charlton et
al.,, 1998; Tanaka et al., 1998a), ya que la imposibilidad de relacionar un agente
etioldgico especifico como causa de estas sintomatologias y al ser el Unico presente
en estos casos, desde un principio se lo ha llevado a juzgar como el culpable.
Paralelamente, considerando las enfermedades producidas por virus en general, estas
pueden ocurrir por una variedad de mecanismos, directamente por destruccién celular,
o por induccién de alteraciones genéticas o celulares, e indirectamente interfiriendo
con el sistema inmune, como puede llegar a ser este ultimo, el caso de los Anellovirus
Jelcic et al.,, 2004; Umemura et al.,, 2002b). Asimismo, incluso se ha llegado a
considerar que TTVH podria ser un patdgeno oportunista, desarrollandose la
enfermedad solo bajo ciertas condiciones, dénde por ejemplo, la carga viral puede ser
un factor critico ante la aparicién de la sintomatologia (Christensen et al., 2000; Sagir
et al., 2005b; Thom et al., 2007). Por otro lado, se ha planteado que es posible que
solo algunos genotipos de TTVH sean patogénicos, como sucede con PCV y HPV
(Calcaterra et al., 2001).

Con respecto a los resultados obtenidos de frecuencia de infeccion de TTVH para
cada enfermedad, se observo, que del total de muestras que resultaron infectadas con
TTVH, el 24% corresponden a casos con Hepatitis de etiologia desconocida. Cabe
destacar a su vez, que se detecté TTVH en todas las muestras de Hepatitis de
etiologia desconocida disponibles, correlaciondndose con otras investigaciones
realizadas (Artini et al., 2002; Savas et al., 2003).

Es importante destacar ademas, que entre los pacientes presentando Hepatitis aguda
se encuentran nifios, coincidiendo con lo exhibido en la literatura, dénde se plantea la
adquisicion de la enfermedad a una temprana edad y se caracteriza por producir
viremias cronicas en la mayoria de los casos (Saback et al., 1999; Gerner et al., 2000;
Morrica et al., 2000; Matsubara et al., 2001; Bagaglio et al., 2002).

Interesantemente, también se observé que un 24% del total de TTVH positivos
correspondian a individuos que solo estaban infectados con HCV, un indice menor
segun lo divulgado por distintos investigadores (Hussain et al., 2012).
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En contraposicion, se detectd que un 13% del total de positivos eran pacientes que
presentaban infeccién con HBV. Asimismo, el total de los individuos padeciendo esta
enfermedad resultaron estar también infectados con TTVH. Si bien los datos
existentes en la region son escasos, se ha analizado solamente en Brasil,
reportdndose un 54% de infeccion con TTVH para portadores de HBV exclusivamente
(Devalle y Niel., 2004).

Mundialmente, se han realizado un amplio nimero de estudios con virus de Hepatitis,
preferentemente HBV y HCV, en donde se ha planteado la influencia de TTVH como
co-factor y/o marcador patogénico en la progresibn de estas enfermedades a
hepatocarcinoma (Tokita et al., 2002).

Conjuntamente, se detectd que un 4% de individuos con TTVH son pacientes con
HIV-1, un valor significativamente menor en comparacion a lo expuesto por otros
autores (Devalle y Niel., 2004; Niel et al., 2005).

En dltima instancia, se evaluaron pacientes infectados con TTVH que presentaban
distintas combinaciones de co-infecciones con HBV, HCV y/o HIV-1 (17% para HIV-
1/HBV, 14% para HCV/HIV-1, 2% para HCV/HBV y 2% para HBV/HCV/HIV-1).
No existen antecedentes en la literatura que describan el andlisis de TTVH en
infecciones con multiples virus presentes, de todas formas las frecuencias observadas
fueron bajas y el nimero de pacientes dentro de cada uno de los subgrupos
analizados fue acotado, no pudiéndose emitir un juicio concreto al respecto.

En conclusién, en base a los resultados obtenidos, se observd el mismo porcentaje de
positivos para los individuos que presentan Hepatitis aguda de etiologia desconocida y
para aquellos con HCV. Justamente, esto reafirma la dicotomia existente sobre la
patogenicidad de este virus, donde se ha propuesto en multiples ocasiones que puede
actuar tanto como causante de la enfermedad asi como co-factor dificultando los
cuadros clinicos existentes (Bendinelli et al., 2001).

Por otro lado, cabe resaltar, que el hallazgo de este virus en el pais no sélo significa
contribuir al conocimiento de su epidemiologia molecular sino que también representa
una importancia adicional al tratarse de una virosis emergente.

Las virosis emergentes y re-emergentes son aquellas infecciones que no habian sido
reportadas previamente en una poblacion o que han existido pero estan
incrementando rapidamente en incidencia o rango geografico (Satcher, 1995).
El reconocimiento de un virus emergente puede ocurrir porque la enfermedad esta
presente en cierta poblacién por primera vez, porque ha sido detectada por primera
vez en la historia o debido a que los vinculos entre un agente viral y una enfermedad
crénica han sido recientemente identificados, como se ha planteado ser el caso de
TTVH con los cuadros clinicos de Hepatitis (Morse et al., 1996). La vasta mayoria de
las infecciones son causadas por patdégenos previamente presentes en el ambiente, a
los cuales se les ha proporcionado una seleccién ventajosa por medio de cambios en
el entorno y brindando asi una oportunidad de infectar nuevos hospederos. Estas
modificaciones incluyen: alteraciones ecolégicas, como la debida a la actividad
humana o anomalias climéticas, cambios demograficos, desplazamiento poblacional a
través de viajes y comercio, industria y tecnologia, adaptacién microbiana y/o carencia
de medidas sanitarias adecuadas (Morse et al., 1996). Tal es asi que virus que han co-
existido y co-evolucionado con nosotros y animales por millones de afios pero sin ser
detectados hasta ahora, como los Anellovirus, han emergido (Thom et al., 2003).
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Precisamente, se ha presentado evidencia respaldando esta afirmacién, que proviene
del estudio de las secuencias de TTVH y TTMV identificadas en primates no-humanos,
donde estos forman sus propios clusters de secuencia, con creciente divergencia
hacia cepas humanas, sugiriendo por lo tanto co-evolucion y co-especificacion dentro
de sus respectivas especies (Thom et al.,, 2003). Dicha co-evolucion a largo plazo
entre virus-hospedador, podria ser la clave para el entendimiento de la existencia de
los numerosos genotipos de TTVH y su marcada variabilidad genética.

Acorde a lo expuesto, debido a que nos encontramos frente a un virus mayormente
desconocido y muy ubicuo, con una gran heterogeneidad genética, nos propusimos
indagar acerca de su variabilidad y distribucion entre los genogrupos existentes.
Precisamente, para ello se enfatiz6 en la caracterizacion genética de las cepas para
contribuir a expandir su conocimiento en dicho aspecto, investigando por ejemplo, si
existe un genogrupo predominante en la region o presencia de co-infeccion.
Justamente, con el objetivo de realizar un estudio filogenético de las cepas, se llevo

a cabo una Seminested-PCR (Okamoto et al., 1999b) para la regién UTR B con mayor
variabilidad que produce un amplicon de 377 pb. Se obtuvo por esta técnica un 63%
(42/67) de amplificacion. Sin embargo, solamente fue posible llevar a cabo los andlisis
de secuencia y estudios filogenéticos de 20 cepas, ya que los demas amplicones
luego de secuenciados presentaron al parecer co-infecidbn con diversas cepas de
TTVH (Anexo Il), esto fue inferido debido a la existencia de dobles picos superpuestos
a lo largo de los cromatogramas obtenidos.

Ciertamente, se ha reportado que la co-infeccién con diversos genotipos o0 genogrupos
en un mismo individuo es muy usual entre los Anellovirus (Ball et al., 1999; Biagini et
al., 1999; Chan et al., 2001a; Forns et al., 1999; Gallian et al., 1999; Mushahwar et al.,
1999; Prescott et al., 1999; Okamoto et al., 1999b; Takayama et al., 1999b; Niel et al.,
2000; Jelcic et al., 2004).

A continuacién, se llevo a cabo la construccion de un arbol filogenético, por el método
de Méxima Verosimilitud, con las secuencias que pudieron ser efectivamente
analizadas.

En el arbol, se observaron dos agrupamientos para las cepas uruguayas en clusters
bien definidos que no pertenecen a ningun genogrupo conocido, incluyéndose entre
ellos la cepa TTVH FA2 proveniente de un paciente con Hepatitis aguda de etiologia
desconocida.

Estos dos clusters estrechamente vinculados sugieren la posible existencia de nuevos
grupos filogenéticos, como lo planteaban Devalle y Niel. (2004) por los resultados de
su propia investigacion. Esta hipétesis solamente podra ser confirmada mediante
secuenciacion nucleotidica de los genomas completos.

Por otro lado, tres muestras (TTVH 36, TTVH 49 y TTVH 61) se clasificaron en el
grupo 2 junto a aislados alemanes.

Asimismo, se realiz6 una matriz de identidad para las 20 cepas de 377 pb y para una
secuencia de referencia de cada genogrupo, a modo de analizar cuantitativamente el
grado de variabilidad nucleotidica.

Notablemente, si bien la mayoria de las cepas uruguayas presentan una similaridad
considerable, existen algunas con una discrepancia de hasta un 70%, siendo
coherente con la alta tasa de variabilidad del virus.
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Al mismo tiempo, al analizarse la identidad nucleotidica entre solamente las cepas de
referencia, se observo que estas poseen un amplio rango de homogeneidad desde el
30,5% al 94,0%, reafirmando el hecho de que cada genogrupo es marcadamente
distinto.

Coincidentemente, se observé una mayor similitud por parte de las secuencias hacia
los grupos 1 y 3 y una gran divergencia hacia los grupos 4 y 5, lo cual se corresponde
con lo presentado en el arbol filogenético, donde los agrupamientos se encuentran
mas cercanos evolutivamente hacia los genogrupos 1, 2y 3.

Por ultimo, se efectud la clonacién de un fragmento seleccionado de la PCR de
caracterizacion para contar con un stock de control positivo en el pais.

Paralelamente, intentos previos en desarrollar métodos para genotipificar, basados en
polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) y PCR con cebadores
tipo-especificos, han fracasado (Devalle y Niel., 2004). Precisamente, los intentos de
poner a punto una Multiplex PCR en el presente trabajo para clasificar las cepas
simultdneamente no fue exitoso, al igual que la intencion de amplificar la regién
codificante N22, posiblemente debido a la heterogeneidad nucleotidica.

Actualmente, la comunidad cientifica ha reconocido que es un fin mas realista y
factible el caracterizar las cepas en los cinco genogrupos principales en lugar de los
numerosos genotipos (Devalle y Niel., 2004).

Dado lo expuesto, se deja en evidencia la importancia de profundizar en mas
investigaciones sobre la presencia del virus en estas poblaciones de estudio y en
nuevas, en orden de elucidar en un futuro su potencial patogénico, pudiendo también
implementarse su diagnéstico clinico nacional ante los relevantes resultados
presentados en esta tesina.

A pesar del avance logrado hasta ahora, las investigaciones dedicadas al estudio de
las infecciones con TTVH permanecen aun bastante primitivas por diversas razones,
entre ellas, no se ha descrito todavia un sistema de cultivo eficiente que pueda ser
utilizado para su aislamiento viral in vitro, las respuestas inmunes producidas por este
virus son pobremente entendidas y en particular no hay métodos serol6gicos sencillos
para utilizar (Bendinelli et al., 2001).

Innegablemente, un hecho es seguro, la asombrosa alta prevalencia mundial es

inquietante, dénde TTVH parece haber alcanzado la euforia de la vida viral: aparente
replicacion y transmision sin limites.
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7. CONCLUSIONES

¢ Se generd y aplicé por primera vez en Uruguay un sistema de deteccion para
TTVH en suero de 85 pacientes infectados con HBV, HCV y/o HIV-1 y con
Hepatitis de etiologia desconocida, basado en la amplificacién de un fragmento
conservado de la UTR.

¢+ ADN viral perteneciente a cepas de TTVH fue detectado con una frecuencia de
infeccion total del 79%.

¢+ Lafrecuencia de co-infecciéon de TTVH con los virus analizados fue de:
24%- Hepatitis no A - G
24%- HCV
17%- HIV-1/HBV
14%- HCV/HIV-1
13%- HBV
4%- HIV-1
2%- HCV/HBV
2%- HBV/HCV/HIV-1

¢+ Se desarroll6 un ensayo molecular en las muestras positivas para evaluar la
variabilidad genética de los aislados circulantes.

¢+ Lavalidez de la metodologia empleada quedé confirmada ya que se obtuvo un
63% de amplificacion para la regiébn con mayor heterogeneidad de la UTR.

¢+ Se establecieron relaciones filogenéticas entre las cepas de TTVH detectadas
y las reportadas por otros paises mediante la construccion de un arbol
filogenético.

¢+ Se observé que tres cepas nacionales forman parte del grupo 2, mientras que
las demas muestras uruguayas formaron dos agrupamientos no pertenecientes
a ningln genogrupo, planteando la probable existencia de otros grupos
desconocidos, que podran ser confirmados solamente por andlisis de genomas
completos.

¢ A través del andlisis de matriz de identidad, se observé un rango de similitud
entre las cepas nacionales desde 27,0% a 99,3%.

¢ Por dltimo, se almacend un stock de control positivo, obtenido a través de
clonacion de una cepa nacional.
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8. PERSPECTIVAS

Al tratarse de un estudio realizado por primera vez en Uruguay sobre los Anellovirus
humanos y debido a la escasa informacion en todos los aspectos sobre este virus, los
resultados presentados en esta tesina abren la posibilidad de un amplio campo de
investigacion al respecto.

¢ En primer lugar, se continuara poniendo a punto una técnica de PCR para
amplificar la region N22 de ORF1 y a futuro, sera necesario disefiar estrategias
de amplificacion para otras regiones del genoma como por ejemplo la proteina
de capside. Ademas, serd importante realizar las clonaciones para los
fragmentos de caracterizacién que presentaron co-infecccién.

¢ Subsiguientemente, para lograr un conocimiento mas solido de la variabilidad
del virus y su distribucion entre los cinco genogrupos existentes de cepas
reportadas de otros paises, se debera obtener los genomas completos. Parte
de este trabajo ya ha sido iniciado, ya que mediante el método de amplificacion
por circulo rodante con random primers y ADN polimerasa phi 29, se logro
obtener un fragmento del tamafio esperado pero no ha sido posible clonarlo
para su secuenciacidn hasta el momento.

¢+ Eventualmente, se deberia incluir y optimizar una Real Time PCR (qPCR) que
permita cuantificacién de la carga viral de TTVH en suero, pudiendo también
realizarse diluciones seriadas para evaluar la sensibilidad de la técnica.

¢+ Efectuar transfecciones de distintos clones de genoma completo en lineas
celulares anteriormente probadas como Huh7 y HEK 293 para realizar
expresiones de las proteinas virales, con el proposito de evaluar el nUmero de
proteinas  producidas asi como su localizacion  subcelular  por
inmunofluorescencia.

+ Conjuntamente, para adquirir un mejor entendimiento sobre las caracteristicas
epidemioldgicas de TTVH, ya una vez identificados en una poblacién de riesgo,
se podria evaluar la presencia del mismo en donantes de sangre sanos y asi
comparar los indices de frecuencia de infeccion.

¢ Asimismo, a modo de profundizar el conocimiento sobre los Anellovirus
humanos en general, se podrian enfocar los mismos analisis sobre TTMV y
TTMDV.
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Anexo

ANEXO

ANEXO I: Cromatogramas obtenidos para deteccion de TTVH.

A continuacion se presentan los cromatogramas para dos muestras a modo de ilustrar,
obtenidos por medio de la Nested-PCR de deteccién para el fragmento UTR A
conservado de 110 pb, debidamente corroborada su identidad con el programa de
alineamiento on-line BLAST.

A

30 40 30 60 10 80 20 100
TCGCGCGTCCCGAGGGC NGGTIGCCGG ANGTGAGTTTACACACCGCANTCAAGGGGCAATTCGGGCICGGGACTG!

B

40 30 60 70 20 o0
TACCG TCCCG AGGGCGGGOGTIGCCGE G AGGTGAGTTITACACACCG CAGTCAAGA

Cromatogramas de region UTR A de 110 pb. A) Secuencia de muestra SEIC 40. B) Secuencia de
muestra SEIC 38. Editadas y analizadas en Bioedit V. 7.0.5.
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ANEXO II: Cromatogramas que presentan co-infeccién con cepas de
TTVH.

Se presentan, con motivos de ejemplificar, dos cromatogramas pertenecientes a dos
muestras conteniendo co-infeccién con distintas cepas de TTVH, obtenidos por medio
de la Seminested-PCR de caracterizacion.

A

120 130 140 150
TAGGACCGACGTCACAGTTICAAAGGTCATCCTCGGCGGAAC

Al

B
110 120 130 140 150 160 170 18
AGTGACATCCTGGACTGACGTAAAGTICATAGGTICATCCTICCGCOGAACC TATACAAAATGGCGOACAACATICTICCGG

LM‘W \l“’fl.u\ sl «l ool e

Cromatogramas de region UTR B. A) Secuencia de muestra SEIC 35. B) Secuencia de muestra SEIC
24. Visualizadas en Bioedit V. 7.0.5.
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Anexo

ANEXO llIl: Cromatogramas obtenidos para la caracterizacién de las
cepas.

Con la finalidad de visualizar las secuencias obtenidas por la técnica de
caracterizacion, las cuales fueron utilizadas en la construccion del arbol filogenético,
se muestran los cromatogramas del fragmento de 377 pb para dos muestras a modo
de ejemplo.

0 30 40 50 il m B 40 10 110 120
A QCCOTACOCAQOACCOOTTTTC COCCTTT COOACT A0 \\\\TEC[‘CG\TT]' AQTOACOT CAT OO0 Q00 CAT TTTAAJT AALGC 004 AGC OCACC COC TOTAT CACA

el WY M_Tm’ﬂﬂuﬂl J" ”/ Wl Mﬂ[ﬂ [ .I'“\/

130 140 150
CAATGGCGGCGGAGCACT TCCGGOT TGO CA TGGCGGTC CTTCTTCCGGGTT GGTT GC WGCTA CGTC WCAAGT O {‘GTGGGTGGGTG TGCTGTG CCCGG\\GC T(‘CT(‘CC C

n kL a0 b 60 n
B CTAGECEIGOAOCCCATTTCGOOOTCCTTCO G OOTCCGT COGUaCCETTOG TG '(.'G‘TC W GEEGreA T‘C.TT {JTGGCTO‘TCGTLG (JG TTE (,GT(.

o _Mwu"“ Aotk fJ)'MUJ\M

130 14 150 16l 17
CAGTT L AGOTCATC O TEGGOGGETAACC GEAL G TGGLGGTC'\\TCTLTTCCGGGTL (-GICG'T W AT AL GTC A T\. LT A TG \’_\EGG(‘I(_C\LTT\. \C C(-G\ GTA GGCCLEE- Tary

iy IUU” i ]W R M\M

.u:'IL'-:'GTc.-.CG'L'G'J'G'J'.-.c.-.cGrc.-.CGGc-:'Gc‘c.-.Tr1'!61"1' TTACAAA \I-I::Gc'cc ACTTECTTCCTCTTITIT GARAAA -.Gﬂcccc.-x-.i\ A
ﬂﬂﬂl M ﬂ{ulr I\ ﬂ )\ I M 'Ull Ullﬂ L MML'\, J‘ ]||1!"|fu¥ \.J'l' |\ {lmm J

Cromatogramas de regién UTR B de 377 pb. A) Secuencia de muestra SEIC 40. B) Secuencia de
muestra SEIC 36. Editadas y analizadas en Bioedit V. 7.0.5.
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