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VIRUS LINFOTROPICO T- HUMANO TIPO 1Y 2 (HTLV-1/2):
OPTIMIZACION DEL DIAGNOSTICO Y EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR
EN DISTINTAS POBLACIONES DE ARGENTINA

El objetivo principal de esta tesis es ampliar los conocimientos sobre el
diagndéstico, la prevalencia y la epidemiologia molecular del HTLV-1/2 y brindar
datos que permitan un diagnéstico mas eficiente en Argentina. Con tal fin, se
analizaron equipos de tamizaje frecuentemente utilizados en nuestro pais, y se
demostrd la importancia de confirmar los resultados seroindeterminados por
WB mediante una técnica molecular para obtener un diagnéstico final.

En cuanto a la prevalencia de HTLV-1/2 en las distintas poblaciones
estudiadas, hemos demostrado que ambos virus se encuentran circulando con
prevalencias altas en poblaciones de riesgo y bajas en las de no riesgo en la
mayor parte del pais, manteniendo la caracteristica epidemiolégica de su
restriccion étnico/geografica ya demostrada. Es por ello, que debemos
considerar también el riesgo de infeccién en aquellos casos que presenten
antecedentes de riesgo como, por ejemplo, haber nacido, ser descendientes o
haber sido pareja sexual de individuos provenientes de areas endémicas.

Mediante estudios filogenéticos se demostré6 que todas las cepas
estudiadas del HTLV-1, resultaron subtipo a subgrupo A, mientras que para el
HTLV-2 el subtipo b fue el mayoritario ambos en poblaciones no originarias
sugiriendo que estos subtipos han sido introducidos en nuestra poblacion
caucasica a partir de la interaccién con comunidades originarias.

Palabras clave: HTLV-1/2, Diagnéstico, WB indeterminados, Epidemiologia,

Filogenia



HUMAN T-CELL LYMPHOTROPIC VIRUS TYPES 1 AND 2 (HTLV-1/2):
DIAGNOSIS OPTIMIZATION AND MOLECULAR EPIDEMIOLOGY IN
DIFFERENT POPULATIONS OF ARGENTINA

The main objectives of this thesis work were to widen the knowledge
about the molecular epidemiology of HTLV-1/2 infection in Argentina and to
collaborate with the implementation of an optimal algorithm for its diagnosis.
Therefore, different commercial kits frequently used in blood banks along South
America were analyzed, showing their efficiency and demonstrating that the
further molecular confirmation of seroindeterminate results by WB is an
important tool for obtaining a final diagnosis and the real serostatus of this
infection.

Regarding the prevalence of HTLV-1/2 in the different study populations,
we demonstrated that both circulating viruses have high prevalence in at-risk
populations and low prevalence in non at-risk populations in most of the
country, maintaining the epidemiologic characteristics according to the
ethnic/geographic restriction areas already demonstrated. In relation to HTLV-
1/2 infection risk, this data should be considered especially in the cases that
have risk antecedents such as being born, being descendent or being a sexual
partner of an individual coming from endemic areas.

As for HTLV-1 phylogeny, all the circulating strains belong to subtype a
subgroup A while for HTLV-2 the major subtype in non-aboriginal populations
was b suggesting that these subtypes (HTLV-1aA and HTLV-2b) have been
introduced to the general population due to closer interactions with aboriginal
communities.

Key words: HTLV-1/2, Diagnosis, Indeterminate WB, Epidemiology,

Phylogeny.
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ABREVIATURAS

Abreviatura: significado en espariol/ significado en inglés

ADN: &cido desoxiribonucleico

ADNCc: acido desoxiribonucleico complementario

Anti- HBc: anticuerpos anti core del virus de la Hepatitis B.

AP: aglutinacion de particulas

ARN: &cido ribonucleico

ATL: leucemia a células T del adulto/ adult T cell leukemia

ATLV: virus de la leucemia a células T del adulto

CDC: centros de control de enfermedades/ centers for disease control
c-fos: proto-oncogen

CMSP: células mononucleares de sangre periférica /periferic blood

mononuclear cells
DS: donantes de sangre
EDTA: acido etilendiaminotetracético/ ethylenediaminetetraacetic acid
ELISA: enzimo inmuno ensayo/ enzyme-linked immunosorbent assay
ETS: pacientes com enfermedades de transmisién sexual
FDA: administracion de alimentos y drogas/ food and drugs administration
GLUT: transportador de glucosa

GMCSF: factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos/

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
gp: glicoproteina
HAI: hemaglutinacién indirecta

HAM/TSP: mielopatia asociada al HTLV-1/ paraparesis espastica tropical/

HTLV-1 associated mielopathy/ tropical spastic paraparesis

HBV: virus de la hepatitis B/ hepatitis B virus



HBsAg: antigeno de superficie del virus de la hepatitis B
HCV: virus de la hepatitis C/ hepatitis C virus

HERN: red de investigacion europea de HTLV/ HTLV European research

network
HGIP: patrén HTLV-1 Gag indeterminado/ HTLV-1 Gag indeterminate pattern
HIV-1: virus de la inmunodeficiencia humana/ human immunodeficiency virus
HLA: antigeno leucocitario humano/ human leukocyte antigen
HSPGs: proteoglicanos de heparan sulfato/Heparan sulfate proteoglycans
HSH: hombres que tienen sexo con hombres
HTLV: virus linfotrépico T humano/ human lymphotropic T cell virus
IC: intervalo de confianza
Ig: inmunoglobulina
IL: interleuquina
IL-R: receptor de interleuquina
Kb: kilobases
Kd: kilodalton
LCR: liquido cefaloraquideo
LIA: inmunoensayo en linea/ line-immunoassay
LR: tasa de probabilidad/ likelihood ratio
LTR: repeticion terminal larga/ long terminal repeat
ML: maxima probabilidad/ maximun likelihood
NJ: vecino mas cercano/ neighbour joining
NRP-1: neuropirina-1
OMS: organizacién mundial de la salud
ONG: organizacién no gubernamental

OR: razén de momios/ odds ratio



ORF: marco de lectura abierto/open reading frame

p: proteina

pb: pares de bases

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa/ polimerase chain reaction
PET: paraparesia espastica tropical

PTLV: virus linfotrépico T de primates/ primate T cell lymphotropic virus
rgp: glicoproteina recombinante

RIBA: ensayo de inmunoblot recombinante/ recombinant immunoblotting assay
RRE: elemento de respuesta a Rex/ Rex responsive element

SNC: sistema nervioso central

STLV: virus linfotrépico T de simios/ simian lymphotropic T cell virus
SIDA: sindrome de inmunodeficiencia adquirida

T. cruzi: Trypanosoma cruzi

T. gondii: Toxoplasma gondii

T. pallidum: Treponema pallidum

TB: pacientes con diagnéstico de tuberculosis

TBE: solucion de tris- borato-EDTA

TMH: transmision madre-hijo

TNF: factor de necrosis tumoral/ tumor necrosis factor

TPHA: prueba de hemoaglutinacion del Treponema pallidum/ Treponema

pallidum hemagglutination assay
TS: trabajadoras sexuales
UDI: usuario de drogas inyectables
UV: rayos ultravioletas

VDRL: prueba de laboratorio para enfermedades venéreas/ venereal disease

research laboratory test

WB: western blot
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VIRUS LINFOTROPICOS T HUMANOS (HTLVs)

Un poco de historia

Durante la década de los 70 se describi6é por primera vez la existencia
de la enzima transcriptasa reversa, la cual tiene un mecanismo de accién
diferente a las polimerasas celulares siendo capaz de sintetizar acido
desoxiribonucleico (ADN) a partir de acido ribonucleico (ARN) [1]. Desde
entonces, se comenz6 a investigar la presencia de retrovirus en humanos,
busqueda que culmind en 1980 con el primer aislamiento del HTLV-1 a partir
de un paciente norteamericano de raza negra que padecia un linfoma cutaneo
T [2]. El descubrimiento de la interleuquina-2 (IL-2) fue fundamental para este
hallazgo ya que su empleo permitié mantener linfocitos humanos en cultivo y
establecer lineas celulares humanas [3]. Posteriormente, en 1982 se descubrid
el HTLV-2, segundo retrovirus humano, aislado a partir de un paciente
norteamericano que padecia una leucemia T atipica a tricoleucocitos [4] .

La clasificacion actual de los retrovirus se basa en el analisis de la
estructura gendmica y en las homologias de las secuencias nucleotidicas de
los mismos, hallandose asi varios géneros formando parte de la familia
Retroviridae. EI HTLV se encuentra dentro del género Deltaretrovirus, que
agrupa los virus exdégenos que se caracterizan por la presencia de dos genes
reguladores (tax y rex) que codifican para proteinas no estructurales
importantes en la expresion del genoma y por carecer de oncogenes
reconocidos pese a ser virus transformantes [5]. Los virus linfotrépicos, que
infectan células T en el hombre (HTLV-1, HTLV-2, HTLV-3 y HTLV-4), son
retrovirus que exhiben caracteristicas comunes a los demas integrantes de la

familia Retroviridae, tales como llevar la informacion genética bajo la forma de
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ARN; poseer un genoma diploide organizado en tres genes estructurales
principales (gag-pol-env) y dos regiones de secuencias repetitivas terminales
largas idénticas (LTR), orientadas de la misma manera, en los extremos 5’y 3’

y poseer la enzima transcriptasa reversa.

Clasificacion

Los virus linfotrépicos T de primates (PTLVs) comprenden a los virus
linfotropicos T humanos (HTLV) y a sus homodlogos simianos, los virus
linfotropicos T simianos (STLV). EI HTLV-1 y el STLV-1 pertenecen al grupo
denominado PTLV-1. ElI STLV-1 es endémico en numerosas especies de
simios y monos que habitan tanto Africa como Asia. El alto grado de homologia
entre el HTLV-1 y el STLV-1, permitié hipotetizar el surgimiento del HTLV-1 a
través de eventos de transmision interespecie. Dentro del grupo PTLV-2,
compuesto por HTLV-2 y STLV-2, contrariamente a lo ocurrido en los PTLV-1,
no se ha encontrado un homélogo humano cercano a las dos cepas
descubiertas en chimpancés y bonobos africanos, lo que sugiere que la
transmision interespecie que ha resultado en la presencia del HTLV-2 actual,
ha ocurrido en un pasado distante. Los virus STLV-3 divergen
considerablemente tanto del HTLV-1 como del HTLV-2. Estos retrovirus son
endémicos en numerosas especies de monos que habitan el este, centro y
oeste de Africa. Recientemente, dos laboratorios independientemente han
informado el descubrimiento de su homélogo humano, el HTLV-3 en 2
habitantes del sur de Cameran. Junto con el STLV-3, estos dos retrovirus
pertenecen al grupo PTLV-3. Ademas, dentro del grupo PTLV-4, existe un
cuarto tipo viral humano, el HTLV-4, que ha sido descubierto en el mismo area

geogréfica que el HTLV-3 y cuyo homélogo simiano aun no ha sido descripto
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[6,7]. En la figura 1 se muestran las relaciones filogenéticas de los distintos

PTLVs en base al andlisis de la secuencia del gen que codifica para la porcion

del LTR.
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Figura 1. Filogenia y clasificacion de los virus linfotropicos T de primates (PTLV)

STLV-3

basados en el analisis de la region LTR. Adaptada de Switzer et al., 2006 [8].

Estructura de la particula viral

El virion de los HTLVs es una particula esférica de 80 a 110nm de
diametro, aproximadamente. Esta formado por una nucleocapside icosaédrica
protegida por una envoltura lipidica adquirida durante la brotacion a partir de la
membrana celular, la cual ha incorporado lipidos y proteinas de origen celular,
entre ellas, las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad. En
cuanto al componente proteico de origen viral, esta representado por un
multimero de dos proteinas que son el producto del gen env, las glicoproteinas
gp46 externa y la gp21 de transmembrana (Figura 2). La primera es la que se
adsorbe al receptor celular y tiene capacidad de producir la sintesis de

anticuerpos neutralizantes en el huésped infectado. La segunda, mantiene al
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complejo gp21-gp46 en la superficie del virion, y participaria en el proceso de
fusion. Por dentro de la envoltura lipidica se encuentra la capside externa, un
poliedro de 60 caras triangulares, constituida por la proteina p19. Dicha
proteina esta miristilada en su extremo N terminal, lo que permite su anclaje al
nivel de la membrana plasmatica. Esta capside contiene al core o nucleo
interno viral, que se encuentra formado por una segunda capside de proteina,
p24, con propiedades hidréfobas. Ambas proteinas, la p19 y la p24, son
productos del gen gag.

El core encierra el genoma a ARN junto con varias enzimas codificadas
por el gen pol que son fundamentales para completar el ciclo viral. Entre ellas
estan la transcriptasa reversa con su actividad ADN polimerasa-ARN
dependiente-ribonucleasa H, cuya funcién es generar un ADN complementario
(ADNCc) y desintegrar la cadena de ARN; la integrasa, cuya funcién es permitir
la unién covalente del virus al ADN celular; y la proteasa con funcion
proteolitica, necesaria para clivar las proteinas producto de los genes. El
genoma viral consiste en dos moléculas idénticas de ARN monocatenario
unidas a la vez a una proteina basica, la nucleoproteina p15, que es también

codificada por el gen gag [9].
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Figura 2: Estructura de |a particula viral del virus linfotropico T humano. Cedido

gentilmente por Nicolas Fernandez Larrosa, de su tesis.

Estructura genémica

El genoma de los HTLVs es de alrededor de 10kb de longitud, formado
por moléculas de ARN modificadas segun forma reminiscente de los ARN
mensajeros celulares, incluyendo capsulamiento en el extremo 5 vy
poliadenilacién en el extremo 3. Como en todos los retrovirus, el genoma de
los PTLVs presenta 3 genes estructurales codificadores de las proteinas
virales de envoltura (env), capside (gag) y polimerasas (pol), genes
reguladores de la replicacion viral y secuencias LTR en cada extremo.

El orden de los genes codificantes de proteinas estructurales es
invariable: 5’gag-pol-env 3. A diferencia de otros retrovirus mas simples, los
PTLVs poseen una region en su extremo 3’ denominada pX, con varios marcos
de lectura abiertos (ORFs por opening reading frame) conteniendo genes que
codifican proteinas no estructurales, importantes para la regulaciéon de la

transcripcion y replicacion viral [10] (Figura 3).
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Figura 3. Estructura genémica de los virus linfotrépicos T humanos (HTLVSs).

En cuanto a los genes estructurales, gag codifica una poliproteina
precursora de 53kd (p53), la cual es clivada por la proteasa viral en tres
proteinas. Ellas son (segun orden de traduccién) la proteina de la matriz (p19),
la de la capside (p24), y la nucleoproteina (p15). La p24 es la que presenta
mayor porcentaje de identidad (entre 85 y 91.6%) en su secuencia
aminoacidica entre el HTLV-1, 2, 3 y 4; y es por lo tanto inmunolégicamente
responsable de la reactividad cruzada para los antigenos p24 que se observa
en estos virus [11]. El gen pro, que codifica la proteasa, se encuentra
superpuesto a los genes gag y pol, corresponde a un ORF de 703 nucledétidos
que codifica la proteasa (14kd), que se genera por autoclivado. El gen pol/
codifica para la enzima transcriptasa reversa en el extremo amino-terminal y
para la integrasa en el extremo carboxilo-terminal, ambas implicadas en la

sintesis e integracion del virus en el genoma del huésped en forma de provirus
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[12]. Si bien no se conoce la estructura y conformacién natural de la
transcriptasa reversa de los HTLV, se sabe que la enzima no posee una
actividad correctora (“proofreading”), existiendo la posibilidad de introducir
errores en cada ciclo replicativo, y con ello, generar variabilidad genémica. El
gen env codifica para una proteina precursora (gp61) de la envoltura, la que
después de su digestion enzimatica y glicosilacion origina dos glicoproteinas,
una de superficie (gp46) y una de transmembrana (gp21). Los genes
reguladores, codifican para proteinas de regulacion de la transcripcion del ARN
(p40™, p277% p217®), las que probablemente desempefien un papel en el
establecimiento de la infeccién latente. Este region (pX), posee cuatro ORFs:
el ORF-l codifica para la proteina p12' probablemente implicada en la
transformacién celular y que se uniria a las cadenas B y v del receptor de la IL-
2 interfiriendo en su transporte hacia la superficie celular; el ORF-Il lo hace
para las proteinas p13" y p30"; el ORF-Ill para p27™ (0o Rex) y p21"™
(molécula truncada de Rex) y el ORF-IV para p40'™ (o Tax). El gen tax codifica
para una fosfoproteina de 40kd en el HTLV-1 (p40™®) y de 37kd en el HTLV-2
(p37™), que permite la iniciacion de la transcripcién viral actuando en forma
trans sobre el promotor viral TRE (Tax Responsive Element) y sobre
promotores de algunos genes celulares [13]. No actua directamente sobre el
ADN viral o celular sino a través de intermediarios, tales como factores
celulares de transcripcion, entre ellos el NF-xB que actia a nivel de
promotores inducibles de citoquinas [14]. Tax es también transactivadora de
promotores de genes celulares que codifican para proteinas implicadas en la
activacion, division y proliferaciéon de células huéspedes, tales como la

interleuquina 2 (IL-2), la cadena o del receptor de la IL-2 (IL2-R), la vimentina,
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el factor estimulante de colonia de granulocitos y macréfagos (GMCSF), el
proto-oncogen c-fos y el factor de necrosis tumoral (TNF). Esta funcion
transactivadora de la proteina Tax constituye uno de los primeros factores
virales de la leucogénesis. Ademas, se cree que Tax inhibe la expresion de la
enzima polimerasa B, interviniendo en los procesos de reparacién del ADN, y
con ello perturbando la transcripcion del ADN celular [15]. El gen rex se
encuentra en el ORF Il de la regién pX y codifica para una proteina de 27kDa
(p277), que acttia de manera post-transcripcional, regulando la expresién de
genes virales. Disminuye tanto su propia expresion como la de la proteina Tax
al actuar directamente sobre la secuencia RRE (Rex Responsive Element)
situada en el extremo 3" del LTR. La p277, de igual modo que rev en el virus
de la inmunodeficiencia humana (HIV-1), induce el pasaje de ARNs no clivados
hacia el citoplasma e inhibe la expresion de los ARNs doblemente clivados,
favoreciendo asi la sintesis de proteinas virales estructurales [16]. El extremo

carboxilo-terminal de rex codifica a una proteina de 21 kDa (p217)

aunque
hasta el momento no se ha llegado a atribuirle funcion alguna.

Los LTRs se encuentran en cada extremo del genoma proviral, y son
regiones no codificables que se dividen en U3, R y U5, siendo
caracteristicamente largas en el HTLV-1 (777pb para la cepa de referencia
ATK-1) en comparacion con otros retrovirus. Estos LTRs representan un
elemento regulador esencial de la replicacion viral ya que permiten la
integracion al genoma celular y contienen sitios de fijacién para la ARN
polimerasa. En cuanto a la region U3, posee la sefial de poliadenilacién, la caja

TATA y tres repeticiones de una secuencia de 21pb llamadas TRE que

corresponden a sitios de fijacion para numerosos factores de transcripcion de
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origen celular y de proteinas virales, implicadas ademas en el control del nivel
de transcripcion del ARN viral mediado por Tax. A su vez, la region R contiene
el sitio de iniciacién de la transcripcion, el sitio de poliadenilacién y la mayor

parte de la secuencia implicada en la formacién de la estructura RRE [10].

Replicacion viral

El ciclo de replicacion de los HTLVs, como en otros virus, puede
dividirse en las siguientes etapas: adsorcion, penetracién de la nucleocapside,
liberacién del genoma, insercion del genoma, transcripciéon y produccion de

proteinas y genoma, ensamblaje, brotacién y maduracién (Figura 4).
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Figura 4. Ciclo de replicacion del HTLV-1/2. Cedido gentilmente por Nicolas

Fernandez Larrosa, de su tesis.
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La primera etapa del ciclo de multiplicacién viral, la adsorcién, ocurre a
través de receptores de superficie celular que reconocen a las glicoproteinas
de la envoltura viral, principalmente la gp46. En el afio 2003 se propuso al
transportador 1 de la glucosa (GLUT-1) como receptor del HTLV-1/2, el cual se
halla expresado en todas las superficies celulares de los vertebrados [17-21].
Hallazgos mas recientes sugieren que el ingreso del HTLV-1 a la célula se
halla mediado por la formaciéon de un complejo ternario sobre la superficie
celular formado por las proteinas de envoltura del virus, GLUT-1,
proteoglicanos de heparan sulfato (HSPGs) y neuropilina-1 (NRP-1) [22]. Por
su parte, el HTLV-3 se une eficientemente tanto a células CD4+ como CD8+.
Luego del reconocimiento de las glicoproteinas de envoltura, la envoltura viral
se fusiona con la membrana plasmatica, lo que posibilita el ingreso de la
nucleocapside al citoplasma. Ya en el citoplasma, por decapsidacion, se libera
el ARN viral. Este ARN gendémico es copiado en una cadena simple de ADN
por accién de la transcriptasa reversa viral dando lugar a un hibrido de poca
estabilidad. EIl ARN es degradado por la ARNasa H, y a partir del ADN
monocatenario se forma ADN doble cadena, el que es transportado al nucleo
donde se integra al genoma celular por accién de la integrasa viral. EIl ADN
viral integrado o provirus esta ya en condiciones de ser transcripto a ARN
genomico, aunque puede permanecer como tal tanto tiempo como la célula
sea viable. Cabe senalar que los HTLVs no se integran en ningun locus
especifico sino que su integracién es totalmente al azar [23,24].

La transcripcion del provirus genera tres moléculas diferentes de ARNm.
La de mayor tamafo, también llamado ARN gendmico, puede ser utilizado

para ser encapsidado dentro de las nuevas particulas virales o bien puede ser
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traducido para producir un precursor (p55) de los genes gag y pol que luego de
ser procesado produce tres proteinas: p19 (matriz), p24 (capside) y p15
(nucleoproteina) [25]. Ademas, a partir de ese mismo ARNm es traducida la
proteasa y la transcriptasa reversa. El segundo ARNm codifica el gen env del
cual deriva un precursor de 61-69Kd, dependiendo el grado de glicosilacion.
Este precursor luego es procesado en dos productos finales: gp46 (superficie)
y gd 21 (transmembrana) [25]. Por ultimo, un tercer ARNm codifica las
proteinas de la region pX: p40™ p277e* y p21ReX[25].

El ensamblaje de las proteinas y los ARNs gendmicos tiene lugar en la
proximidad de la membrana plasmatica, donde previamente se han insertado
las proteinas de envoltura ya glicosiladas. Esto posibilita que durante la
brotacion la progenie viral adquiera su envoltura con lipidos y proteinas
pertenecientes a la célula huésped, entre ellas, las moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad. Después de integrado como provirus al genoma
celular, los HTLVs también pueden multiplicarse por expansién clonal de la
célula huésped durante la divisién celular, siendo éste el mecanismo principal
de replicacion de éstos virus [24]. A diferencia del HIV-1 que posee una
variabilidad genémica importante, los PTLVs son relativamente estables. Esta
escasa variabilidad genética se debe principalmente a la ausencia o baja
frecuencia de ciclos replicativos durante la infeccion persistente. Durante esta
etapa, la Unica manera que tiene el virus de multiplicarse es mediante la
expansion clonal de las células que hospedan al virus [26]. Esta baja
variabilidad ha sido utilizada como herramienta molecular para una mejor

comprensién del origen, evolucion, y diseminacién de estos retrovirus.
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Vias de transmision

El HTLV-1/2 se transmite de madre a hijo (TMH), por contacto sexual,
por via parenteral y por transplante de 6rganos [27]. Debido a que el HTLV-1/2
se disemina en el organismo por expansién clonal de las células infectadas y
sinapsis viral, raramente se encuentra virus libre en plasma. Es asi, como la
forma que presenta mayor infectividad es la del virus asociado a células.

+ Transmision Madre a Hijo (TMH): estudios epidemiolégicos realizados en
Japén demostraron que en areas endémicas para el HTLV-1, la transmisién
madre-hijo ocurre principalmente por leche materna [28]. Hino y colaboradores
establecieron que se infectan alrededor del 25% de niflos de madres
seropositivas que amamantan por mas de 12 meses, mientras que solo se
infecta por via transplacentaria o perinatal un 2-5% de los nifios que no fueron
amamantados [29]. En todos los casos, la seroconversion de los niflos ocurre
entre los 18 y 24 meses de edad [29]. También se han reportado casos de
transmision vertical del HTLV-2 en comunidades originarias de Africa vy
América del Sur [28,30,31]. En consecuencia, la lactancia del nifio a partir de
una madre HTLV-1/2 seropositiva es un factor de alto riesgo para la
transmision vertical y el riesgo aumenta en funcion de la prolongacion de la
lactancia especialmente si es superior a los 6 meses [32,33].

+ Transmision sexual: el HTLV-1 se encuentra en fluidos como el semen o
secreciones vaginales. La transmision sexual es mas eficiente de hombre a
mujer y de hombre a hombre, que de mujer a hombre [34]. Se estima que la
posibilidad de transmisién hombre-mujer en una pareja estable al menos por 10
anos, es de 60,8%, mientras que a la inversa esta probabilidad se reduce al

0,4% [35]. En un estudio realizado en los EEUU, se observé que
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aproximadamente 25 a 30% de las parejas sexuales de donantes de sangre
HTLV-1/2 seropositivos sin otro antecedente de riesgo, también estaban
infectados [36]. Otro factor coadyuvante a tener en cuenta que facilita la
infeccién y la transmision es la presencia de enfermedades de transmision
sexual, tanto para hombres como para mujeres [37,38]. Por otra parte, el nivel
de anticuerpos anti-Tax de la persona infectada y la carga proviral estarian
también correlacionadas con el riesgo de transmision [36,39]. En cuanto a la
donacién de semen, estudios realizados in vitro demostraron la capacidad del
fluido seminal de transmitir el HTLV-1 [40]. Pero hasta el momento no hay
reportes que indiquen infeccién directa de espermatozoides. Es asi, como la
transmision sexual se llevaria a cabo por los linfocitos infectados presentes en
el fluido seminal.

+ Transmisidén parenteral: ocurre por transfusién sanguinea o intercambio de
agujas y jeringas entre usuarios de drogas inyectables (UDIs). La transmision
parenteral ocurre con mayor eficiencia si se transfunden componentes
celulares (eritrocitos, linfocitos, plaquetas) o sangre entera. En un estudio
retrospectivo en Japdn se demostr6é que el 63,4% de los receptores de sangre
entera o de productos sanguineos conteniendo células de donantes HTLV-1
seropositivos, desarrollaba anticuerpos anti-HTLV-1 consecutivamente a la
transfusion [41,42]. También para el HTLV-2, se ha reportado infeccion luego
de transfusiones de productos sanguineos celulares contaminados [43].

+ Transmision por transplante: Estudios realizados en Estados Unidos, han
observado que si bien las prevalencias de infeccién por HTLV son mas bajas
en donantes de tejidos que en la poblacion en general existe el riesgo de

adquirir la infeccién a partir de transplante de 6rganos. Ademas, algunos
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autores sugieren incluir técnicas moleculares con el fin de reducir el riesgo de
infeccion para el receptor. Hay reportes sobre receptores de 6rganos tales
como medula 6sea, higado y rifidén, con serologia negativa previa al
transplante, que seroconviertieron luego de recibir el 6rgano desarrollando la
mielopatia asociada al HTLV-1 o paraparesia espastica tropical (HAM/TSP) y

leucemia a células T del adulto (ATL) [44-47].

VIRUS LINFOTROPICO T HUMANO TIPO 1 (HTLV-1)

Caracteristicas generales

El HTLV-1, primer oncoretrovirus humano descripto, fue aislado por dos
grupos de investigadores en forma independiente. En 1980 Poiesz y
colaboradores recuperaron al HTLV-1 de una linea celular de linfoblastos, la
HUT 102, establecida a partir de una biopsia ganglionar de un paciente de raza
negra de Estados Unidos que padecia un linfoma cutaneo T [2]. Este
aislamiento fue denominado HTLV por virus linfotrépico T humano. En 1981
Yoshida y colaboradores lograron otro aislamiento en Japdn a partir de una
linea celular, la MT1, que fuera establecida con células de sangre periférica de
un paciente con una peculiar leucemia T llamada leucemia a células T del
adulto (ATL) [48]. Este virus, entonces llamado ATLV por virus de la leucemia
a células T del adulto, era similar al virus linfotrépico T humano previamente
descripto y paso6 luego a ser denominado HTLV-1 [49]. En 1983, Seiki logré la
secuencia completa del virus aislado del paciente japonés, la que fue
identificada como HTLVatk-1, constituyendo la primera secuencia de referencia

para este retrovirus [50].
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Epidemiologia

El HTLV-1 se encuentra diseminado en gran parte del mundo afectando
aproximadamente entre 15 y 25 millones de personas (Figura 5) [51]. Existen
regiones endémicas con cifras muy elevadas (> 15%) para esta infeccion en
Japén, especialmente en las islas del sudoeste, y en algunas areas de Africa,
asi como en Melanesia y en las islas Seychelles [51]. Se encontraron
endemias con cifras intermedias (5-14%) en el Caribe y algunas regiones de
Africa Occidental, y con cifras bajas (<5%) en Australia y algunos paises
latinoamericanos como Colombia, Peru, Panama, Brasil, Chile y Argentina [52-
55]. La seroprevalencia aumenta con la edad y es mayor en mujeres que en

hombres.

.

Figura 5: Distribucion mundial de HTLV-1
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La prevalencia del HTLV-1 en donantes de sangre de diferentes paises
del mundo varia segun la regidn geografica estudiada. Asi, existen areas
endémicas como Japén donde la prevalencia en donantes de sangre llegé a
ser de 13.14%, Martinica entre 3-5% y en Trinidad y Tobago de 1.5% [56-58].
Por otro lado, en areas no endémicas se reportaron prevalencias de HTLV-1
de 0.01% en Estados Unidos, 0.03% en Canada, 0.002% en Noruega, 0.003
en Francia y 0.0056% en Grecia [59-64]. En cuanto a Sudamérica, la
prevalencia de HTLV-1 en donantes de sangre de Argentina, Brasil, Colombia
y Perl, dependiendo del area estudiada, puede llegar hasta el 2%;
considerandose éstas como areas de prevalencia baja [65-69].

Los primeros estudios para detectar la infeccion por este virus en
mujeres embarazadas se realizaron en Japén, pais de alta endemicidad,
donde se reportaron cifras de prevalencia de hasta el 7.1% en el ano 1989
[70]. Pero el Programa de Prevencion de ATL que implementaron desde 1987
y que incluye a esta poblacion disminuyo6 la tasa de transmisién madre-hijo del
20% al 3% [71]. Entre las medidas de prevencién se sugiere no amamantar si
son madres HTLV-1 seropositivas, como actualmente recomienda el Centro de
Control de Enfermedades de Estados Unidos (CDC). Estudios realizados en
paises endémicos del continente americano en embarazadas saludables de
bajo riesgo, mostraron una prevalencia de HTLV-1 de 1,93% en Martinica [72],
mientras que en mujeres de origen Quechua de Cuzco y Quillabamba de Perd
se detectd un 2,3% [73]. En Salvador, Bahia, Brasil, 0,7% a 0,88% de mujeres
embarazadas de bajo nivel socio econémico son HTLV-1 positivas [74].
Estudios mas recientes en mujeres embarazadas realizados en paises no

endémicos de Europa, demostraron que la prevalencia del HTLV-1/2 no
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superaba el 0.02% y ademas era 6 veces mayor que en donantes de sangre
de la mismo area [75].

En poblaciones de UDIs se observaron seroprevalencias para HTLV-1
que llegan hasta el 30%, segun la region estudiada [76]. Asi, en UDIs de
Europa y Estados Unidos la prevalencia de este retrovirus no supera el 0.3%
contrariamente a lo que ocurre en Brasil donde el HTLV-1 es el tipo viral mas
frecuente en esta poblacion (12.6%) [77-80]. En cuanto a las trabajadoras
sexuales mujeres (TS), en paises donde el HTLV-1 es endémico como Japon,
Zaire, Peru y Brasil la prevalencia varia de 2.8% a 7.3% mientras que en areas
no endémicas como Espafna y Singapur, la prevalencia no supera el 0.6%
[38,81-85]. Por otro lado, los hombres que tienen sexo con hombres (HSH)
presentan prevalencias de HTLV-1 que concuerda con las areas de
endemicidad para este retrovirus siendo, por ejemplo, de 1.8% en Peru

mientras que en Europa y estados Unidos no supera el 0.4% [86-88].

Enfermedades asociadas

El HTLV-1 es el causante etioldgico de una enfermedad neurolégica
llamada mielopatia asociada al HTLV-1 o paraparesia espastica tropical
(HAM/TSP), y una de naturaleza hematolégica denominada Leucemia a
Células T del Adulto (ATL) aunque la mayoria de los portadores de éste virus
permanecen asintomaticos a lo largo de sus vidas [89-93]. Hasta el momento
no se ha demostrado la existencia de una cepa viral neuropatogénica o
leucemogénica ni se ha podido relacionar la variabilidad genética de
aislamientos virales con el desarrollo de alguna de las enfermedades
asociadas. Se estima que éstas patologias serian el producto de una

conjuncién de la carga proviral del in6culo, factores genéticos del huésped
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como el haplotipo del antigeno leucocitario humano (en inglés, HLA) y la
variabilidad genética del virus [94].

Si bien la presentacién de ambas patologias en el mismo individuo se
considera como excepcional, en Salvador, Brasil, el 14% de los pacientes con
ATL, manifiestan ademas HAM/TSP [95]. Ademas, la infeccién por HTLV-1 esta
asociada con el desarrollo de otras enfermedades severas que pueden ser
clasificadas en dos categorias: sindromes inflamatorios (uveitis intermedia,
miositis, polimiositis, artritis, neumonitis pulmonar infiltrativa) e infecciones
oportunistas (hiperinfeccién por Strongyloides stercoralis y dermatitis infecciosa
en nifos) [96]. Tanto la ATL como la HAM/TSP se encuentran con mayor
frecuencia en areas en donde el virus es endémico, aunque solo el 1 a 5% de
sujetos HTLV-1 seropositivos tiene el riesgo de desarrollar una de las dos
patologias a lo largo de sus vidas. Ademas, se ha propuesto que la via de
infeccion primaria determinaria el curso de la patogénesis subsecuente.
Especificamente, la exposicion a través de las mucosas con el HTLV-1 ha sido
asociada al desarrollo de ATL mientras que la infeccibn a través de

transfusiones ha sido correlacionada con el desarrollo de HAM/TSP [97].

Leucemia a Células T del Adulto (ATL)

La Leucemia a Células T del Adulto (ATL) es una leucemia linfocitaria T
CD4+, endémica en el sur de Japdn donde fue descripta por primera vez en
1977 [92]. La ATL se manifiesta con mayor frecuencia en regiones donde la
infeccion es endémica y donde la misma es adquirida a temprana edad por
transmision vertical. En nuestro pais se encuentra con alta prevalencia, al igual

que la HAM/TSP, en el Noroeste argentino [98]. Tiene un periodo de
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incubacion minimo de 20 afios con una edad de presentacién promedio de 50
anos y similar en ambos sexos. Se desarrolla con més frecuencia en individuos
infectados por transmisién madre a hijo, lo que resulta en una mayor incidencia
intrafamiliar [99]. Se han descrito casos excepcionales de ATL postransfusional
en individuos inmunocomprometidos y politranfundidos.

Esta leucemia es la Unica afeccién humana neoplasica conocida ligada
directamente a la infeccién por un retrovirus. Si bien en los ultimos afos ha
habido un avance notorio en la investigacion de los mecanismos oncogénicos,
aun no han sido del todo aclarados, la proteina Tax tendria un rol fundamental

en la leuquemogénesis como se resume brevemente en la figura 6 [100].

Activacion de vias:
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4
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Figura 6: Efectos pleiotrépicos de la expresién de la proteina Tax (Adaptado de Mahieux et al.,

2003 [101]).

Si bien la expresion de Tax es minima en el transcurso de la ATL,

parece ser que su presencia es necesaria para mantener el fenotipo maligno in
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vitro [102]. En la ATL se observa una integracién monoclonal de uno o varios
provirus en el genoma de las células tumorales, mientras que en los
portadores asintomaticos la integracion es policlonal [103]. Ademas, en los
pacientes con ATL se producen niveles moderados de anticuerpos con cargas
provirales elevadas. La ATL presenta caracteristicas clinicas semejantes a
otras leucemias agudas, tales como infiltrados de células malignas en médula
0sea, ganglios linfaticos y piel, configurando un patrén clinico con afeccién de
visceras, huesos, pulmén e infecciones oportunistas con alteracion de la
funcidbn hepatica, lesiones osteoliticas y distintos tipos de lesiones
dermatolégicas. Son patognomoénicos los linfocitos pleomorficos con nucleos
hipersegmentados en forma de trébol en sangre periférica y la hipercalcemia.
También se presentan formas clinicas cronicas, linfomatosas y latentes [101].
El diagnéstico debe considerar caracteristicas clinicas y resultados de
laboratorio, tales como la morfologia de linfocitos, el inmunofenotipo, la
histologia de los tejidos afectados en los casos de linfoma; estudios
serolégicos para detecciéon de anticuerpos anti-HTLV-1 en plasma/suero y
estudios moleculares que permitan detectar el genoma viral en los cortes
histolégicos. El diagnéstico diferencial de ATL incluye otras leucemias a
células T tales como la leucemia promielocitica a células T, el sindrome de
Sézary, linfomas a células T periféricos o la enfermedad de Hodgkin [101]. La
ATL aguda tiene un curso rapidamente progresivo presentando una sobrevida
de 6 a 9 meses, por lo que es comun el sub-diagndstico si no se cuenta con
laboratorios especializados que permitan su clasificacion en forma certera y
rapida, antes de la precipitada evoluciéon a un desenlace fatal, como sucede en

la mayoria de los casos. En cuanto al tratamiento, hasta el momento las
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terapias disponibles presentan una eficacia minima con pocos individuos
respondedores. Las estrategias empleadas incluyen tratamientos
quimioterapéuticos, con un sinnamero de drogas utilizadas, la mayoria de ellas
produciendo remision parcial y solo en muy pocos casos la remisién total de

los casos agudos de ATL [104].

Mielopatia Asociada al HTLV-1/Paraparesia Espastica Tropical (HAM/TSP)

Este sindrome neurol6gico anteriormente definido por Montgomery bajo
el nombre de paraparesia espastica tropical (PET), fue descrito por primera
vez en Jamaica en 1988 [105]. En 1985 Gessain y colaboradores detectaron
en Martinica una prevalencia muy alta de anticuerpos anti-HTLV-1 en
pacientes con paraparesia espastica, asociando por primera vez esta patologia
con la infeccion por el HTLV-1 [90]. Un afo después Osame y colaboradores
describieron en Japdén un cuadro similar al que denominaron mielopatia
asociada al HTLV-1 (HAM) [106]. Cuando se establecié que ambas entidades
eran idénticas, se adoptd el término de HAM/TSP para referirse a ellas y la
TSP dej6 de considerarse exclusivamente tropical [107].

La HAM/TSP se encuentra en distintas partes del mundo con focos de
prevalencia variable dentro de regiones donde las cifras de infeccién por
HTLV-1 son uniformes. Esta caracteristica sugiere la participacién de
cofactores, ya sean ambientales o genéticos para la manifestacién de la
enfermedad en individuos portadores del virus. Se han observado focos de alta
incidencia en el sur de Japén, Colombia, Africa, y en las islas Seychelles y de
menor incidencia en algunos paises de América del Sur como Brasil y Chile

[33,108,109]. Cuando la HAM/TSP se presenta en areas no endémicas, su
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origen frecuentemente se asocia a individuos inmigrantes de areas endémicas
o descendientes de los mismos [33,110].

La HAM/TSP es un sindrome neurolégico desmielinizante caracterizado
por destruccién celular y manifestacién de un proceso inflamatorio en el
sistema nervioso central (SNC) que afecta primariamente la espina dorsal y el
cerebro. Se desarrolla en individuos de edad adulta siendo mas prevalente en
mujeres. El periodo de incubacién es de 15 a 20 anos si la via de transmision
es de madre a hijo o de tipo sexual, y de 3 meses a 3 afos si es por
transfusion [111]. LA HAM/TSP muestra integracion policlonal del provirus en
las células T CD4+ (2 a 5%) y alto titulo de anticuerpos anti-HTLV-1 tanto en
suero/ plasma como en liquido céfalo-raquideo (LCR) y una elevada carga
proviral [112]. En sangre periférica, se puede observar las células con nucleo
multilobulado y un alto nivel de linfocitos CD4+ activados vy linfocitos CD25+
que se caracterizan por su capacidad para proliferar espontaneamente in vitro
[113,114]. Se sugiere que el dafio en el SNC podria ser causado por un efecto
directo de la invasién viral al SNC o bien como producto de la respuesta
inmune celular a la infeccién en un microambiente proinflamatorio [115].

La presentacién se caracteriza por una debilidad de miembros inferiores
que se incrementa progresivamente hasta llegar a una discapacidad motora
invalidante. Con el tiempo, se establece una paraparesia espastica con
aumento de reflejos tendinosos de miembros inferiores (hiperreflexia) y vejiga
neurogénica. Puede ademds observarse impotencia en hombres, calambres en
miembros inferiores, dolor lumbar, estreiimiento y alteraciones de Ila
sensibilidad. A diferencia de la esclerosis multiple, los nervios craneales no

estan involucrados, y la funcién cognitiva no se encuentra afectada. Los
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criterios actuales de diagndstico de HAM/TSP han sido establecidos por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) [41]. La confirmacién del diagnéstico
de pacientes con mielopatia progresiva crénica que no padecen
inmunodeficiencia, debe incluir también la deteccién de anticuerpos especificos
anti-HTLV-1 en suero/plasma y LCR, ademas de excluir cualquier otra
patologia posible como tumores de médula espinal, lesiones compresivas y
otras mielopatias [116].

Las actuales terapias que tienen por objeto reducir la replicacién viral y/o
la invasion de los tejidos no han producido resultados del todo satisfactorios.
Los corticoides y andrégenos sintéticos son frecuentemente utilizados,
especialmente en la fase inicial de la enfermedad y por otro lado, el Interferon-
betala, por sus efectos inmunomoduladores y antivirales, se utiliza para

disminuir los efectos del sistema inmune en el dafo del SNC [117-119] .

Filogenia

Comparando secuencias gendmicas de virus de distintas regiones del
mundo se demostré cierta variabilidad genética, que aunque escasa
comparada con HIV-1, es suficiente para establecer diferentes subtipos virales
relacionados geograficamente [120,121]. Se ha observado que aislamientos
provirales de diferentes regiones como Africa, Japén o América del Sur,
presentaban mas del 97% de identidad nucleotidica. Las cepas aisladas de
Melanesia (Mel) muestran la mayor divergencia (5 a 8,5% en env) con
respecto a la cepa prototipo, HTLVaTk-1; tanto es asi, que la secuencia HTLV-
1veLs presenta un 91,5% de homologia con el referido prototipo [122]. En un

comienzo se habia postulado un origen asiatico, pero tiempo después
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surgieron evidencias de un posible origen africano, siendo hoy en dia el origen
filogeografico de los PTLV-1 aun desconocido [26] .

El HTLV-1 se divide filogenéticamente en siete subtipos: Cosmopolita
(a), Africa Central (b y d), Melanesia (c), Zaire (e), Gabon (f) y Camertn (g)
[7,123,124]. El subtipo Cosmopolita se ha diseminado por todo el mundo y esta
compuesto por 5 subgrupos: Transcontinental (A), Japonés (B), Africa del
Oeste (C), Africa del Norte (D), y Peruanos Negros (E) [125].

Ha sido sugerido que la introduccion del subtipo Cosmopolita del HTLV-
1 en el continente americano, fue el resultado de las repetidas migraciones
mongoloides pre-colombinas a través del estrecho de Bering, y también por
migraciones post-colombinas asociadas al mercado de esclavos africanos.
Mas tarde, la caracterizacién molecular ha demostrado que el subgrupo A
Transcontinental era al mas ampliamente distribuido. Por otro lado, el
subgrupo B Japonés ha sido detectado en Peru y Brasil en individuos
inmigrantes de Jap6n mientras que el subgrupo E de Negros Peruanos ha sido
descripto en individuos de comunidades originarias con ascendencia negra

[124,126] .

VIRUS LINFOTROPICO T HUMANO TIPO 2 (HTLV-2)
Caracteristicas generales
El HTLV-2 es el segundo oncoretrovirus humano descrito. Este virus
comparte un alto grado de homologia con el HTLV-1 (65%), tanto en su
estructura genémica como en sus propiedades biologicas [127]. El primer
aislamiento (Mo) se realiz6 en 1982 a partir de una linea de células linfoides T

de origen esplénico, obtenidas de un paciente norteamericano que padecia
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una leucemia T atipica a tricoleucocitos [4]. Aproximadamente dos afios mas
tarde, el mismo laboratorio aislé otro HTLV-2 a partir de sangre de otro
paciente que también padecia este tipo de leucemia [128]. En comparacion
con el HTLV-1 los aislamientos de cepas HTLV-2 han sido menos frecuentes.
Algunos se han logrado a partir de cultivos a largo término de células
mononucleares provenientes de individuos asintomaticos de comunidades
originarias del continente americano, de UDIs infectados o no por HIV-1 y de
individuos politransfundidos [129,130]. La primera secuencia completa se
realiz6 a partir del aislamiento Mo observandose que la organizacion
estructural y el tamano del HTLV-2 (8952 bases) eran similares a los del
HTLV-1 [127]. Luego se describieron otras dos secuencias completas, una
proveniente de un paciente con leucemia T a tricoleucitos (NRA) y otra de un

aborigen de la tribu Guaymi de Panama (G12) [131,132].

Epidemiologia

Se estima que el HTLV-2 infecta alrededor de 3 a 5 millones de
personas en el mundo y ha sido demostrado que, al igual que el HTLV-1, es
endémico en diferentes partes del mundo. Entre los grupos de poblaciones
humanas afectadas por el HTLV-2, se encuentran poblaciones de aborigenes
del continente americano donde el virus se presenta en forma naturalmente
endémica [133]. Entre ellas se mencionan las de América del Norte y Central,
tales como los Navajo y los Pueblo en Nueva México, los Seminola en Florida
o los Guaymi en Panama. En América del Sur, los primeros hallazgos de altas
tasas de seroprevalencia para HTLV-2 se realizaron en dos tribus de Brasil, la

Cayapo y la Kraho [134-137]. Posteriormente, en 1993, se encontr6 al HTLV-2
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en nativos que residen en el este del Amazonas, en las comunidades
Munduruku, Arara do Laranjal y Tyrio, indicando la presencia de otros focos
endémicos para HTLV-2 en Brasil [138]. Entre los grupos estudiados en
Colombia se encuentran los Wayuu que residen en la costa Atlantica, los
Guahibo en Orinoco y los Tunebo que habitan en la region Santander del pais
[139]. En Venezuela el HTLV-2 es endémico entre los Pume que viven en el sur
del pais [140]. Estudios realizados en Chile confirmaron también la presencia
del virus en nativos de la Isla Chiloé y en la ciudad de Pitrutken, donde adn
viven individuos paleo-mongoloides; mientras que en Paraguay, el HTLV-2 se
ha reportado en la comunidad originaria de los Sanapanas [52,141].

La infeccién por HTLV-2 ha sido detectada en donantes de sangre con
cifras de seroprevalencia para areas no endémicas como Estados Unidos que
oscilan alrededor de 0,03% [142]. Al contrario de lo que ocurre con el HTLV-1,
que la prevalencia aumenta con la edad, para el HTLV-2 se ha observado que
las prevalencias mas altas se observan en los donantes de sangre de edad
media, sugiriendo un efecto atribuible a una epidemia en UDIs y transmisién
sexual del HTLV-2 en los afios 1960s y 1970s [143]. En Africa, estudios
realizados en Senegal, reportaron prevalencias que no superan el 0.02%
mientras que en Mozambique no se ha detectado ningun caso [144,145]. En
Europa la prevalencia de este retrovirus en donantes de sangre no supera el
0.3% en Suiza mientras que en Dinamarca (0.001%) y Francia (0.015%) son
aun mas bajas. En cuanto a Sudamérica, se han observado prevalencias bajas
en Brasil (0.02%) y Venezuela (0.01%) no habiéndose encontrado donantes de

sangre HTLV-2 positivos en Peru [68,146,147].
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Hacia fines de los afios ‘80 y en los "90, se fue confirmando la presencia
de HTLV-1/2 en diferentes grupos de UDIs de distintas partes del mundo, con
la posibilidad de que el HTLV-2 representara un significativo porcentaje de
estas infecciones, aunque aun no existian pruebas seroldgicas rutinarias para
distinguir entre los dos tipos virales. Pero, el HTLV-2 no suscitaba mayor
interés hasta que un estudio en UDIs de Queens, Nueva York, demostrd la
presencia del mismo con una prevalencia muy alta, y aun mayor que para el
HTLV-1 [76]. Ademas, existen estudios que observan casos de coinfecciones
HTLV-2/HIV-1 en UDIs, por ejemplo en Estados Unidos, se detecta HIV-1 en 6
a 25 % de los individuos HTLV-2 seropositivos [148]. También se registraron
casos similares en algunos paises de Europa y mas recientemente de América

del Sur [149,150].

Ademas de las poblaciones humanas infectadas por HTLV-2 hasta
ahora conocidas se han descripto infecciones por el HTLV-2 en algunas areas
de Africa. La presencia del HTLV-2 fue detectada en el continente africano
(Africa Occidental) en mujeres HIV-1 seropositivas que ejercian la prostitucion,
en Guinea en donantes de sangre y en dos poblaciones de Pigmeos que aun
viven aisladas, una en el este del Zaire y la otra en el oeste de Camerun [151-

153] (figura 7).
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[] HTLY-2 epidémico

Figura 7: Distribucion mundial de HTLV-2 endémico y HTLV-2 epidémico.

Enfermedades asociadas

A diferencia de lo que ocurre con el HTLV-1, hasta el momento no se ha
podido establecer que el HTLV-2 fuera el agente causal patogénico de una
enfermedad especifica. Algunos estudios por reaccibn en cadena de la
polimerasa (PCR) describieron la presencia de fragmentos de genoma HTLV-2
en lesiones cutdneas de pacientes con linfomas T cutaneos pero HTLV-2
seronegativos, sugiriendo la posibilidad de su vinculacion a genomas virales
defectivos. Por otro lado, existen numerosos trabajos enfocados en encontrar
asociaciones entre la infeccion por HTLV-2 y diversas patologias
hematoldgicas, pero aun no se ha logrado reproducir una relacién causal entre
virus y enfermedad [154]. A su vez, existen estudios que relacionan al HTLV-2
con cuadros neurolégicos similares a la HAM/TSP como mielopatias cronicas,

ataxia, ademas de un aumento de la incidencia de neumonia, bronquitis,
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tuberculosis, infecciones de rifdn, vejiga, asma y enfermedades autoinmunes
como artritis [155]. Aunque estas entidades clinicas han sido relacionadas con
el HTLV-2, se necesitan datos adicionales que demuestren un verdadero rol
patogénico del HTLV-2 y que establezcan su asociacion con una enfermedad
especifica [135,156]. Es decir que mientras el rol del HTLV-1 en la patogenia
de dos enfermedades bien definidas (ATL y HAM/TSP) esta categéricamente
establecido, aun resta por dilucidar la trascendencia de la infeccion por HTLV-
2. Existe creciente evidencia que confirma un rol protector del HTLV-2 en
individuos coinfectados con HTLV-2/HIV-1 que se manifiesta en una mayor
sobrevida y retardo en la progresién al sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA). El efecto protector se estima que es el resultado de un
mantenimiento de los niveles de CD4+ y CD8+ dentro de rangos normales,
disminuyendo la replicacién del HIV-1 y aumentando la activaciéon del sistema
inmune. Ademas, el numero de progresores lentos para SIDA en el grupo de
coinfectados con HTLV-2/HIV-1 fue significativamente superior comparada con

individuos monoinfectados con HIV-1 [157].

Filogenia

En 1990, Hall y colaboradores analizaron la proteina gp21 del HTLV-2 a
partir de UDIs de Estados Unidos [158]. Los resultados demostraron la
existencia de dos subtipos moleculares, a y b, con una divergencia de un 4%
en dicha proteina. Estos subtipos fueron luego confirmados analizando
completamente el gen de la envoltura, y un fragmento de 140 pares de bases
de la region pol [159]. El grado de identidad nucleotidica entre los subtipos a y

b es aproximadamente de 95%, con una divergencia que varia de 2 a 7%
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segun el gen analizado [160]. La divergencia nucleotidica que se encuentra
dentro de cada subtipo es muy baja, siendo de alrededor de 0,2 a 1% como
maximo [161]. El subtipo HTLV-2a es el que se encuentra en mayor proporciéon
en UDIs mientras que el b es el mas frecuentemente hallado en comunidades
originarias del continente americano. Actualmente se conocen dos subtipos
mas de HTLV-2, el subtipo ¢ descripto en aborigenes de Brasil y el subtipo d

caracterizado a partir de un pigmeo Bambuti de Zaire en Africa [162,163].

VIRUS LINFOTROPICO T HUMANO TIPO 3y 4 (HTLV-3/4)

Caracteristicas generales

En el ano 2005, dos laboratorios informaron independientemente el
descubrimiento de un nuevo integrante de los PTLVs: el HTLV-3 [7,164]. Estos
retrovirus fueron detectados a partir de individuos asintomaticos de Camerdn
cuyos sueros presentaban resultados indeterminados por western blot (WB).
Por un lado, un grupo francés describié el aislamiento HTLV-3PYL43, mientras
que en el grupo americano, el aislamiento HTLV-32026ND. Comparaciones del
genoma completo y andlisis filogenéticos han demostrado que la organizacién
gendmica del HTLV-3 es similar a la de algunas secuencias de STLV-3 de
Africa central y comparten una identidad nucleotidica de 87 a 99% por lo que
es razonable sugerir que el HTLV-3 en humanos ha sido adquirido por una
transmision interespecie, desde monos infectados con STLV-3 [7,164,165].
Recientemente, una tercera secuencia denominada HTLV-3Lobak18, ha sido
descubierta a partir de las CMSP de un cazador de Camerun.

El HTLV tipo 4 (HTLV-4) consiste hasta el momento de un Unico

aislamiento humano, que como el HTLV-3, ha sido identificado en Camerun a
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partir de un individuo que presentd un patron indeterminado por WB [7]. El
analisis filogenético realizado con fragmentos pequenos de los genes poly tax
permitieron definir un nuevo linaje monofilético separado con un valor de
soporte significativo, llamado “HTLV-4”, que posteriormente fue confirmado con
el analisis del genoma completo [7,11]. La comparacién del aislamiento HTLV-4
(HTLV-4(1863LE)) con secuencias prototipo de los distintos PTLVs ha
demostrado que este virus es filogenéticamente equidistante del HTLV-1
(identidad del 62%), PTLV-2 (identidad del 70.7%), y PTLV-3 (identidad del
63.4%) [7,11]. Segun el andlisis de reloj molecular, se ha sugerido que el linaje
del HTLV-4 ha divergido de su progenitor PTLV-2 hace unos 200 millones de
anos y seria aun anterior a los ancestros del HTLV-1, 2, y 3, conservando
muchos de las estructuras funcionales importantes para la expresion viral y
posible oncogénesis. A partir de datos previos de HTLV-1/STLV-1 y HTLV-
3/STLV-3, cabe esperar que hubiera una especie de monos infectada o bien
que en el pasado hubiese existido un equivalente simiano del HTLV-4 aunque
hasta el momento todos los estudios realizados en pos de hallar éste virus, han
fracasado [166].

Se desconoce la prevalencia, distribucién y modos de transmisién interhumana
de los virus HTLV-3 y HTLV-4. Hasta el momento, los Unicos datos disponibles
fueron obtenidos de unos pocos miles de individuos que habitan el sur de
Camerun en Africa central, un area donde el STLV-3 ha sido detectado en
diferentes especies de monos [166-168]. Basados en estos resultados, y en los
de HTLV-1/STLV-1, se podria hipotetizar que los virus HTLV-3 y 4 se
encuentran ampliamente distribuidos en otras areas de la selva de Camerun y

en otros paises de Africa central (figura 8).
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Figura 8: Distribucion de HTLV-3 y HTLV-4

Epidemiologia del HTLV-1/2 en Argentina

La presencia de HTLV-1/2 fue reportada por primera vez en nuestro pais
en 1989, en un grupo de UDIs de la ciudad de Buenos Aires y en estudios
posteriores, se fueron detectando tanto el HTLV-1 como HTLV-2, en otras
poblaciones vulnerables [66]. En 1993, se observé que al igual que en otras
comunidades originarias del continente americano, la infeccién por HTLV-2 era
endémica en comunidades Tobas y Wichis de la Region Chaquefa (Formosa,
Chaco) y se confirmé la importancia de la transmisién del virus de madre a hijo
muy probablemente debido a los largos periodos de lactancia que acostumbran
dichas poblaciones [169,170]. Luego, se detectd este virus en una comunidad
Mapuche del sur de nuestro pais con una prevalencia de 2% [171]. A partir de

1994, se describe la presencia de ambos virus en donantes de sangre de
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Buenos Aires, con cifras de prevalencia bajas (0.09%), similares a las
observadas en paises no endémicos y en mujeres embarazadas [172-176]. La
infeccién por HTLV-1 también fue detectada en hemodializados de diferentes
centros de Buenos Aires y en un paciente receptor de transplante de higado
[177,178]. Asi, Argentina fue considerada como no endémica para la infeccion
por HTLV-1, hasta que se reporté por primera vez, una alta prevalencia de
HTLV-1 en comunidades originarias (2.3%) y donantes de sangre de la
provincia de Jujuy (0.97%) y Salta (0.71%) [169,179]. Los primeros casos de
HAM/TSP se describieron en Jujuy, Salta y en la ciudad de Buenos Aires y en
1995, fueron descriptos por primera vez, 5 casos de ATL en nuestro pais [180-
183]. Al presente es una certeza que tanto la infeccion por HTLV-1 como sus
enfermedades asociadas, HAM/TSP y ATL, son endémicas en el noroeste
argentino [98,180]. En cuanto a la distribucion de la infeccién en nuestro pais,
podemos observar que, similar a lo que ocurre en América Latina, existe una
restriccion  étnica/geografica con comunidades originarias del Noroeste
infectadas por HTLV-1 (familia Aymara de Salta y Jujuy) y otras de la Region
Chaquena infectadas por el HTLV-2 (familia Mataco-Guaycuru de Formosa y

Chaco) [184].

Diagnéstico de infeccion por HTLV-1/2

Los virus HTLV-1 y HTLV-2 tienen un alto grado de similitud (65%) en
sus secuencias nucleotidicas. En consecuencia, existe una fuerte reactividad
cruzada de la respuesta inmune. Esto permite que se puedan detectar
anticuerpos dirigidos contra proteinas de cualquiera de ellos a partir de lisados

de un solo tipo [185]. Actualmente, se cuenta con equipos de nueva generacién
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con formato tipo sandwich que incluyen antigenos de péptidos recombinantes
y/o sintéticos para ambos tipos virales, aumentando la sensibilidad vy
especificidad [186]. En los Estados Unidos y Europa, los ELISAs son los
equipos mas utilizados para tamizaje, mientras que en Japén el mas usado es
la aglutinacién de particulas (AP). Hay autores que proponen un algoritmo dual
de ELISAs para aumentar la sensibilidad del tamizaje [187]. Las muestras
repetidamente reactivas deben luego ser confirmadas por una técnica
adicional, aun mas especifica, como el WB [188]. El equipo de WB mas usado
se basa en lisados de virus enteros con el agregado de antigenos
recombinantes de la envoltura (GD21) presentes en ambos retrovirus y de
péptidos especificos de la envoltura del HTLV-1 (rgp46-1) y del HTLV-2 (rgp46-
2), que permiten distinguir los dos tipos virales [189]. Si bien ésta técnica no
esta aprobada por la administracién de alimentos y drogas de Estados Unidos
(Food and Drug Administration, FDA) hasta el momento, es la mas
frecuentemente utilizada. Este analisis puede brindar cinco resultados distintos:
negativo (ausencia de bandas especificas de los dos tipos virales); HTLV-1
positivo (reactividad a gag -p19 y/o p24- y env -GD21 y rgp46-1); HTLV-2
positivo (reactividad a gag -p19 y/o p24- y env -GD21 y rgp46-2-); HTLV
positivo (reactividad tanto a ambas gag -p19 y p24- y env -GD21-, sin
clasificacion en tipo viral) e indeterminado (reactividad a proteinas especificas
virales que no cumplen con los criterios de positividad antes mencionados

(Figura 9).
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Figura 9. Diferentes patrones de WB (WB2.4 Genelabs Diagnostic Biotechnology). Linea 1,
muestra negativa; linea 2, muestra HTLV-1-positiva; linea 3, muestra HTLV-2 positiva; linea 4,
muestra HTLV sin tipificar; linea 5, patrén indeterminado HGIP; linea 6, patrén indeterminado

con una banda aislada rgp46-Il.

En los casos indeterminados o HTLV sin tipificar por WB, se recomienda
realizar una PCR con alta sensibilidad para evitar falsos negativos vy
suficientemente especifica para diferenciar entre los distintos tipos virales
(HTLV-1 y HTLV-2) [190]. Como minimo se deben registrar dos fragmentos de
genes virales distintos para considerar positivo al resultado [191]. Aquellas
muestras que amplifiquen Unicamente uno de los fragmentos analizados,
seguiran siendo indeterminados. En todos los casos en que no se pueda
realizar una PCR, y len os que resultaran indeterminados por PCR, se
recomienda realizar el diagnostico serélogico cada 4 meses durante 1 ano,

para verificar la infeccion (figura 10).
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Figura 10. Algoritmo diagnostico de infeccion por HTLV-1 y HTLV-2 en adultos propuesto por
la Red Europea de Investigacién del HTLV (HERN).

Resultados indeterminados por WB

Los casos de resultados indeterminados por WB fueron observados con
prevalencia considerable entre donantes de sangre y poblaciones africanas.
Uno de los patrones de WB indeterminados mas frecuentes en estas
poblaciones es el llamado “Patron HTLV-l gag Indeterminado” (HGIP) que
presenta las bandas correspondientes a gag (p19, p26, p 28 y p32 y 53) con
ausencia de p24 y gp46. En Africa, Mahieux y colaboradores determinaron la
existencia de reactividad cruzada entre proteinas Gag del HTLV-1 y antigenos
derivados de Plasmodium falciparum, sugiriendo que éste tipo de patrén

frecuente y particular no es causado siempre por la infeccién por HTLV-1, sino
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que en ocasiones estaria asociado a infeccién por Plasmodium falciparum
[192]. Sin embargo, en areas donde este patdégeno no se encuentra presente,
otros autores sugieren que el patrén indeterminado puede deberse a
reacciones cruzadas con retrovirus enddgenos [193]. Tanto en Europa como en
Estados Unidos, Japén y Brasil se ha demostrado que los patrones
indeterminados por WB podrian deberse a reacciones cruzadas con otros
STLVs, virus Varicella- Zoster y hasta el virus del dengue [190,194,195]. Varios
estudios han demostrado la presencia de patrones indeterminados HGIP mas
frecuentemente entre donantes de sangre de areas endémicas para la
infeccion por HTLV-1/2, igual a lo reportado en areas no endémicas como

Taiwan y Argentina [192,196,197].

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana tipo 1 (HIV-1)

El HIV-1, descubierto en el afo 1981, es un retrovirus del género
Lentivirus dentro de la familia Retroviridae [5,198,199]. La estructura, ciclo y
modos de transmision son similares a los del HTLV. Segun las estimaciones
mas recientes del Programa Conjunto de la Naciones Unidas sobre HIV/SIDA
(UNAIDS, 2009) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), a fines de 2008
el nimero de personas viviendo con HIV era de 33.4 millones (rango: 31.1-
35.8 millones) en todo el mundo. Segun los datos presentados por UNAIDS en
el afio 2009, Africa subsahariana sigue siendo la regién mas afectada por la
epidemia de HIV/SIDA [200]. Las epidemias en Europa Oriental y Asia Central
se encuentran caracterizadas por una rapida propagacion debida
principalmente al aumento del consumo de drogas inyectables y relaciones

sexuales sin proteccién entre los mas jovenes. En los paises de ingresos mas
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elevados (América del Norte, Europa Occidental, Meridional y Septentrional) el
numero total de personas que viven con el HIV sigue aumentando, en gran
parte a causa del acceso generalizado al tratamiento antirretroviral que ha
disminuido el numero de casos de SIDA y las muertes asociadas al SIDA.

Actualmente son mas de dos millones las personas que viven con el
HIV-1 en América Latina y el Caribe. Dos de las epidemias mas graves de la
regiéon son las de Haiti y Republica Dominicana.

Los primeros casos de SIDA en la Argentina fueron informados al
Ministerio de Salud de la Nacion a fines del afo 1982 y correspondian a
individuos masculinos que presentaban como antecedente el haber mantenido
relaciones sexuales con otros hombres en las ciudades de Nueva York, Miami
o San Francisco. De acuerdo a la informacién publicada en el Boletin sobre el
SIDA en Argentina, 2009, el nimero de casos de SIDA notificados alcanza los
75.009, estimandose que el numero de personas infectadas con HIV-1 es de
aproximadamente 120.000 [200]. Al analizar la evolucion de la distribucién de
los casos de SIDA por sexo, se observa que hasta el ano 1987 eran en su
totalidad enfermos masculinos notificandose entonces el primer caso de SIDA
femenino. La evolucion de la razén hombre/mujer alcanza hoy en dia un valor
de 1.6 hombres por cada mujer diagnosticada. En el total de casos de SIDA
informados desde el inicio de la epidemia, la principal via de transmision fue la
via heterosexual con el 56.0% de los casos informados, el 20.0% fue por
transmision homosexual, seguido por el uso de drogas inyectables con el 11%
de los casos. Segun muestran los casos reportados de SIDA, la franja de edad

mas afectada se concentra en ambos sexos entre los 25 y 34 afios de edad.
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Virus de la Hepatitis B (HBV)

El HBV, descubierto en 1965 es miembro de la familia Hepadnaviridae
[201-203]. Posee un genoma de ADN parcialmente bicatenario con una
capside icosaédrica y una envoltura lipidica con antigenos de superficie. Los
estudios de microscopia electronica provenientes de suero humano
demostraron tres tipos de particulas: particulas de Dane, que constituyen el
virion intacto; particulas esféricas y particulas filamentosas. Estas dos ultimas
formas subvirales carecen de acido nucleico, por lo que no son infectivas. La
infeccién por HBV es un grave problema mundial. Se estima que existen 2
billones de personas infectadas en todo el mundo y que 350 millones sufren de
infeccion crénica. Es la décima causa de mortalidad mundial con una
estimacion de 500.000 a 1 millon de muertes anuales causadas por hepatitis
cronica, cirrosis y carcinoma hepatocelular. La distribucion de la infeccién por
hepatitis B varia ampliamente a lo largo del mundo. En areas donde la
prevalencia es alta, paises del extremo sudeste asiatico, China y Africa, la
infeccion cronica por HBV es comun y usualmente adquirida en forma perinatal
o en la nifez [204]. Por el contrario en los paises de baja prevalencia, entre los
que se incluyen Australia, Europa Central, América del Norte y Argentina, solo
una minoria de la poblacién entra en contacto con el virus, como resultado de
transmision sexual entre adultos jévenes o bien por la via parenteral. Desde el
ano 1987 el numero de casos ha declinado en todo el mundo debido a la
inmunizacion de las poblaciones mas vulnerables y el control de sangre en
donantes. El material mas infectivo es la sangre del enfermo o portador y en
menor medida el semen y otros fluidos o secreciones. La principal via de

transmision es la exposicién percutanea y de mucosas a fluidos corporales
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infectados. El ingreso por via parenteral se produce especialmente mediante
transfusiones de sangre o derivados o bien por compartir el equipo de
inyeccién entre UDI. El virus también se transmite por via sexual y de madre a
hijo. Dado que el HBV conserva su viabilidad durante periodos de 7 0 mas dias
en superficies ambientales, es posible también la transmisién indirecta
mediante objetos inanimados [205]. El diagndstico especifico de infeccion por
HBV se obtiene mediante la deteccibn de marcadores de laboratorio
especificos a través de enzimoinmunoensayos, que en algunos casos tienen
ademas valor pronéstico. El HBsAg es el marcador mas importante y
comunmente usado porque su presencia en suero indica infeccion activa con
HBV ya sea ésta de forma aguda o crénica. Si ademas se detecta presencia de
IgM anti-HBc sugiere entonces una infeccién reciente. Por otro lado la
presencia de HBsAg por mas de 6 meses sugiere una infeccién cronica. La
ausencia de HBsAg en presencia de IgG anti-HBc sugiere una infeccion previa.
La co-infeccién entre HBV y HIV-1 es comUn debido a que ambos virus
comparten las vias de transmisién, aunque es de resaltar que HBV se

transmite mas eficientemente.

Virus de la Hepatitis C (HCV)

El HCV es un Flavivirus que posee envoltura viral donde se observan
glicoproteinas bajo la forma de espiculas. El genoma esta compuesto por ARN
de polaridad positiva con una zona central que codifica para una poliproteina
precursora que da lugar al menos a diez proteinas estructurales y no
estructurales [206].El HCV fue identificado en Estados Unidos en 1989 como el

mayor causante de hepatitis postransfusional no-A, no-B [207]. De acuerdo a la
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Organizacion Mundial de la Salud (OMS), aproximadamente 170 millones de
personas estan cronicamente infectadas con HCV. La prevalencia de HCV
varia en distintas partes del mundo, con una mayor incidencia en los paises del
hemisferio oriental comparados con el occidental. Sin embargo ciertos grupos
de individuos, como los UDIs, presentan un riesgo incrementado de adquirir
esta infeccion independientemente de la localizaciéon geogréfica [208,209]. El
HCV se transmite por via parenteral a través de fluidos bioldgicos,
principalmente sangre y sus derivados. Consecuentemente, las inyecciones
intravenosas o las transfusiones constituyen la principal via de infeccion.
Algunos autores sugieren que la transmisién vertical, sexual o de contactos
familiares ocurre infrecuentemente pero debe ser considerada en el
diagndstico de hepatitis C [210,211].

La infeccién por HCV se caracteriza por una tasa elevada de evolucién
a la cronicidad (60 a 80%). El diagndstico etioldgico de la infeccion se basa en
pruebas serolégicas que detectan anticuerpos circulantes y en la determinacion
de secuencias gendmicas de HCV. La deteccién de anticuerpos anti-HCV se
realiza normalmente por la técnica de ELISA. Las pruebas de ELISA son
habitualmente confirmadas mediante pruebas suplementarias que determinan
la presencia de anticuerpos especificos para cada antigeno viral
individualmente. Son las pruebas de RIBA (recombinant immunoblotting assay)
y LIA (linear immune assay). Algunos autores estiman que un 10% de las
personas infectadas con HCV, son a su vez HIV-1 positivas y que de las
personas infectadas por HIV, un 25% tendrian ademas infeccién por HCV

[212,213] .
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Trypanosoma cruzi (T. cruzi)

La Enfermedad de Chagas (Trypanosomiasis Americana), descubierta y
descripta en 1909 por el Dr. Das Chagas en Brasil es transmitida por un insecto
conocido en Argentina como “vinchuca” ( Triatoma infestans) y producida por un
parasito hematéfago (Tripanosoma cruzi), afectando a seres humanos y
animales de sangre caliente. Los animales infectados actian como reservorios
de los parasitos, las vinchucas al picarlos se infectan, y en picaduras
posteriores pueden transmitir la infeccidon a un animal o persona sana. El T.
infestans, agente vector de mayor importancia sanitaria en nuestro pais, es un
insecto de habitos estrictamente domiciliarios y peri domiciliarios. Es posible
hallarla en el 70% del territorio nacional (desde el norte de nuestro pais hasta el
sur de Rio Negro) y en mayor cantidad en las regiones de clima calido y seco.
El Tripanosoma cruzi (T. cruzi), parasito hemoflagelado se reproduce en el
interior de las células de los tejidos y circula libre en la sangre. En el hombre se
distinguen tres etapas clinicas: aguda, indeterminada y crénica. La enfermedad
aguda se presenta inmediatamente a la adquisicion de la infeccion. La etapa
indeterminada puede durar toda la vida, y la etapa cronica se presenta en un
porcentaje que oscila entre el 20 y el 30% de los pacientes, produciendo
lesiones cardiacas, del aparato digestivo, del sistema nervioso central y
periférico. El porcentaje de mortalidad en el Chagas agudo varia del 1% al 5%
con una mayor incidencia en nifos de corta edad. Las formas de transmision
son: vectorial a través del T. infestans; de madre a hijo (durante el embarazo o
en el momento del parto); por transfusion de sangre, y por trasplante de
organos. Desde hace varios anos es obligacién por ley efectuar pruebas

serolégicas para detectar la infeccion del donante en todos los bancos de
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sangre del pais. La transmisiéon de madre a hijo durante el embarazo ocurre
con una incidencia del 0,5% en areas no endémicas y del 9% en areas
endémicas. Para diagnosticar la enfermedad en la etapa aguda, teniendo en
cuenta la presencia de parasitos circulantes en la sangre, el diagnostico se
hace buscando el T. cruzi y sus antigenos en sangre. En la etapa intermedia y
cronica los parasitos disminuyen, apareciendo anticuerpos especificos; en este
caso, el diagnéstico se hace mediante el empleo de técnicas serolégicas que
demuestran la existencia de los anticuerpos especificos. Para confirmar la
infeccion al menos dos técnicas seroldgicas diferentes deben ser reactivas. En
la Argentina aproximadamente 2.300.000 personas (7.2%) de la poblacion esta

infectada [214].

Treponema pallidum (T. pallidum)

La sifilis es una enfermedad infecciosa con afectacion sistémica
causada por el Treponema pallidum. La sifilis tiene distribuciébn mundial,
variando la incidencia con la distribucion geografica y el entorno
socioeconomico. Durante la década de los ochenta se produjo un
resurgimiento de la enfermedad con un desproporcionado aumento de casos
en los hombres que tienen sexo con hombres (HSH) que, poco a poco, fue
decreciendo debido a la adquisicion de practicas sexuales mas seguras.
Coincidiendo con este descenso, aparece un rapido incremento en los
heterosexuales, reflejado en la frecuencia de la infeccion en mujeres y
neonatos. Por edades, el grupo mas involucrado es el que vade los 15 a los 30
anos, relacionado con la actividad sexual. Asi, en 2008 la OMS estimaba que
la incidencia mundial de la sifilis era del 0,4% (12 millones de casos) y la

prevalencia sexologica del 1% [215,216]. En el 95% de los casos el Treponema
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se transmite por practicas sexuales. El riesgo de adquirir sifilis de una persona
infectada por practica sexual es del 30 al 50%; las posibilidades varian segun
la morfologia y distribucion de las lesiones. La sifilis congénita se produce con
mas frecuencia cuando el feto se infecta in dtero, aunque es posible la
infeccion del neonato al pasar por el canal del parto. La sifilis adquirida por
transfusién es actualmente infrecuente debido al examen serolégico de los
donantes [217].

Las pruebas seroldgicas utilizadas como diagnostico se dividen entre
aquellas que detectan los anticuerpos no treponémicos (reaginicos no
especificos) y los treponémicos (especificos).

Los anticuerpos reaginicos son de tipo IgG e IgM dirigidos frente a un
antigeno lipoideo (cardiolipina unido a colesterol y lecitina). Aunque pueden
tener resultados falsos positivos, son los mejores métodos de diagnédstico
serolégico en la sifilis latente temprana y en la tardia y son ampliamente
utilizados por ser los de mas bajo costo. Dentro de las pruebas inespecificas
mas utilizadas se encuentra la VDRL (Venereal Disease Research Laboratory),
la floculacion macroscopica y el enzimoinmunoensayo no treponémico. La
prueba de VDRL es un buen marcador de infeccion en fase aguda y para el
control de la respuesta al tratamiento ya que permite obtener resultados
cuantitativos. En cuanto a las pruebas treponémicas especificas se destacan la
inmunoflorescencia, la hemaglutinacion y el ELISA de anticuerpos

treponémicos.
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OBJETIVOS
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El objetivo general de este trabajo de tesis doctoral es aportar mayores
conocimientos para una mejor implementacién del diagnéstico de de la
infeccion por HTLV-1/2 en nuestro medio asi como sobre la epidemiologia y

caracteristicas filogenéticas del HTLV-1/2 en Argentina.

Capitulo 1:

DIAGNOSTICO DE LA INFECCION

Objetivo general: Optimizar el diagnéstico para la infeccion por HTLV-1/2.

Objetivos especificos:

+ Comparar ensayos comerciales de tamizaje para la deteccién de
anticuerpos anti-HTLV-1/2 comunmente utilizados en bancos de sangre de
Argentina.

+ Detectar molecularmente la infeccion por HTLV-1/2 y su asociacién con

patrones indeterminados especificos de Western blot (WB)

Capitulo 2:
ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS

Objetivo general: Estimar la prevalencia de la infeccién por HTLV-1/2 en

distintas poblaciones de Argentina.

Objetivos especificos:

+ Estimar la prevalencia de HTLV-1/2 en poblaciones de bajo riesgo:
donantes de sangre y mujeres embarazadas.

+ Estimar la prevalencia de HTLV-1/2 en poblaciones de alto riesgo:
usuarios de drogas inyectables (UDIs), trabajadoras sexuales (TS) y

hombres que tienen sexo con hombres (HSH).
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+ Estimar la frecuencia de coinfecciones por HIV-1, HBV, HCV, Tripanosoma

cruziy Treponema pallidum en todas las poblaciones.

Capitulo 3:
ESTUDIOS MOLECULARES
Objetivo general: Caracterizar a nivel molecular los aislamientos de HTLV-1/2
detectados.
Objetivos especificos:
4+ Analizar la filogenia de los aislamientos HTLV-1/2 positivos de las distintas

poblaciones estudiadas.
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MATERIALES Y METODOS
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Poblacion estudiada
Poblaciones de bajo riesgo: donantes de sangre y mujeres embarazadas
+ Donantes de sangre

Se realiz6 un analisis retrospectivo de los registros de los donantes de
sangre del banco de sangre del Hospital “Juan A. Fernandez”. Se recolectaron
los datos de todos los potenciales donantes de sangre que asistieron durante
seis anos consecutivos desde Enero de 2003 a Diciembre de 2008 quienes
habian sido sometidos a una entrevista con un médico. En todos los casos,
podian rehusarse a la donacién autoexcluyéndose. Se ha realizado el tamizaje
para las infecciones de detecciéon obligatoria (HTLV-1/2, HIV-1, HBV, HCV, T.
cruzi, T. pallidum, Brucella sp.) en el banco de sangre del Hospital “Juan A.
Fernandez” y aquellas que resultaron reactivas habian sido repetidas. Las
muestras con al menos dos pruebas reactivas para cualquiera de las infecciones

antes mencionadas fueron consideradas como repetidamente reactivas.

+ Mujeres embarazadas

Se trabajo con grupos de profesionales de las ciudades de Buenos Aires
(Maternidad “Dr. Ramén Sardd”), Gran Buenos Aires (Hospital Interzonal
General de Agudos “Dr. Pedro Fiorito”), Neuquén (Hospital “Dr. Castro
Rendo6n”), San Juan (Hospital “Dr. Guillermo Rawson”) y Ushuaia (Hospital
Regional de Ushuaia “Gobernador Ernesto Campos”) entre los afos 2005 y
2009. A todas las mujeres embarazadas se les realiz6 una encuesta
sociodemografica y epidemiolégica diseflada en nuestro centro
especificamente para este estudio y se determiné el estado de infeccién de

patégenos de deteccién obligatoria (HBV, HCV, T. cruzi, T. pallidum, T. gondii).
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Las muestras de sangre entera se obtuvieron durante cualquier etapa del

embarazo.

Poblaciones de alto riesgo: UDIs, TS, HSH, TBy ETS

Las muestras de UDIs, TS, HSH, pacientes con diagnéstico de
tuberculosis (TB) y pacientes con enfermedades de transmisién sexual (ETS)
provenian de estudios de seroprevalencia de corte transversal realizados por
otro grupo de investigadores del Centro Nacional de Referencia para el SIDA
durante los afios 2000 y 2003 en Buenos Aires.

Todos los individuos eran mayores de 18 afos y habian sido reclutados
en la ciudad de Buenos Aires a excepcion de las TS que provenian ademas de
las ciudades de La Plata, Salta, Cérdoba, Mendoza y Rosario. Los detalles del
reclutamiento y los procedimientos de recoleccion de muestras han sido
descriptos previamente [218-221]. Tanto los HSH como las TS habian sido
invitados a través de dos organizaciones no gubernamentales (ONGs): Nexo
Asociacion Civil y AMMAR (Asociaciéon de Mujeres Meretrices de Argentina),
respectivamente. En tanto, los UDIs habian sido reclutados a través de dos
ONGs que participan en programas de reduccion de dafnos (El Retofio e
Intercambios). La poblacion de TB habia sido reclutada ente pacientes con
diagndstico clinico de tubrculosis en tres hospitales publicos (Bernardino
Rivadavia, Carlos G. Duran y Enrique Tornu), mientras que la poblacion de
ETS fue reclutada en 5 hospitales publicos (Hospital de Clinicas José de San
Martin, José M. Ramos Mejia, Juan A. Fernandez, Francisco J. Muhiz, y
Teodoro Alvarez). La informacién socio-demografica, sexual y conductas de

riesgo fueron recolectadas a través de un cuestionario estandarizado que fue
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administrado durante una entrevista confidencial. Todos los participantes
recibieron aconsejamiento previo y posterior y, cuando fuera necesario, fueron

derivados a servicios médicos y/o sociales.

Consideraciones éticas

Para los estudios de seroprevalencia en todas las poblaciones
estudiadas se obtuvo la aprobacién del Comité de Etica correspondiente.
Todos los individuos fueron invitados a participar voluntariamente y se les
inform6 sobre los alcances y relevancia del estudio a través de la lectura del
consentimiento informado, el cual fue firmado por duplicado en presencia de un
testigo al aceptar participar. Se les entregaron los resultados de la infeccion por
HIV-1 y se los aconsejo sobre el mismo. Las detecciones de HTLV-1/2, HBV,
HCV y T. pallidum fueron realizadas de manera retrospectiva por lo que no se
les ha informado el estado de infeccion. En todos los casos se mantuvo la
confidencialidad de la informacion de estos estudios segun pautas de la
legislacion nacional e internacional vigentes y segun las Pautas Internacionales
para la Evaluacién Etica de los Estudios Epidemiolégicos, CIOMS, Ginebra,

1991.

Obtencion de plasma

Las muestras de plasma utilizadas para realizar las serologias de HTLV-
1/2, HIV-1, HBV, HCV, T. cruzi, T. gondii y T. pallidum para cualquiera de las
infecciones antes mencionadas fueron obtenidas a partir de la extraccién de
10ml de sangre entera recolectada en tubos con 125 ul de acido

etilendiaminotetraacético (EDTA) al 10%. Después de centrifugarlas a 1900rpm
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(3300 x g) por 10 minutos a temperatura ambiente, se recuperé el plasma en
tubos eppendorff. El mismo se conservd a -20°C para su posterior

procesamiento.

Obtencion de células mononucleares de sangre periférica (CMSP)

La obtencién de las CMSP se realiz6 mediante la técnica de Ficoll-
Hypaque (Pharmacia, Sweden). Las CMSP obtenidas fueron fraccionadas en
tubos conteniendo aproximadamente 2 millones de células y conservadas como
pellet seco a -70°C hasta su utilizacion en la extraccion de acidos nucleicos

para su posterior amplificacion por nested- PCR.

Extraccion de acidos nucleicos
El ADN fue extraido utilizando un kit de extraccion comercial QlAamp

DNA extraction kit, QIAGEN, Hilden, Germany.

Diagnéstico de la infeccion por HTLV-1/2
Tamizaje de anticuerpos anti-HTLV-1/2

Se utilizaron diferentes equipos comerciales de tamizaje: un equipo de
aglutinacion de particulas (AP) (Serodia HTLV-1, Fujirebio, Tokyo, Japan) y
tres ELISAs; BioELISA (HTLV-1+2, BioKit, Barcelona, Spain), Vironostika
(HTLV-1/2, bioMerieux, Boxtel, The Netherlands), y Murex (HTLV-1+2, Murex
Diagnostics, Dartford, England). Todos los ensayos y la interpretacion de los
resultados fueron realizados siguiendo estrictamente las instrucciones provistas

por los fabricantes.
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Confirmacion por WB

Todas las muestras que resultaron repetidamente reactivas y/o
discordantes por alguno de los ensayos de tamizaje realizados, fueron luego
confirmadas por WB (HTLV blot 2.4, Genelabs Diagnostics, Science Park,
Singapore). Los criterios de positividad utilizados han sido los descriptos en la

introduccién, pagina 34.

Diagndstico molecular de casos HTLV no tipificados e indeterminados por WB
mediante nested-PCR

Se amplific6 una regién de los genes pol y tax del genoma viral
especifica de cada tipo viral, HTLV-1 y HTLV-2. La mezcla de reaccién para la
primera amplificacién consistio en 5 ul de buffer 10x; 4ul de Cl.Mg 50mM; 1pul
de dNTPs 10mM; 1ul del cebador (10uM), 0.25ul de Taq Pol 5U/ul; 27,75 ul de
agua y 1 u g de ADN gendmico. El volumen final fue de 50ul. Para el gen pol
del HTLV-1 se utilizaron los cebadores SK110-1 y SK111-I; y SK110-Il y SK111-
[l para el HTLV-2. Para el gen tax del HTLV-1 se utilizaron los cebadores SK43-
| y SK44-| mientras que para el HTLV-2 se utilizaron los cebadores SK43-1l y
SK44-|I. La mezcla de reaccion para la segunda amplificacion consistié en 5 pl
de buffer 10x; 4ul de Cl,Mg 50mM; 1ul de dNTPs 10mM; 1ul del cebador
(10uM) 0.25ul de Taq Pol 5U/ul. Para el gen pol del HTLV-1 los cebadores de
la segunda reaccion de PCR fueron pol1.1 y pol3.1; y para HTLV-2 los
cebadores fueron pol1.2 y pol3.2. Para la segunda amplificacién del gen tax del
HTLV-1/2 los cebadores internos fueron comunes para ambos virus [222]. Las
reacciones de amplificacion se realizaron en un termociclador (GeneAmp PCR

system 2400, Perkin Elmer). La temperatura de apareamiento se calcul6é segun
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la siguiente formula: 2. (A + T) + 4. (G + C) y la ronda de ciclos fue la siguiente:

5 minutos a 94°C, 35 ciclos (extensidén de 2 seg. por ciclo) con 1 minuto a 94°C

y 1 minuto a 56°C y 2 minutos a 72°C, con unos 7 minutos finales a 72°C.

Como control interno de extraccion de ADN se realizé6 una PCR para el gen de

B-actina con los cebadores B1 y B2 (Tabla 1). Las muestras se consideraron

como positivas cuando se obtuvo amplificacién de ambos genes para cada tipo

viral especifico, y se consideraron como indeterminadas por PCR cuando solo

se logré amplificar uno de los dos genes analizados [197]. La nested PCR que

se utilizé presentdé una sensibilidad de 1 copia de ADN por cada 10° células

para HTLV-1 y de 15 copias de ADN cada 10° células para HTLV-2.

Tabla 1. Pares de cebadores usados para la amplificacion de HTLV-1 y HTLV-2.

Primer ciclo
Cebadores Gen- Virus Posicion Secuencia (5— 3’)
SK110 pol- 1 4757- 4778 CCC TACAATCCAACCAGCTCAG
pol- 2 4735- 4756 CCATACAACCCCACCAGCTCAG
SK111 pol- 1 4942- 4919 GTG GTG AAG CTGCCATCGGGTTTT
pol- 2 4920- 4897 GTGGTGGATTTGCCATCGGGTTTT
SK43 tax- 1 7358- 7377 CGGATACCCAGTCTACGTGT
tax- 2 7248- 7267 TGG ATACCCCGTCTACGTGT
SKa4 tax- 1 7516- 7496 GAG CCG ATAACGCGTCCATCG
tax- 2 7406- 7368 AG CTG ACAACGCGTCCATCG
Bi-actina GGA CCTGAC TGA CTACCT CATGAA
Bo-actina GAT CCA CAT CTG CTG GAA GGT GG
Segundo ciclo
Cebadores Gen- Virus Posicion Secuencia (5> 3’)
POL1.1 pol- 1 4782- 4805 TTG TAG AAC GCTCTAATG GCATTC
POLS.1 pol- 2 4917- 4894 TGG CAG TTG GTT AAC ACATTC AGG
POL1.2 pol- 1 4758- 4780 CCT GGT CGA GAG AACCAATGG TG
POL 3.2 pol- 2 4895- 4872 CCACTGGGGTTCATGACATTTAGC
Inner sense 43/44 tax- 2 7264- 7283 GTGTTT GGC GAT TGT GTA CA
Inner antisense 43/43 tax- 2 7501- 7485 CCATCGATG GGG TCC CA
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Visualizacion de bandas

El producto de PCR se sembrdé en un gel de agarosa 1% en buffer
solucién de tris- borato-EDTA (TBE) 1X, junto con marcadores de peso
molecular de 100pb y se visualizdé con luz ultravioleta (UV) por tincion con
Bromuro de Etidio 0,5g/ml. Las muestras se corrieron 30 minutos a 100 volts.
Para el caso de la B-actina debe observarse una banda de 523pb. Para el
HTLV-1 se observaron bandas de 198pb para el gen poly de 159pb para el
gen tax. En cuanto al HTLV-2, las bandas obtenidas fueron de 138pb para poly

128pb para tax.

Secuenciacion

Para el analisis filogenético se amplificé la regién LTR del HTLV-1 y
HTLV-2 con los cebadores externos especificos 8200LA/3VEXT vy
BSQF6/BSDR3; y los cebadores internos 8200LA/3VINT y BSQF2/BSDR4,
respectivamente. El tamano de los productos de amplificacién fueron de 528pb
y 665pb, respectivamente. Como controles HTLV-1 positivos se utilizaron: ADN
extraido de la linea celular MT2 (productora de HTLV-1) en la minima dilucion
positiva y muestras HTLV-1 positivas conocidas. Como controles HTLV-2
positivos se utilizaron: ADN de la linea celular Mo-T (productora de HTLV-2) y
muestras HTLV-2 positivas conocidas. Como controles negativos de utilizaron
agua estéril, ADN de la linea celular H9 (no infectada) y muestras negativas
para HTLV-1/2 conocidas.

Se llevé a cabo la secuenciacion directa utilizando una mezcla comercial
(ABI Prism Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Version 3.0

mixture, Applied Biosystems), que contiene a los terminadores marcados,
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deoxinucleosidos trifosfato, AmpliTag ADN Polimerasa, pirofosfatasa, cloruro
de magnesio y buffer. La mezcla de dNTPs incluye dITP en lugar de dGTP
para minimizar la compresion de las bandas. Ademas utiliza dUTP en lugar de
dTTP para mejorar la incorporacion de los terminadores. Estas secuencias se
generaron en un secuenciador automatico (ABI Prism 3100 Genetic Analyzer)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Analisis filogenético

Las secuencias fueron examinadas con el programa BioEdit, alineadas
con el algoritmo ClustalW y corregidas manualmente [223,224]. Los calculos de
distancia media y la reconstruccién filogenética por medio de neighbour joining
(NJ) se realizaron utilizando el programa MEGA 4 para Windows [225]. Para la
reconstruccion filogenética primero se eligio el mejor modelo de sustitucion
nucleotidica empleando el programa MODELTEST 3.07 para Windows y luego
se utilizdé Maximum Likelihood (ML) para la reconstruccién, por medio del
programa PHYML [226]. Los valores de bootstrap para el andlisis de ML se

obtuvieron con el programa PHYML.

Diagnostico de la infeccion por HIV-1

El diagnéstico de HIV-1 se realizé mediante una AP y diferentes ELISAs
(Serodia HIV, Fujirebio; GENSCREENPIus HIV AgAb, BioRad, Marnes la
Coquette, France; Vironostika HIV-1 Antigen, bioMérieux, Boxtel, The
Netherlands; Vironostika HIV Uni-Form Il plus O, bioMérieux, Boxtel, The
Netherlands; Vironostika HIV Uni-Form [l Ag/Ab, Organon Teknika, Boxtel,

Netherlands; Murex HIV-1.2.0, Murex, Biotech Ltd, Kent, UK o Anti-HIV TETRA
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ELISA, Biotest, Dreieich, Germany). Las muestras que resultaron reactivas
para una o ambas determinaciones fueron luego confirmadas por WB
(Novapath HIV-1, Immunoblot, BioRad, Hercules, California, USA). Una muestra
fue considerada como HIV-1 positiva cuando presentd 2 de las bandas
correspondientes a las proteinas gp160/120 (gp 120 y gp160 pueden estar
separadas y cuentan como una banda), gp41 y p24; indeterminada si presenta
bandas especificas que no cumplen con los criterios de positividad antes

mencionados y negativa si no exhibe ninguna banda especifica.

Serologia para la infeccidn por el virus de la hepatitis B (HBV)

El tamizaje para HBV se realizdé mediante diferentes ELISAs
dependendiendo del afo y poblacion de estudio, evaluando la reactividad
contra el antigeno de superficie (HBsAg) con los equipos Hepanostika HBsAg
Uni-Form II, bioMérieux, Boxtel The Nederlands y los anticuerpos anti-core
(anti-HBc) con los equipos de Wiener Laboratorios S.A.I.C., Rosario, Argentina;
Hepanostika anti-HBc Uni-Form, bioMérieux, Boxtel, The Nederlands; Bioelisa
anti-HBc, Biokit, Barcelona, Spain y Enzygnost Anti-HBc monoclonal, Dade-

Behring, Marburg, Germany.

Serologia para la infeccidn por el virus de la hepatitis C (HCV)

El tamizaje para HCV se realizd6 mediante el uso de diferentes ELISAs
dependendiendo el afno y poblacion de estudio: HCV Core Antigen ELISA Test
System, Ortho Clinical Diagnostics, Raritan, New Jersey, USA; anti-HCV
ELISA, Wiener Laboratories S.A.l.C., Rosario, Argentina; Bioelisa HCV, Biokit,

Barcelona, Spain y Murex HCV 4.0, Abbott Laboratories, Abbott, lllinois, USA.
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Serologia para la infeccidon por Trypanosoma cruzi (T. cruzi)

Todas las muestras fueron evaluadas para la deteccion de anticuerpos
anti-T. cruzi mediante una técnica de hemoaglutinacién indirecta comercial
(Chagatest HAI, Wiener lab, Rosario, Argentina) y ELISA (Chagatek, Organon
teknika, Buenos Aires, Argentina). Se consideraron como positivas aquellas
muestras que resultaron reactivas en ambas determinaciones segun establece

la Ley de Chagas 22360 y la nueva Ley 26.281.

Diagnodstico para la infeccion por Treponema pallidum (T. pallidum)

La identificacion de infecciones pasadas por T. pallidum fueron
realizadas por VDRL (Wiener Laboratorios, S.A.LC.) y la confirmacién se
realiz6 Unicamente en la poblacion de HSH mediante un ensayo de
hemoaglutinacién pasiva (TPHA Biosystems S.A., Barcelona, Spain) e
inmunofluorescencia indirecta (FTA-Abs, Inmunofluor Biocientifica S.A,,

Argentina).

Anadlisis estadisticos

Para el estudio de comparacion de técnicas serolégicas para HTLV-1/2
se calculé la sensibilidad, la especificidad y la tasa de probabilidad con un
intervalo de confianza del 95% (IC 95%) de cada uno de los equipos de
tamizaje y combinacion de 2 equipos evaluados. El indice kappa fue calculado
para medir el acuerdo del testeo. Todos los andlisis estadisticos se realizaron
utilizando el programa STATA version 8.0 (Stata Corporation, TX, USA). Los

datos fueron comparados utilizando chi? y la prueba exacta de Fisher. Todos
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los valores de p computados hasta un nivel de 0.05 fueron reportados como
medidas de significancia estadistica.

Para todos los estudios epidemiolégicos tanto de HTLV-1/2 como de las
otras infecciones estudiadas, la prevalencia fue estimada como la proporcién
de positivos confirmados en toda la poblacién testeada. Los IC 95% fueron
calculados asumiendo una distribucion binomial. La prevalencia y los cambios
de ésta en el tiempo fueron analizados con la prueba de chi? estratificados por
nacionalidad, edad y sexo. Los analisis estadisticos fueron realizados utilizando
el programa SPSS, versién 11.5.0, 2002, Chicago, IL, USA. Para comparar
proporciones se utilizaron tanto las pruebas de chi? como la exacta de Fisher.
Para estimar la magnitud de asociacién de los factores de riego para la
infeccion por HTLV-1/2 se aplico regresién logistica expresada como cociente
de las probabilidades con IC 95%. Todos los analisis estadisticos se realizaron
utilizando el programa LogXact versién 5.0.1 (Cytel Software Corporation,
Cambridge, MA).

En los estudios filogenéticos el porcentaje de similitud fue obtenido
mediante la comparacién de las secuencia prototipo y las muestras analizadas,
para cada uno de los subtipos (prueba de Kruskal-Wallis). La media estimada

fue con un IC 95%.
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CAPITULO 1
DIAGNOSTICO DE LA INFECCION
Comparacion de ensayos comerciales de tamizaje para la deteccion de
anticuerpos anti-HTLV-1/2 comunmente utilizados en bancos de sangre
de Argentina.

Con el objetivo de comparar ensayos comerciales para el diagnostico de
HTLV-1/2 se organizd un panel de sueros que incluyé un total de 478 muestras
de las cuales 86 eran HTLV-1 seropositivas, 56 HTLV-2 seropositivas, 305
seronegativas y 31 seroindeterminadas por WB y negativas por nested- PCR.

Para la seleccion de muestras HTLV-1 y 2 positivas se considerd la
técnica de WB (HTLV blot 2.4, Genelabs Diagnostics, Science Park, Singapore)
como referencia utilizando los criterios propuestos por la Red Europea de
Investigacion del HTLV (HERN, HTLV European Research Network). Todas las
muestras fueron sometidas a una prueba complementaria de nested- PCR para
los genes pol y tax realizadas por duplicado y se las consider6 como positivas
cuando se obtuvo amplificacién de los dos genes estudiados [197,222]. El
panel seronegativo se integré por muestras que fueron repetidamente no
reactivas por tamizaje; discordantes por tamizaje con al menos dos técnicas,
luego seroindeterminadas por WB y finalmente todas fueron confirmadas como
negativas por nested- PCR.

De las 478 muestras analizadas, las 86 HTLV-1 positivas pertenecian a
64 donantes de sangre, 11 individuos HIV-1 positivos, 4 UDls, 4 pacientes con
infecciones de transmisién sexual y 3 pacientes con tuberculosis. El panel de
sueros HTLV-2 positivos estaba compuesto por 24 muestras de donantes de

sangre, 7 individuos HIV-1 positivos, 17 UDIs y 8 mujeres embarazadas. El
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grupo de muestras seronegativas incluyé 336 muestras de donantes de sangre
de la ciudad de Buenos Aires.

La sensibilidad mide la proporciéon o porcentaje the participantes con la
enfermedad (en este caso individuos HTLV-1/2 positivos) definidos segun un
test de referencia. En nuestro caso, la sensibilidad se calcul6 segun:

La especificidad mide la proporcion o porcentaje de participantes que
estan libres de la enfermedad (en este caso individuos HTLV-1/2 negativos)
segun el test de referencia y que son correctamente clasificados como libres de
la enfermedad por el test que se esta analizando.

Para calcular la sensibilidad y la especificidad, se clasificaron los sueros
de los individuos en: HTLV-1 o HTLV-2 positivos y negativos. Luego se los
clasificé como positivos 0 negativos segun cada uno de los equipos analizados
y por ultimo se relacionaron los resultados de los tests de referencia (WB vy
PCR) con los obtenidos para cada uno de los equipos analizados, utilizando

una tabla de 2x2 como la que se muestra a continuacion en la Tabla 2:

Tabla 2. Tabla de 2x2 confeccionada para determinar posteriormente la sensibilidad y especificidad de
cada uno de los equipos de tamizaje de HTLV-1/2 analizados.

Individuos HTLV-1 o HTLV-

Individuos negativos para

2 positivos por tests de HTLV-1/2 por tests de
referencia referencia
Positivo segun equipo A= nUmero de individuos B= nUmero de individuos
analizado HTLV-1 o 2 positivos que negativos que resultaron
resultaron también positivos positivos con el equipo
con el equipo analizado analizado
Verdaderos positivos
Falsos positivos
Negativo segun equipo C= nUmero de individuos D= nUmero de individuos
analizado HTLV-1 o 2 positivos que negativos que  también

resultaron negativos con el
equipo analizado
Falsos negativos

resultaron negativos con el
equipo analizado
Verdaderos Negativos

A+C- total de individuos
HTLV-1 o 2 positivos

B+D- total de individuos
negativos
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La sensibilidad fue entonces calculada segun la siguiente formula:
Sensibilidad (%)= A/(A+C) x 100%= Verdaderos positivos/ (Verdaderos
positivos+ falsos negativos) x 100%.

Y la especificidad se calcul6 segun:

Especificidad (%)= D/ (B+D) x 100%= Verdaderos negativos/
(Verdaderos negativos + falsos positivos) x 100%.

La sensibilidad obtenida para cada uno de los distintos ensayos
analizados para la deteccion de HTLV-1/2 se muestra en la Tabla 3.

En cuanto a la sensibilidad para la infeccion por HTLV-1, 3 equipos de
tamizaje fueron responsables de 4 resultados falsos negativos en 2 muestras
diferentes: una muestra no fue detectada por Fujirebio, Vironostika ni Murex al
mismo tiempo; mientras que la otra muestra no fue detectada Unicamente por
Vironostika (Tabla 3). Por otro lado, en relacion a la infeccion por HTLV-2, hubo
10 resultados falsos negativos en 5 muestras diferentes: 1 muestra no fue
detectada ni por Fujirebio, ni Vironostika ni Murex al mismo tiempo; otras 2
muestras no fueron detectadas por Biokit y Murex concomitantemente; y dos
muestras no fueron detectadas solo por Vironostika.

La sensibilidad para HTLV-1 varié de 97.7% a 100%, siendo Biokit el
equipo mas sensible para la infeccién por HTLV-1 (100%) seguido por Fujirebio
(98.8%), Murex (98.8%), y Vironostika (97.7%). La sensibilidad para HTLV-2
varié de 94.6% a 98.2%. Fujirebio (98.2%) resulté el ser el equipo mas sensible
para la infeccion por HTLV-2 seguido por Biokit (96.4%), Murex (94.6%) y
Vironostika (94.6%). La sensibilidad conjunta para HTLV-1/2 vari6 desde 96.5%
a 98.6%, siendo Fujirebio y Biokit los equipos mas sensibles (98.6%), seguidos

de Murex (97.2%) y finalmente Vironostika (96.5%).
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Tabla 3: Sensibilidad de cuatro ensayos comerciales de tamizaje (Fujirebio, BioKit, Vironostika,
Murex) en relacion al resultado de WB y nested- PCR para HTLV-1y HTLV-2.

Sensibilidad
Ensayos
HTLV-1% (IC 95%) HTLV-2 % (IC 95%) HTLV-1/2 % (IC 95%)
Fujirebio 98.8 (94.4, 99.9) 98.2 (91.5, 99.9) 98.6 (95.4, 99.8)
Biokit 100.0 (96.6, 100.0) 96.4 (88.7, 99.4) 98.6 (95.4, 99.8)
Vironostika 97.7 (92.5, 99.6) 94.6 (86.1, 98.6) 96.5 (92.4, 98.7)
Murex 98.8 (94.4, 99.9) 94.6 (86.1, 98.6) 97.2 (93.4, 99.1)

Nota: HTLV, virus linfotropico T humano; IC, intervalo de confianza.

Las especificidades para la infeccién por HTLV-1/2 fueron de 99.7%,
97.0%, 95.8%, y 92.9% para Murex, Biokit, Fujirebio y Vironostika,
respectivamente; las cuales se pueden observar Tabla 4. Ademds, cuando se
compararon los equipos en relacion a los resultados por WB y PCR, el equipo
que present6 un mayor indice de acuerdo fue Murex (k=0.97, IC 95%: 0.95-

1.00) en comparacion con los otros equipos (Tabla 4).

Tabla 4: Caracteristicas de la eficiencia de los 4 equipos analizados (Fujirebio, BioKit,
Vironostika, Murex) comparados con los resultados de WB y nested- PCR para HTLV-1 y
HTLV-2HTLV-1/2.

Especificidad Likelihood ratio Kappa

Ensayos
y % (IC 95) % (IC 95) % (IC 95)

Fujirebio 95.8 (93.3, 97.6) 23.7 (14.1,39.3)  0.92(0.88, 0.96)

Biokit 97.0 (94.8, 98.5) 33.1 (18.0,61.0)  0.94 (0.91, 0.97)
Vironostika g2 g (89.7, 95.3) 13.5 (9.2, 19.9) 0.86 (0.81, 0.91)
Murex 99.7 (98.5,100.0)  326.5 (46.1,2311.9)  0.97 (0.95, 1.00)

Nota: HTLV, virus linfotropico T humano; IC, intervalo de confianza.

De las 336 muestras HTLV-1/2 negativas, hubo 49 resultados falsos
positivos (14 por Fujirebio, 10 por Biokit, 24 por Vironostika, y uno por Murex)

de los cuales 27 han sido reactivas con un equipo por vez, mientras que las
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restantes 11 mostraron reactividad concomitantemente con 2 equipos (Fujirebio
y Biokit; Fujirebio y Vironostika; y Biokit y Vironostika). De las 38 muestras
falsas reactivas, 7 resultaron negativas por WB y PCR mientras que las
restantes 31 fueron indeterminadas por WB y negativas por PCR (Tablas 5- 6).

Tabla 5: Comparacion de los 4 equipos analizados (Fujirebio, BioKit, Vironostika, Murex) en
relacion a los resultados por WB.

Fujirebio BioKit Vironostika Murex

Western blot
Reactivo Negativo Reactivo Negativo  Reactivo  Negativo Reactivo Negativo

Positivo (n = 142) 140 2 140 2 137 5 138 4
HTLV-1 (n = 86) 85 1 86 0 84 2 85 1
HTLV-2 (n = 56) 55 1 54 2 53 3 53 3

Negativo 1 304 5 300 2 303 0 305
(n = 305)

Indeterminado 13 18 5 26 22 9 1 30

(n =31)
Total (n = 478) 154 324 150 328 161 317 139 339

Nota: HTLV, virus linfotrépico T humano.

Tabla 6: Comparacién de los 4 equipos analizados en relacion a los resultados por nested-

PCR.
Nested-PCR Fujirebio BioKit Vironostika Murex
Reactivo  Negativo Reactivo Negativo Reactivo Negativo  Reactivo  Negativo

Positivo (n = 142) 140 2 140 2 137 5 138 4

HTLV-1 (n = 86) 85 1 86 0 84 2 85 1

HTLV-2 (n = 56) 55 1 54 2 53 3 53 3
Negativo
" J 336) 14 322 10 326 24 312 1 335

Total (n = 478) 154 324 150 328 161 317 139 339

Nota: HTLV, virus linfotrépico T humano.

Para determinar el algoritmo 6ptimo de tamizaje utilizando dos ensayos
diferentes en combinacion, se utilizé el criterio de positividad conjunta por lo
que las muestras fueron caracterizadas como positivas solo si eran reactivas
por ambos equipos. El analisis determin6 que la mayor eficiencia se obtiene
con la combinacion del equipo de Murex y de Biokit, independientemente del

orden de utilizacién (Tabla 7).
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Tabla 7: Analisis para determinar el algoritmo éptimo utilizando una combinacién de dos
equipos comerciales.

Muestras
negativas con

Muestras
positivas con

c oc:g?nnagie;’) n resultado falso resultado falso Sensibilidad Especificidad LR+
positivo en el negativo en el
1° analisis 1° analisis
1° Biokit
2° Murex 10 2 HTLV-2
97,18 100,00 o
1° Murex 1 1 HTLV-1y
2° Biokit 3 HTLV-2)
1° Fujirebio 14 1 HTLV-1y
2° Murex 1 HTLV-2
97,18 100,00 o
1° Murex 1 1HTLV-1y
2°Fujirebio 3 HTLV-2
1° Fujirebio 14 1 HTLV-1y
2° Biokit 1 HTLV-2
97,18 100,00 o
1° Biokit
2° Fujirebio 10 2HTLV-2
1° Fujirebio 14 1 HTLV-1y
2° Vironostika 1 HTLV-2
96,48 97,92 46,31
1° Vironostika o4 2 HTLV-1y
2°Fujirebio 3 HTLV-2
1° Vironostika o4 2 HTLV-1y
2° Murex 3 HTLV-2
95,07 100,00 o
1° Murex 1 1HTLV-1y
2° Vironostika 3 HTLV-2
1° Biokit
2° Vironostika 10 2 HTLV-2
95,07 99,40 159,72
1 Yonostika 24 5 (2 HTLV-1;
3 HTLV-2)

Nota: HTLV, virus linfotrépico T humano; LR+, likelihood ratio.

Deteccion molecular de HTLV-1/2 y su asociacion con patrones

indeterminados especificos de Western blot (WB)

Para verificar el estado de infeccibn de casos que resultaron con

diagnéstico indeterminado para HTLV-1/2 por la técnica de Western blot se

estudiaron un total de 83 muestras de las cuales 49 pertenecian a donantes
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de sangre y 34 a individuos de poblaciones de riesgo (11 HSH, 13 TS, 4 UDls,
3 pacientes con tuberculosis y 3 individuos HIV-1 positivos) [142,218-221].

Para realizar el analisis de asociacién de una determinada poblacién con
los diferentes patrones de WB, los mismos fueron clasificados en 4 categorias:
1) patron HTLV-1 Gag indeterminado, comunmente conocido como HGIP, que
presenta las bandas correspondientes a p19, p26, p28, p32, y p53; 2) patron
Gag con las bandas p19 y/o p24; 3) patron Env con la banda correspondiente a
GD21 independientemente de la existencia de otra banda (considerando que la
presencia de GD21 ha sido asociada mas frecuentemente con infeccion); y 4)
patrén Mix incluye a todos aquellos patrones que no clasificaban en ninguna de
las categorias anteriormente descriptas.

De las 83 muestras seroindeterminadas analizadas, 35 presentaron un
patrén HGIP, 26 Gag, 15 Env, y 7 Mix. La distribucion de los diferentes
patrones de WB por poblacién se muestra en la Tabla 8. El patrén HGIP fue
significativamente mas frecuente (p=0.03) que los otros patrones
seroindeterminados en el grupo de donantes de sangre a diferencia de lo que

se observa en las poblaciones de riesgo donde ningun patrén fue mayoritario.

Tabla 8: Clasificacion de los distintos patrones de WB indeterminados distribuidos por
poblacién de riesgo y donantes de sangre.

Patrones de WB distribuidos por poblacion

Poblacion HGIP Gag Env Mix
n (%) n (%) n (%) n (%)
Poblaciones
de riesgo 9 (26.5) 13 (38.2) 9 (26.5) 3 (8.8)
(n=34)
Donantes de
sangre 26 (53.1) 13 (26.5) 6 (12.2) 4 (8.2)
(n=49)
Total 35 26 15 7
(n=83)

Nota: WB: Western blot; HGIP, patron HTLV Gag indeterminado.
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De las 83 muestras analizadas, 70 (84.3%) resultaron negativas tanto
para HTLV-1 como para HTLV-2; mientras que 11 (13.2 %) fueron HTLV-1/2
positivas, siendo 11 HTLV-1 y 2 de ellas coinfectadas con HTLV-2. Del total, 2
(2.4%) amplificaron solo el gen pol de HTLV-1 o tax de HTLV-2,
respectivamente interpretandose como indeterminadas.

De los 49 donantes de sangre, 1 (2.0%) resulté HTLV-1 positivo con un
patrén Gag (p24). Entre las 34 muestras de la poblaciéon de riesgo, 10 (29.4%)
fueron HTLV-1 positivas y dos de ellas presentaron coinfecciones con HTLV-2.
Entre los casos HTLV-1/2 positivos se observd wuna diferencia
significativamente superior en la poblacion de riesgo comparada con los
donantes de sangre (p=0.01). La distribucion de los casos HTLV-1 y 2 positivos

por poblacion y patrén de WB indeterminado se muestra en la Tabla 9.

Tabla 9: Distribucién de los casos HTLV-1 y 2 positivos segun la poblacién estudiada y el
patrén de WB indeterminado.

Numero (%) de individuos HTLV-1 y 2 positivos

Poblacion HGIP Gag Env Total
Pobrlizglgg de 1 3 62 10
e 34 (2.9) (8.8) (17.6) (29.4)
Donantes de 1
sangre - 1
n= 49 (2.0) (2.0)
Total 1 4 6 1
n= 83 (1.2) (4.8) (7.2) (13.2)

Nota: HGIP, patrén HTLV Gag indeterminado. ¢ Dos de los 6 casos estaban coinfectados con
HTLV-1y 2

Las bandas observadas en los patrones de WB de todos los casos

positivos segun la poblacién se muestran en la Tabla 10.
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Tabla 10: Descripcién de las bandas presentes en los distintos patrones de WB indeterminados
de los individuos HTLV-1 y 2 positivos por nested- PCR.

Pl,"b'f“?ién’ HSH TS uDI DS
ositivos
HTLV-1 024 HGIP ’ 024
GD21, p19 GD21 GD21, p24
P GD21, HGIP
HTLV-1 y _ _ GD21, p24 _
HTLV-2 GD21, p24
p24 (tax-l)

Indeterminados - 019 (0ol - -

Nota: HSH, hombres que tienen sexo con hombres; TS, trabajadoras sexuales; UDI, usuarios
de drogas inyectables; DS, donantes de sangre; HGIP, patréon HTLV Gag indeterminado Cada
fila en la tabla representa un unico patron de WB.
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CAPITULO 2
ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS
Estimacion de la prevalencia de HTLV-1/2 en poblaciones de bajo riesgo:
donantes de sangre y mujeres embarazadas
+ Donantes de sangre

Las donaciones de sangre fueron clasificadas como de reposicién si los
donantes reportaban que la razén para donar era que tenian un amigo o
familiar internado; y como voluntario si el donante manifestaba hacerlo
peridodicamente de forma altruista y no remunerada. De las 28,483 donaciones
de sangre, 7,442 (26.1%) fueron donantes mujeres, 14,582 (51.2%) fueron
menores a 35 afnos, y 23,746 (83.4%) fueron argentinos. Del total de donantes,
285 (1.0%) fueron voluntarios de los cuales 105 (36.8%) eran mujeres, 180
(63.2%) hombres y 243 (85.3%) argentinos. Entre las 285 donaciones
voluntarias, 55 muestras (19.3%) pertenecian a 18 donantes repetidos duranto
el periodo de estudio. El nimero de donaciones varié de un minimo de 3,912
en 2006 a un maximo de 5,223 en 2004.

La prevalencia de muestras repetidamente reactivas para HTLV-1/2 fue
de 0.8% (221/28,483) (IC 95% 0.67-0.88) y luego de la confirmacion por WB
fue de 0.1% (28/28,483) (IC 95% 0.063-0.15). Del total, 21 resultaron HTLV-1
(0.07%) y 7 HTLV-2 seropositivas (0.03%). Se observé una tendencia
decreciente de la infeccion por HTLV-1/2 entre los hombres (p=0.004). No se
registré infeccion por HTLV-1/2 entre los donantes de sangre voluntarios.

De los 21 individuos HTLV-1 positivos, 9 eran argentinos (5 de la ciudad
de Buenos Aires y alrededores, tres de Jujuy y uno de Misiones), 4

paraguayos, 4 peruanos, dos chilenos, y un boliviano. En cuanto a los
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individuos HTLV-2 positivos, tres eran argentinos (de Buenos Aires), dos

peruanos y un uruguayo (Tabla 11). No se obtuvo informacion de 2 individuos.

Tabla 11. Procedencia de los donantes de sangre que resultaron positivos para HTLV-1/2.

Pais de origen HTLV-1 HTLV-2
(n=21) (n=7)

Argentina 9 3
Paraguay 4 -
Peru 4 2
Chile 2 -
Bolivia 1 -
Uruguay - 1
Sin Datos 1 1

De los 21 individuos HTLV-1 positivos, cuatro presentaban anticuerpos
anti-HBV. De estos cuatro casos, dos estaban coinfectados con T. cruziy uno
de ellos presentaba ademas infeccién por T. pallidum. No se observaron
coinfecciones con HTLV-1/2 y HIV-1. La comparacion entre HTLV-1/2 y HBV,
T. cruziy T. Pallidum no mostré ninguna asociacion significativa cuando se
aplico la prueba de Fisher.

La prevalencia de infecciéon por HIV-1 fue de 0.3% por técnicas de
tamizaje (82/28,483) (IC 95% 0.22-0.35) y 0.2% (45/28,483) (IC 95% 0.110-
0.206) luego de la confirmacioén por WB. De los 45 individuos HIV-1 positivos,
33 eran argentinos (23 de la ciudad de Buenos Aires y alrededores, dos de
Misiones, dos de Corrientes, una de Jujuy, una de La Rioja y uno de Santiago
del Estero), 7 paraguayos, tres peruanos y dos uruguayos. No obtuvimos

informacion de dos individuos (Tabla 12).
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Tabla 12. Procedencia de los donantes de sangre que resultaron positivos para HIV-1.

Pais de origen HIV-1
(n=45)
Argentina 33
Paraguay 7
Peru 3
Chile -
Bolivia -
Uruguay 2
Sin Datos -

De los 45 donantes HIV-1 positivos, 7 eran ademas positivos para anti-

HBc. De estos 7 casos, uno también presentaba coinfecciéon con HCV, dos

coinfecciones con T. cruzi y uno ademas con T. pallidum. Se observaron

ademas, coinfecciones HIV-1/HCV en dos individuos y HIV-1/T. pallidum en

otros dos individuos.

La Tabla 13 muestra las prevalencias de HTLV-1/2 y HIV-1 por afo y

sexo. La prevalencia de la infeccién por HIV-1 se mantuvo a lo largo del

periodo estudiado pero se observé una disminucién estadisticamente

significativa entre donantes hombres comparados con las mujeres (p<0.05).

No se observé infeccion por HIV-1 entre los donantes de sangre

voluntarios. No se observaron coinfecciones HTLV/HIV-1 ni en los donantes de

sangre de reposicion ni en los voluntarios.

Tabla 13a. Prevalencia de las muestras confirmadas para la infeccion por HTLV-1/2 y HIV-1 en
donantes de sangre de Buenos Aires, Argentina estratificados por afo de estudio.

ANO
Marcador de 2003 2004 2005 2006 2007 2008
infeccion N=5156 N=5223 N=4666 N=3912 N=4650 N=4876
% % % % % %
(95%Cl) (95%Cl) (95%Cl) (95%Cl) (95%Cl) (95%Cl)
Anti- 1.028 0.785 1.029 0.792 0.516 0.513
HTLV-1/2  (0.016-0.220) (0.006-0.185) (0.007-0.210) (0.039-0.366) (0.019-0.264) (0.019-0.312)
Anti- 0.150 0.282 0.262 0.090 0.159 0.194
HIV-1 (0.018-0.284)  (0.103-0.461) (0.076-0.447) (0.019-0.264) (0.019-0.573) (0.036-0.351)
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Tabla 13b. Prevalencia de las muestras confirmadas para la infecciéon por HTLV-1/2 y HIV-1 en

donantes de sangre mujeres de Buenos Aires, Argentina estratificados por afno de estudio.

ANO
Marcador de 2003 2004 2005 2006 2007 2008
infeccion N=1181 N=1322 N=1229 N=1120 N=1331 N=1259
% % % % % %
(95%Cl) (95%Cl) (95%Cl) (95%Cl) (95%Cl) (95%Cl)
Anti- 0.0 0.0 0.0 0.18 0.23 0.24
HTLV-1/2 : : : (0.022-0.644)  (0.047-0.657) (0.049-0.695)
Anti- 0.09 0.16
HIV-1 0.0 0.0 0.0 (0.002-0.496) 0.0 (0.019-0.573)

Tabla 13c. Prevalencia de las muestras confirmadas para la infeccion por HTLV-1/2 y HIV-1 en
donantes de sangre hombres de Buenos Aires, Argentina estratificados por afo de estudio.

ANO
Marcador de 2003 2004 2005 2006 2007 2008
infeccioén N=3975 N=3901 N=3437 N=2792 N=3319 N=3617
% % % % % %
(95%Cl) (95%Cl) (95%Cl) (95%Cl) (95%Cl) (95%Cl)
Anti- 0.08 0.05 0.06 0.14 0.09 0.17

HTLV-1/2 (0.016-0.220) (0.006-0.185) (0.007-0.210) (0.039-0.366) (0.019-0.264) (0.019-0.312)

Anti- 0.15 0.28 0.26 0.22 0.09 0.19
HIV-1 (0.018-0.284) (0.103-0.461) (0.076-0.447) (0.025-0.405) (0.019-0.264) (0.036-0.351)

+ Mujeres embarazadas

Se estudiaron un total de 2403 mujeres embarazadas de cuatro
provincias de Argentina: Buenos Aires (n=1045), Neuquén (n=707), San Juan
(n=556) y Tierra del Fuego (n=95). La prevalencia final de HTLV-1/2 en mujeres
embarazadas de las diferentes provincias analizadas fue de 0.2 (6/2403)
siendo de 0.17% para HTLV-1 (4/2403) y de 0.08% (2/2403) para HTLV-2.

En la ciudad autébnoma de Buenos Aires, se estudiaron 804 mujeres
embarazadas de la Maternidad “Dr. Ramén Sarda”. Del total estudiado (n=804),
2 resultaron HTLV-1 positivas (2/804), con una prevalencia final de 0.25%. En
cuanto al analisis de otras infecciones, 7 (0.9%) resultaron HIV-1 positivas, 2

(0.2%) HBV positivas, 3 (0.4%) HCV positivas, 358 (44.52 %) fueron positivas

85



para T. gondii, 48 (6.0 %) resultaron T. cruzi positivas y 14 (1.74%) fueron
VDRL reactivas.

En cuanto a las coinfecciones, cuatro (0.49%) presentaban
coinfecciones de T. cruziy T. pallidum, 2 (0.31%) resultaron HIV-1 y T. gondii
positivas, 1 (0.12%) resultdé HIV-1 y HCV positiva y 34 (4.23%) presentaban
coinfeccion T. gondiiy T. cruzi.

Ademas, se estudiaron 241 mujeres embarazadas del Hospital
Interzonal General de Agudos “Dr. Pedro Fiorito”. Del total estudiado (n=241), 1
resultdé HTLV-2 positiva (1/241), con una prevalencia final de 0.4%. En cuanto
al analisis de otras infecciones, 4 (1.7%) resultaron HIV-1 positivas, 4 (1.7 %)
fueron positivas para T. gondii, 3 (1.24 %) resultaron T. cruzi positivas, 3
(1.24%) fueron VDRL reactivas. No se observaron coinfecciones de HTLV-1/2
con ninguno de los patégenos estudiados.

En la provincia de Neuquén, se estudiaron retrospectivamente un total
de 707 muestras de mujeres embarazadas del Hospital “Dr. Castro Rendén” de
Neuquén. Del total estudiado (n=707), una muestra resultd positiva para HTLV-
1 con una prevalencia de 0.14%, y otra result6 positiva para HTLV-2 con una
prevalencia de 0.14%, siendo la prevalencia final de HTLV-1/2 de 0.3% (2/707).
En cuanto a infecciones con otros patégenos, de las 646 muestras analizadas,
100 (14.4 %) fueron positivas para T. gondii, 9 (1.40 %) resultaron T. cruzi
positivas, 7 (1%) fueron VDRL reactivas, 3 (0.42%) presentaban coinfecciones
de T. gondiiy T. pallidum, 2 (0.31%) resultaron HIV-1 positivas sin presencia de
otra coinfeccién, y 2 (0.28%) casos de coinfeccién por T. gondiiy T. cruzi.

En la provincia de San Juan, se estudiaron 556 mujeres embarazadas

del Hospital “Dr. Guillermo Rawson”. Del total estudiado (n=556), no se
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observaron infecciones por HTLV-1/2. En cuanto al andlisis de otras
infecciones, 1 (0.2%) resultd HIV-1 positiva, 2 (0.2%) HBV positivas, 14 (2.5%)
fueron positivas para T. gondii, 13 (2.3 %) resultaron T. cruzi positivas, 5 (0.9%)
fueron VDRL reactivas, 2 (0.2%) presentaban coinfecciones de T. cruziy T.
pallidum, y 1 (0.2%) resulté coinfectada con T. cruziy T. gondii.

En la ciudad de Ushuaia se estudiaron 95 mujeres embarazadas del
Hospital Regional de Ushuaia. Del total (n=95), solo una (1.05%) resultdé HTLV-
1 positiva. Este caso se traté de una mujer nacida en Jujuy (zona endémica
para el HTLV-1), pareja de un individuo HTLV-1 positivo con antecedentes
familiares (hermano) de leucemias a células T del adulto, enfermedad asociada
a la infecciébn por HTLV-1. En cuanto a otras infecciones estudiadas, 26
(27.4%) resultaron T. gondii positivas, 2 (7.7%) de las cuales presentaban
coinfeccién con T. cruzi Un total de 5 (5.3%) mujeres resultaron T. cruzi
positivas, 1 (20%) de las cuales estaba a su vez coinfectada con T. pallidum.

Los resultados respecto de las mujeres analizadas en las diferentes
provincias y las prevalencias para cada una de las infecciones se resumen en

la Tabla 14.

Tabla 14: Prevalencia de HTLV-1/2, HIV-1, HBV, HCV, T. cruzi, T. pallidum 'y T. gondii en
mujeres embarazadas de las ciudades de Buenos Aires, Neuquén, San Juan y Ushuaia.

Infeccion Buenos Aires Neuquén San Juan Ushuaia Total
% (n/N) % (n/N) % (n/N) % (n/N) % (n/N)
HTLV-1/2 0.3 (3/1045) 0.1 (2/707) 0.0 (0/556) 1.0 (1/95) 0.2 (6/2403)
HIv-1 1.1 (11/1045) 0.3 (2/646) 0.2 (1/556) 0 (0/95) 0.6 (14/2403)
HBV 0.2 (2/1045) ND 0.2 (2/556) ND ND
HCV 0.3 (3/1045) ND ND ND ND
T. cruzi 0.7 (7/1045) 1.4 (9/646) 2.3 (13/556) 5.3 (5/95) 1.1 (26/2403)
T. pallidum 1.6 (17/1045) 1.0 (7/646) 0.9 (5/556) - ND
T. gondii 34.6 (362/1045) 14.4 (100/646) 2.5 (14/556) 27.4 (26/95) 37.5 (902/2403)

Nota: ND, no determinada ya que en algunas ciudades no se realizé la determinacion.
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En cuanto a las infecciones de deteccién obligatoria, se puede observar
que la prevalencia de HIV-1 no difiere significativamente entre las provincias
estudiadas al igual de lo que ocurre para HBV entre Buenos y San Juan (p=0.9,
IC 95% -0.009-0.005). En cuanto a la infeccion por T. cruzi, Buenos Aires
presenta la prevalencia mas baja (0.7%), la cual no es estadisticamente
significativa respecto de la provincia de Neuquén (1.4%) (p=0.2, IC 95% -0.019-
0.004) pero si respecto de las provincias de San Juan Y Tierra del Fuego
donde las prevalencias fueron de 2.3% y 5.3%, respectivamente (p=0.009., IC
95% -0.002-0.032). Para T. gondii no hay diferencias significativas respecto de
las prevalencias en Buenos Aires y Ushuaia (p=0.18), pero éstas son
significativamente superiores a la de Neuquén (p=0.06, IC 95% 0.019-0.219), y

ésta ultimo lo es respecto de San Juan (p<0.05, IC 95% 0.097-0.162).

Estimacion de la prevalencia de HTLV-1/2 en poblaciones de alto riesgo:
usuarios de drogas inyectables (UDIs), trabajadoras sexuales (TS),
hombres que tienen sexo con hombres (HSH), pacientes con tuberculosis
(TB) y pacientes con enfermedades de transmision sexual (ETS) .

Se realizd un estudio en 2055 individuos pertenecientes a poblaciones
de riesgo para la infeccién por HTLV-1/2, de los cuales 173 eran UDls, 613 TS,
682 HSH, 187 TB y 400 ETS. Las caracteristicas demograficas de los 2055
individuos estudiados se muestran en la Tabla 15. La media de edad de todos
los participantes varié entre los 29 y 31 anos de edad. Hubo un total de 845

(41%) mujeres y 1210 (59%) hombres. El 58% de los participantes poseian
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nivel de educacién formal superior (secundaria o superior). Se observd un alto

nivel de participantes sin empleo formal (66%).

Tabla 15: Caracteristicas demograficas de las distintas poblaciones de riesgo
estudiadas (UDls, TS, HSH, TB y ETS)

UDIs TS HSH B ETS
Caracteristica
no (%) no (%) no (%) no (%) no (%)
No. participantes 173 613 682 187 400
Grupos etarios (afhos)
18-24 37 (21.4) 122(19.9) 177 (26.0) 49 (27.1) 85 (21.3)
>25 136 (78.6) 491 (80.1) 505 (74.0) 132 (72.9) 315 (78.8)
Edad media (aios) 29 31 29 30 31
Sexo
Masculino 137 (79.2) - 682 (100) 123 (65.8) 268 (67.0)
Femenino 36 (20.8) 613 (100) - 64 (34.2) 132 (33.0)

Nivel de educacion
Primario o menor 156 (90.2) 389 (63.5) 33(4.8) 74(39.6) 221 (55.3)
Secundario o superior 17 (9.8) 224 (36.5) 649 (95.2) 113 (60.4) 179 (44.8)
Estado laboral
Empleado 62 (35.8) 120 (19.6) 583 (85.5) 137 (77.4) 263 (65.8)

Desempleado 111 (64.2) 493 (80.4) 99 (14.5) 40 (22.6) 137 (34.3)

Nota: UDI, usuario de drogas inyectables TS, trabajadora sexual; HSH, hombres que
tienen sexo con hombres; TB, pacientes con tuberculosis; ETS, pacientes con enfermedades
de transmision sexual.

Prevalencia de HTLV-1/2

De las 2055 muestras estudiadas, 55 (2.7%) fueron HTLV-1/2
seropositivas resultando 9 HTLV sin tipificar (0.4%), 17 HTLV-1 (0.8%), 29
HTLV-2 (1.3%), y 27 (1.8%) seroindeterminadas por WB. De las

indeterminadas, 12 resultaron HTLV-1/2 positivas por nested- PCR incluyendo
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10 HTLV-1 y 2 coinfecciones con HTLV-2 con una prevalencia final para HTLV-
1/2 de 3.2% (65/2055). Las 17 muestras indeterminadas restantes resultaron
negativas por nested- PCR.

La prevalencia final para HTLV-1 fue de 1.3% (27/2055) incluyendo 8
UDIs, 9 TS, 3 HSH, 3 TB y 4 ETS. Para HTLV-2 la prevalencia final fue de
1.5% (31/2055) siendo los positivos 29 UDIs, una TS y un TB. La prevalencia
mas alta de infeccion por HTLV-1/2 se observd en los UDIs (19.1%) siendo
significativamente superior (p<0.05, IC 95% 0.102-0.237) comparada con las
demas poblaciones estudiadas como los TB (4.3%), ETS (2.3%), TS (2.0%), y
los HSH (0.4%). La prevalencia mas alta de infeccion por HTLV-1 se observo
en los UDIs (4.6%), seguido de los TB (1.6%), TS (1.5%), ETS (1.0%) y los
HSH (0.4%). La mayoria de las infecciones por HTLV-2 fueron observadas en
los UDIs, dando una prevalencia de 15.6%, seguida por las TS y TB con una
prevalencia de 0.5%. Se observaron diferencias significativas superiores en la
prevalencia de HTLV-1 comparado con el HTLV-2 entre los UDIs (p=0.0013, IC
95% 0.178; 0.042) y TS (p=0.0262, IC 95% 0.001; 0.025). No se detect6 HTLV-
2 en los HSH ni en los ETS. La Tabla 16 muestra la prevalencia final de la

infeccion por HTLV-1/2 para cada poblacion de riesgo.
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Tabla 16: Prevalencia de infeccion por HTLV-1, HTLV-2 y HTLV-1/2 luego de
confirmacion por WB y nested- PCR en UDlIs, TS, HSH, TBy ETS.

HTLV-1 positivo HTLV-2 positivo HTLV-1/2 positivo
Prevalencia Prevalencia Prevalencia
Poblacion No. No. No.
% (IC 95%) % (IC 95%) % (IC 95%)
UDIs (n=173) 8 4.6 (1.2,8.0) 27 15.6 (9.9,21.3) 337 19.1 (12.9,25.2)
TS (n=613) 9 1.5 (0.4,2.5) 1 0.2 (0.004,0.9) 10 2.0 (0.8,3.1)
HSH (n=682) 3 0.4 (0.1,1.3) - - 3 0.4 (0.1,1.3)
TB (n=187) 3 1.6 (0.3,4.6) 1 0.5 (0.01,2.9) 4 2.1(0.6,5.4)
ETS (n=400) 4 1.0 (0.3,2.5) - - 4 1.3(0.4,2.9)

Nota: UDIs, usuarios de drogas inyectables; TS, trabajadoras sexuales; HSH, hombres que
tienen sexo con hombres; TB, pacientes con tuberculosis; ETS, pacientes con enfermedades
de transmisién sexual. @ Dos de los UDIs presentaban coinfeccion HTLV-1y HTLV-2.

Coinfeccion con otros agentes de transmision sexual y/o parenteral

La prevalencia de HIV-1, HBV, HCV, T. pallidum en los distintos grupos
de riesgo y la presencia de coinfecciones con HTLV-1 y 2 se muestran en las
tablas 16 y 17. De los 20 casos HTLV-1 positivos observados en todas las
poblaciones estudiadas, se reportaron coinfecciones con HCV (51.9%) y/o HBV
(63.0%). En los UDIs, el 100% (n=8) de los individuos HTLV-1 estaban
coinfectados con HCV, 7 con HBV y otros 7 con HIV-1. La prevalencia de
infeccién por HIV-1, HBV, y HCV en los individuos HTLV-1 positivos fue
significativamente superior que en los individuos HTLV-1 negativos (p=0.04, IC
95% 0.1-0.8; p=0.04, IC 95% 0.1-0.7; p=0.02, IC 95% 0.3-0.6,
respectivamente). Entre las TS HTLV-1 positivas, se observaron coinfecciones
con T. pallidum en cinco individuos (5/9, 55.6%). Tres de ellas, ademas
presentaban coinfeccién con HBV y 1 con HCV. En cuanto a los individuos
HSH HTLV-1 positivos, tres presentaban coinfeccion con HBV, mientras que

dos con HCV, y uno con HIV-1. La infeccion con HCV fue la unica
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significativamente superior entre los HSH HTLV-1 positivos comparados con

los HSH HTLV-1 negativos de la misma poblacion (p<0.05, IC 95% 0.1 a 1.4).

Tabla 17: Coinfecciones de HTLV-1 con HIV-1, HBC y T. pallidum en UDls, TS, HSH, TB y
ETS.

Poblacion HTLV-1

HIV-1 HBV HCV T. pallidum
de riesgo positivo

No. casos no. (%) no. (%) no. (%) no. (%)

UDIs 8 7 (87.5) 7 (87.5) 8 (100) ND
TS 9 0 (0) 3 (33.3) 1(11.1) 5 (55.6)
HSH 3 1(33.3) 3 (100) 2 (66.7) 2 (66.7)

B 3 2 (66.7) 3 (100) 2 (66.7) 0 (0)
ETS 4 1 (25.0) 1 (25.0) 1 (25.0) 1 (25.0)
Total 27 11 (40.7) 17 (63.0) 14 (51.9) 8 (42.1)"

Nota: UDIs, usuarios de drogas inyectables; TS, trabajadora sexual; HSH, hombres que tienen
sexo con hombres; TB, pacientes con tuberculosis; ETS, pacientes con enfermedades de

transmision sexual; ND, no determinado.

Por otro lado, entre los 27 UDIs HTLV-2 positivos, 26 (96,3%), estaban
coinfectados con HCV, 25 (92,6%) con HIV-1, y 21 (77,8%) con HBV (Tabla
18). En cuanto a las coinfecciones HTLV-2 con HBV y HCV se observd una
diferencia significativamente superior comparados con individuos HTLV-2
negativos de la misma poblacién (p<0.05, 95% IC 0.2-0.6; p<0.05, 95% IC 0.4-

0.6).
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Tabla 18: Coinfecciones de HTLV-2 con HIV-1, HBC y T. pallidumen UDls, TSy TB

HTLV-2
HIV-1 HBV HCV T. pallidum
Poblacion positivo
No. de casos no. (%) no. (%) no. (%) no. (%)
UDIs 27 25(92.6) 21(77.8) 26(96.3)
TS 1 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
TB 1 0 (0) 0 (0) 1 (100) 1 (100)

Nota: UDIs, usuarios de drogas inyectables; TS, trabajadoras sexuales; TB, pacientes
con tuberculosis.

Analisis de los factores riesgo

La dnica poblacion en las que no se encontraron factores de riesgo
asociados para la infeccién por HTLV-1/2 fue la correspondiente a HSH. Entre
los UDIs, los factores de riesgo asociados a la infeccion por HTLV-1/2 fueron
ser menor a 30 anos, (cociente de probabilidades [OR]=10.7, IC 95% 1.9-73.9,
p=0.004) y poseer un nivel de educacién primario o inferior (OR=6.7, IC 95%
1.0-pinf, p=0.048). Para las TS, el Unico riesgo asociado fue tener una historia
de infeccion por una enfermedad de transmisién sexual (OR=4.0, 95% IC=1.1-
15.4, p=0.040). Para los TB, los factores de riesgo asociados significativamente
fueron el uso de drogas ilegales (OR=33.8, IC 95% 2.0-564.2, p=0.014) y ser
UDI (OR=24.8, IC 95% 2.0-308.2, p=0.012). En cuanto al grupo de ETS, el
Unico factor de riesgo significativamente asociado fue ser UDI (OR=18.0, IC

95% 1.6-201.9, p=0.019).
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CAPITULO 3
CARACTERIZACION MOLECULAR Y FILOGENIA
Anadlisis filogenético de HTLV-1 a partir de casos seropositivos de las
distintas poblaciones estudiadas.

Se analizaron un total de 16 muestras HTLV-1 positivas, de las cuales 2
provenian de mujeres embarazadas, 3 de HSH, 6 de TS y 5 de UDIs. Del total
de individuos estudiados, 10 (62.5%) eran mujeres y 6 (37.5%) hombres. Las
caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de los mismos se muestran en la

tabla 19.

Tabla 19: Caracteristicas epidemiolégicas de las 16 muestras HTLV-1 positivas.

L Lugar de Lugar de Factores de
Poblacion Muestra  Edad/sexo nacigmi ento resi% encia riesgo
Mujeres PWA1 25/F Bolivia Buenos Aires No
embarazadas PW2 41/F Argentina  Buenos Aires HIV-1+
IDUA1 28/M Argentina  Buenos Aires HIV-1+
IDU2 29/M Argentina  Buenos Aires HIV-1+
UDIs IDU3 43/F Argentina  Buenos Aires HIV-1+
IDU4 34/M Argentina  Buenos Aires HIV-1+
. . HIV-1+/
IDU6 28/F Argentina  Buenos Aires HTLV-24
FSW1 45/F Peru Buenos Aires ETS
FSW2 36/F Argentina Salta area endémica
TS FSW3 20/F Argentina Salta area endémica
FSW4 37/F Argentina Salta area endémica
FSW5 28/F Argentina  Buenos Aires ETS
FSW6 47/F Argentina  Buenos Aires ETS
MSM2 32M Argentina  Buenos Aires HIV-1+/ transfusién
HSH MSM3 59/M Argentina  Buenos Aires HIV-1+
MSM4 61/M Argentina  Buenos Aires HIV-1+

Nota: UDIs, usuarios de drogas inyectables; TS, trabajadoras sexuales; HSH, hombres
que tienen sexo con hombres; ETS, enfermedades de transmision sexual.

Analisis filogenético
Para construir una base de datos comprensible para realizar el analisis
filogenético, las secuencias fueron alineadas junto a 75 muestras de referencia

de HTLV-1 obtenidas de la base de datos de GenBank, elegidas
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preferentemente porque pertenecian a paises limitrofes con altas tasas de
migracion a la Argentina, o bien porque habian sido reportadas en otros paises
de América del sur. La secuencia de referencia Mel 5, de origen melanésico y
subtipo c, fue utilizada como grupo externo. Una vez alineadas y editadas las
secuencias, la base de datos consisti6 en secuencias de 492pb

correspondientes a la regién 3" LTR.

Figura 11. Arbol de Maximum Likelihood (ML) de 89 secuencias de un fragmento de 492pb del
LTR del HTLV-1. El andlisi de ML se llevo a cabo bajo el modelo de sustitucién nucleotidica
HKY_G. Las 16 secuencias correspondientes a las diferentes poblaciones analizadas se
muestran de la siguiente manera: m mujeres embarazadas, ¢ usuarios de drogas inyectables
(UDIs), A trabajadoras sexuales (TS), ehombres que tienen sexo con hombres (HSH). La
secuencia MEL5 se utiliz6 como outgroup. Los numeros en las ramas indican el valor de
soporte de cada nodo. El origen geogréfico de las secuencias de referencia incluidas en el
analisis de abajo hacia arriba son los siguientes: Ar49 (Argentina), Ar15 (Argentina), MASU
(Brasil), Ar5 (Argentina), Qu3.Peru (Pera), Qu2.Peru (Perd), Me1.Peru (Pert), Me2.Peru (Pert),
FCR (Brasil), MAQS (Brasil), BRRJ86.97 (Brasil), BRRJFA (Brasil), Qu1.Peru (Peru), TBH1-3
(Sudéfrica), BRRJ136.96 (Brasil), BOI (Francia), Gya813 (Guyana), SurHM22 (Suriname),
Gyab542 (Guyana), Gya468 (Guyana), Sur230 (Suriname), Ar55 (Argentina), Me3.Peru (Peru),
CAM (Guayana Francesa), Sur1597 (Suriname), Gya572 (Guyana), Sur229 (Suriname), CH26
(Chile), BCI1.2 (Columbia Britanica), Abl.A (Sudafrica), IRN2 (Iran), KUW1-2 (Kuwait),
BRRJ56.00 (Brasil), JCP (Brasil), BRRP495 (Brasil), BRRJMDP (Brasil), BRRJ53.97 (Brasil),
BRRP445 (Brasil), BRRJ276.95 (Brasil), BRRP490 (Brasil), BI2.Peru (Pert), AMA (Brasil), CMC
(Taiwan), 73RM (EEUU), Ar11 (Argentina), MT2 (Japén), TBH6A (Sudafrica), TBH.4
(Sudéfrica), RKI4.Peru (Peru), Bl1.Peru (Pert), Br4 (Brasil), BI3.Peru (Perd), H5 (Japdn),
BCI2.1 (Columbia Britanica), Ni1-3.Peru (Perd), ATLYS (EEUU, Japén), ATK-1 (Japén),
MT4.LB (Japén), Pr52 (Marruecos), BO (Algeria), Pr144 (Marruecos), FrGul (Guayana
Francesa), NM1626 (Guayana Francesa), HS35 (Caribe), pyg19 (Africa Central), PH236
(Gabon), ITIS (Republica Democratica del Congo), MELS5 (Islas Salomon).
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El subtipo cosmopolita HTLV-1a se observé separado de los subtipos
HTLV-1 b, ¢, y d (valor de bootstrap: 61% ML). Dentro del subtipo Cosmopolita,
se distinguieron cinco subgrupos, como ha sido descrito previamente. Si bien
todos ellos han sido consistentemente separados tanto por BIONJ como por
ML, solo dos subgrupos, el subgrupo C (Africa del oeste/ Caribe) (valor de
bootstrap: 79% ML) y el subgrupo D (Africa del norte) (valor de bootstrap: 89%
ML), demostraron buen soporte con valores superiores al 75%.

Las 16 muestras de HTLV-1 analizadas, agruparon dentro del subtipo
Cosmopolita (valor de bootstrap: 61% ML), subgrupo Transcontinental (valor de
bootstrap: 43% ML). De ellas, 6 (37.5%) secuencias agruparon con referencias
pertenecientes al grupo latinoamericano mayor y 3 (18.8%) de ellas agruparon
en el grupo latinoamericano menor, previamente descrito. La mayoria de las
muestras estudiadas agruparon con secuencias de Amerindios que incluian
muestras provenientes del noroeste argentino (Ar5, Ar15, Ar49) mientras que
tres muestras agruparon fuertemente con cepas provenientes de individuos de
Guayana (Gya572) y un Creole de Suriname (Sur1597).

Una secuencia (6.3%) perteneciente a una TS (FSW1) que reporté sexo
con argentinos, peruanos y bolivianos agrup6 cerca de referencias de Sudafrica
(valor de bootstrap ML >40%).

El andlisis filogenético de 6 individuos coinfectados con HTLV-1/HIV-1
mostré 2 grupos: tres de ellas (18.8%) (UDIs1-3) altamente similares agruparon
en un clado monofilético dentro del grupo latinoamericano mayor (valores de
soporte: 69% BIONJ; 69% ML), y otras tres (ME2, HSH4, UDI4) agruparon

juntas sin ninguna secuencia de referencia (valor de bootstrap: 64% ML).
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Andlisis filogenético de HTLV-2 a partir de casos seropositivos de las
distintas poblaciones estudiadas.

Se analizaron un total de 26 muestras HTLV-2 positivas de las cuales 7
eran donantes de sangre y 19 eran UDIs. Del total, 9 (34.6%) eran mujeres y
17 (65.4%) hombres. Entre los 7 donantes de sangre, uno provenia de
Formosa, otro de Tierra del Fuego y los 5 restantes de Buenos Aires. Los 19
UDIs eran todos HIV-1 positivos y fueron reclutados en la ciudad de Buenos
Aires. Las caracteristicas clinicas y epidemiolégicas de todos los individuos se

muestran en la tabla 20.

Tabla 18: Caracteristicas epidemiologicas de los individuos estudiados.completar bien las

tablas
Poblacion Muestra Edad/Sexo rt:%ae;?:?a Factor de riesgo
BDAR1 NI/F Formosa Nacida en Jujuy
BDAR2 55/M Buenos Aires Sin datos
DS BDAR3 47/M Buenos Aires Nacido en Tucuman /Transfusion

BDAR4 45/M Ushuaia Nacido en Formosa
BDAR5 28/M Buenos Aires Din datos

BDARG6 56/F Buenos Aires Padres provenientes de Chaco
BDAR7 53/F Buenos Aires Padres provenientes de Chaco
HIVAR1 23/F Buenos Aires HIV-1+

HIVAR2 31/M Buenos Aires HIV-1+

HIVAR3 39/M Buenos Aires HIV-1+

HIVAR4 26/M Buenos Aires HIV-1+

HIVAR5 35/M Buenos Aires HIV-1+

HIVARG 43/F Buenos Aires HIV-1+

HIVAR7 28/M Buenos Aires HIV-1+

HIVARS8 32/M Buenos Aires HIV-1+

UDIs HIVAR9 28/F Buenos A@res HIV-1+

HIVAR10 21/F Buenos Aires HIV-1+

HIVAR11 24/M Buenos Aires HIV-1+

HIVAR12 28/M Buenos Aires HIV-1+

HIVAR13 45/F Buenos Aires HIV-1+

HIVAR14 30/M Buenos Aires HIV-1+

HIVAR15 29/M Buenos Aires HIV-1+

HIVAR16 31/M Buenos Aires HIV-1+

HIVAR17 28/M Buenos Aires HIV-1+

HIVAR18 29/M Buenos Aires HIV-1+

HIVAR19 24/F Buenos Aires HIV-1+

Nota: DS, donantes de sangre; UDIs, Usuarios de drogas inyectables
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En cuanto al estatus serolégico, 23 (88.5%) muestras resultaron HTLV-2
seropositivas por WB mientras que la muestra BDARG6 fue un HTLV (3.8%) y
otras 2 (7.7%) presentaron un patrén indeterminado por WB. Las muestras
indeterminadas, ambas pertenecientes a UDIs mostraron diferentes patrones
de WB: GD21, p24, p28, p32 y p53 (IDU2); y GD21 y p24 (IDU9),
respectivamente. La amplificacién de los genes tax y pol confirmaron la

infeccién para la infeccion por HTLV-2 en estos 3 casos.

Analisis filogenético

Para llevar a cabo el andlisis filogenético, las secuencias estudiadas
fueron alineadas junto a 76 referencias de secuencias HTLV-2 obtenidas de la
base de datos de GeneBank, escogidas por provenir de paises limitrofes con
una alta tasa de migracion a la Argentina ademas de secuencias
representativas del resto del mundo. Una referencia de STLV-2 (PP1664) fue
utilizada como grupo externo. Una vez alineadas, las secuencias consistieron
en 596pb correspondientes a la region 3'LTR. El subtipo HTLV-2d fue separado
consistentemente de los subtipos HTLV-2a y HTLV-2b con un valor de soporte
del 84%.

De las 25 muestras, 4 UDIs agruparon dentro del subtipo a, cercanas a
aislamientos de Brasil previamente descriptos como HTLV-2c. Las 22
secuencias restantes fueron HTLV-2 subtipo b de las cuales 15 eran UDIs y 7
donantes de sangre incluidos los provenientes de Formosa y Ushuaia (Figura

9).
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Figura 12. Arbol de Maximum Likelihood (ML) de 104 secuencias de un fragmento de 590pb
del LTR del HTLV-2. El analisi de ML se llevé a cabo bajo el modelo de sustitucion nucleotidica
HKY_G. Las 26 secuencias correspondientes a las diferentes poblaciones analizadas se
muestran de la siguiente manera: e donantes de sangre, m usuarios de drogas inyectables
(UDIs). La secuencia PP1664 se utiliz6 como outgroup. Los nimeros en las ramas indican el
valor de soporte de cada nodo. El origen geografico de las secuencias de referencia incluidas
en el analisis de abajo hacia arriba son los siguientes: PP1664 (simiana), Efe2 (Congo), SPWV
(Brasil), Bel10562 (Brasil), RP329 (Brasil), BAIDU70 (Brasil), BAIDU25 (Brasil), Belem10
(Brasil), BAIDU148 (Brasil), BAIDU86 (Brasil), Kay73 (Brasil), BRPOA6 (Brasil), BH223 (Brasil),
BH339 (Brasil), Guyll (Guayana Francesa), Tyrio80 (Brasil), Kayapo78 (Brasil), Kayapo79
(Brasil), 1119 (EEUU), Kay139 (Brasil), BRAZA21 (Brasil), Kayapo83 (Brasil), Oklnd15 (EEUU),
IVDUros (Argentina), PH230 (Camerun), Mexy17 (México), NAVDS (EEUU), BAIDU2 (Brasil),
Dub991(Irlanda), LA8A (EEUU), SFIDU5 (EEUU), PUERBRB (EEUU), MO (EEUU), BCIH2
(Colombia), H2BC1 (Europa), SMH1 (Europa), SMH2 (Europa), ATL18 (EEUU), SFIDU6
(EEUU), NOR2N (Europa), G12 (Panamd), Y5 (Venezuela), WYU1 (Colombia), G2
(Venezuela), SFIDU4 (EEUU), SPAN129 (Esparia), PortHI (Portugal), PortNn (Portugal), SP24
(Espana), 130 (Europa), AA (Europa), PortVs (Portugal), RC (Europa), SPAN130 (Espafa), JA
(Europa), ny185 (EEUU), RVP ((Europa), 324 (Europa), Gu (Europa), JAN (Europa), ITAS0A
(Italia), IOV (Europa), IOG (Europa), IIT (Europa), ITA47A (Italia), PUERBAG (EEUU), PENN7A
(EEUU), SEM1051 (EEUU), CH610 (Paraguay/Argentina), Pilaga (Argentina), NRA (EEUU),
FOR6 (Argentina), Okind14 (EEUU), PYGCAM (Camerin), WYU2 (Colombia), SEM1050
(EEUU), Gab (Gabén).

Las secuencias HTLV-2a de los individuos (HIVAR1, HIVAR2, HIVAR15,
HIVAR16) agruparon con referencias de Brasil (BRPOA6, BRPOAS8, BH223,
BH339, KAY73, BAIDU148, BAIDU25, Belem10, Kayapo78, KAyapo79)
previamente descriptas como HTLV-2c y juntas forman un subgrupo claro
distintivo dentro del subtipo HTLV-2a (valor de soporte 94%) (Figura 12).

De las 22 muestras estudiadas pertenecientes al subtipo HTLV-2b, 20
estaban relacionadas con aislamientos previos de Amerindios de Argentina,
Colombia y Estados Unidos e individuos africanos de Gaboén y Camerun
(Figure 12). Las 2 muestras restantes HTLV-2b de donantes de sangre
hermanas (BDARG6, BDAR7) residentes en Buenos Aires y que no reportaron
ningun antecedente de riesgo, agruparon con un valor de soporte de 86% con
una secuencia proveniente de un Amerindio de Colombia (WYU1), estando
estas tres cercanamente realcionadas ademas, por ejemplo con secuencias de
Amerindios de Venezuela (G2), de UDIs de Estados Unidos (SFIDU, SFIDU4) y

Europa (SPAN129).
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CAPITULO 1
DIAGNOSTICO DE LA INFECCION

La epidemiologia del HTLV-1/2 en Argentina presenta caracteristicas
particulares, similar a lo que ocurre en América Latina donde se observa una
restriccion étnica/ geografica. Asi, por un lado tenemos comunidades
originarias del Noroeste argentino infectadas por HTLV-1 (Familia Aymara en
Salta y Jujuy) y por otro lado, comunidades Wichis y Tobas infectadas por
HTLV-2 en la Region Chaquena (Familia Mataco-guaycurd de Chaco vy
Formosa) [184]. Ademas, ambos retrovirus se encuentran presentes en
diferentes poblaciones del pais.

Asi, la prevalencia de HTLV-1/2 en donantes de sangre de Argentina
varia desde un 0.03% en &reas no endémicas como Buenos Aires, hasta un
0.71% en Salta y 0.96% en Jujuy donde se han encontrado, ademas, focos
endémicos de las patologias asociadas al HTLV-1, la HAM/TSP y la ATL
[98,172,181].

La deteccién de HTLV-1/2 en bancos de sangre es obligatoria a partir de
Diciembre de 2004 mediante la resolucion 58/2005 del Ministerio de Salud
[227]. Pero uno de los problemas que ha suscitado, es que muchos servicios
de hemoterapia del pais, han comenzado a reportar una gran cantidad de
resultados falsos positivos con la consecuente pérdida de unidades de sangre,
tiempo y esfuerzos de envio de muestras para su confirmacién a centros de
referencia. Este hecho se debe en parte a que los diferentes equipos
comerciales utilizados para el tamizaje difieren en su eficiencia. Debido a la

creciente consulta de distintos centros del pais en cuanto a ésta situacién en
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particular, hemos decidido realizar estudios que colaboren en la optimizacion
del diagndstico en nuestro medio.

Es por ello que en ésta tesis nos hemos propuesto comparar la eficiencia
de cuatro equipos comerciales (Fujirebio, BioKit, bioMerieux, Murex)
frecuentemente utilizados en unidades de hemoterapia para el diagnéstico de
la infeccién en Sudamérica. Hasta la fecha, de los cuatro equipos evaluados en
este estudio, Vironostika es el Unico aprobado por la FDA y los 4 han sidos
aprobados para su venta en nuestro pais por ANMAT (Administracién Nacional
de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica).

Los equipos analizados en este estudio mostraron una alta sensibilidad
para HTLV-1, lo que concuerda con evaluaciones previas por otros
investigadores, siendo el kit de Fujirebio el mas sensible seguido de Biokit,
Murex y finalmente Vironostika [187,228]. Aunque el equipo de aglutinacién de
particulas de gelatina (AP), desarrollado y utilizado de rutina en unidades de
hemoterapia de Japén donde solo el HTLV-1 es endémico, esta basado en
fragmentos de viriones de HTLV-1 Unicamente, fue el que en nuestro trabajo
presenté la sensibilidad mas alta para HTLV-2. Este es un hecho importante ya
que podria ser considerada su utilizacién en paises donde ambos tipos virales
son endémicos.

Por otro lado, demostramos que los equipos de Biokit y Vironostika
tuvieron una especificidad inferior a la reportada por el fabricante, mientras que
para el equipo de Murex, la especificidad informada en el inserto se
correspondié con la obtenida en nuestro estudio. De acuerdo con estos
resultados, el equipo con el indice de eficiencia mas alto (k=0.97) para la

deteccion de anticuerpos HTLV-1/2 fue el ELISA de Murex, seguido por Biokit,
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Fujirebio (k=0.92) y Vironostika (k=0.94), el cual reportd el indice mas bajo
(k=0.86).

Debemos considerar que cuando se utilizan equipos de tamizaje con
baja especificidad que brindan resultados falsos positivos, la posterior
confirmacion por WB suele dar resultados indeterminados, similar a lo que
ocurre con las muestras que no son sometidas a un tamizaje inicial y son
directamente analizadas por WB [229-231].

Los casos indeterminados por WB en donantes de sangre son
frecuentemente hallados cuando se realiza el diagnéstico para la infeccion por
HTLV-1/2, con prevalencias similares a las de infeccidn que varian de acuerdo
a la region y a la eficiencia del kit de tamizaje utilizado [232]. En un estudio
realizado en 86.238 donantes de sangre de Buenos Aires en al afio 2004, del
total de muestras reactivas que fueron sometidas a WB, un 61.0% resulté
seroindeterminada [197]. En el estudio realizado en nuestro centro en
colaboracion con el Hospital Fernandez, de 28.483 donantes de sangre
analizados, un 40.5% de las muestras reactivas resultaron seroindeterminadas
observandose diferentes patrones por WB.

Se ha sugerido que la mayoria de las muestras provenientes de
individuos de poblaciones de bajo riesgo, inclusive aquellos de areas
endémicas, con un patron indeterminado HGIP no estarian infectadas por
HTLV-1/2 [231], mientras que la presencia de patrones Env o Gag podria
representar seroconversibon como ha sido previamente demostrado en
poblaciones de riesgo, especialmente cuando la banda GD21 esta presente

[197,233].

105



Varios estudios han demostrado la presencia de patrones HGIP mas
frecuentes en donantes de sangre de areas endémicas de Africa mientras que
en areas no endémicas como Taiwan y Argentina esta asociacion no ha sido
establecida previamente [196,197]. En nuestro estudio todos los patrones
descriptos fueron observados, tanto en donantes de sangre como en grupos de
riesgo, y ademas el patrén HGIP fue hallado mas frecuentemente entre
donantes de sangre, hallandose diferencias significativas cuando se compara
con las poblaciones de riesgo.

Reportes internacionales sugieren fuertemente seguir el algoritmo
diagnéstico para la infecciéon por HTLV-1/2 propuesto por el CDC y por la
HERN con el fin de eliminar resultados indeterminados por WB [230,234].
Teniendo en consideracién esta informacion, todas las muestras incluidas en
este estudio fueron analizadas con dos equipos de tamizaje con alta
sensibilidad y especificidad y solo cuando al menos un resultado era reactivo,
fueron confirmadas por WB, utilizando la version mas eficiente que se
encuentra en el mercado.

De todos modos, aun con equipos de alta eficiencia se obtienen
resultados falsos positivos. Entonces, para obtener un diagnoéstico final para la
infeccion por HTLV-1/2 ha sido recomendado el uso de técnicas seroldgicas y
moleculares como una nested- PCR para poder determinar el estado real de
estas infecciones cuando el WB brinda un resultado HTLV sin tipificar o
seroindeterminado y ayudar a los profesionales de la salud en el
aconsejamiento de los individuos [234]. En nuestro caso, hemos detectado 11
(13.2%) individuos HTLV-1/2 positivos entre 83 casos estudiados con distintos

perfiles de WB indeterminados. Por un lado, se detecté el caso de un donante

106



de sangre de Buenos Aires HTLV-1 positivo que presentd un patron Gag (p24),
por otra parte 10 casos pertenecientes a individuos HTLV-1 y 2 de diferentes
grupos de riesgo con patrones Env, Gag, o patrones HGIP. De ellos, cuatro
eran UDIs HTLV-1 positivos, dos de los cuales estaban coinfectados con
HTLV-2, que exhibian patrones Env; tres fueron HSH infectados con HTLV-1
que presentaron dos patrones Gag y uno Env; y tres eran TS también
infectadas con HTLV-1 que exhibian un patrén Env, uno Gag, y uno HGIP. Si
bien no hubo diferencia significativa entre el diagnostico seroldgico y el
molecular, se lleg6 al diagnéstico final de 11 muestras que de otra manera
hubieran quedado con un diagnéstico inconcluso. De todos modos, esta falta
de diferencia puede deberse al pequefio nimero de casos estudiados ya que
otros estudios han detectado tanto HTLV-1 como 2 en UDIs
seroindeterminados mostrando una prevalencia final superior luego del
diagnéstico molecular [194]. Esto se correlaciona con la alta prevalencia de
infeccién por HTLV-1/2 detectada en esta poblacién en todo el mundo.

Por otro lado, se ha sugerido que los patrones indeterminados Env
representan a seroconvertidores evolucionando a seropositividad. De esta
manera, todos los individuos estudiados con un patron Env, luego confirmados
como HTLV- 1/2 positivos podrian hacer estado cursando una seroconversion.

Aun asi, se pudo observar que 72 (86.7%) de los 83 casos
indeterminados estudiados, no estaban asociados a infeccion por HTLV-1/2. La
hipotesis mas probable para estos resultados podria ser la activacién de la
respuesta inmune que presenta reaccion cruzada con proteinas endégenas u

otros patégenos [194].
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En Africa Central, se ha sugerido que el patrén HGIP no era causado
por la infeccibn por HTLV-1 sino que estaba asociado a infeccion por
Plasmodium falciparum, debido a la existencia de reaccién cruzada entre
proteinas de gag de HTLV-1 y antigenos derivados de la malaria [192].

En Argentina, esta infeccion no es frecuente, pero si se observan areas
endémicas para T. cruzi, el agente causante del mal de Chagas. En este
estudio, solo unas pocas muestras resultaron positivas para este parasito y
como ha sido previamente sugerido en Brasil, el patron HGIP no se hallaria
asociado con reacciéon cruzada con proteinas de T. cruzi [194]. Sin embargo,
estudios realizados en areas endémicas para HTLV-1/2 en el pais deberian
llevarse a cabo para verificar si el patron HGIP es mas prevalente o bien para
determinar si existen diferencias en la distribucion de los patrones de WB en
diversas poblaciones, especialmente en algunas areas en las cuales se
superponen las zonas endémicas para los dos agentes infecciosos.

Aun asi, si bien se ha demostrado repetidamente que la vasta mayoria
de los donantes de sangre con patrones seroindeterminados HGIP son
negativos por PCR para la infeccién por HTLV-1, debemos considerar estudios
previos que han reportado la presencia de genoma viral completo, siendo el
resultado seroindeterminado por WB atribuido a una carga proviral
extremadamente baja [235]. Es por ello, que esta misma situacién no deberia
descartarse para ninguno de los otros patrones seroindeterminados.

En nuestro estudio, el unico patron HGIP que fue asociado a infeccion
en una TS, podria ser considerado una seroconversion o bien presentar una
carga proviral extremadamente baja. Ademas, en este estudio observamos dos

casos seroindeterminados en las TS que aun luego de la PCR continuaron
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siendo indeterminados ya que se logré amplificar Unicamente un fragmento de
los genes estudiados (pol o tax) [197,235]. Estudios previos en donantes de
sangre, incluyendo Argentina, y en pacientes con enfermedades neuroldgicas
cronicas progresivas han podido amplificar Unicamente secuencias de tax por
nested- PCR [197,235]. Estos datos sugieren que la reactividad HTLV-1/2
seroindeterminada por WB podria ser el resultado de la presencia de viriones
HTLV-1/2 defectivos o bien una real infeccion por un nuevo retrovirus con
homologia parcial a HTLV-1/2 y/o una carga proviral extremadamente baja.

Ademas de este estudio se puede sugerir que aquellos donantes de
sangre sanos que presentan un patrén seroindeterminado HGIP podrian ser
considerados como potencialmente no infectados, ya que ninguno de los que
presentaron ese patron resultd positivo por nested- PCR confirmando estudios
previos, pero aun asi la posibilidad de infeccion no deberia descartarse.
Ademas, la presencia de perfiles GAG o ENV podrian indicar infeccién
independientemente de la poblaciéon en cuestién ya que no solo se detectd
provirus en individuos de riesgo sino que también se confirmd infeccion en
donantes de sangre. Estos datos, sugieren que tanto los donantes de sangre
como en las poblaciones de riesgo, todos los patrones indeterminados por WB
deberian considerarse posiblemente infectados, e idealmente, estos individuos
deberian ser analizados mediante herramientas moleculares.

En conclusion, el uso de los equipos para el tamizaje de HTLV-1/2 mas
eficientes que se encuentren disponibles en el mercado podria reducir
considerablemente el tiempo y costos del diagnéstico disminuyendo la cantidad
de resultados falsos positivos por tamizaje y disminuyendo la cantidad de

unidades de sangre descartadas, con un mayor costo-beneficio en el ambito de
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Salud Publica. Ademas, aunque al presente no existen estandares de
referencia para el diagnéstico de la infeccién por HTLV-1/2; proponemos el uso
de la nested- PCR como una técnica complementaria para confirmar la
infeccion y de ésta manera complementar la interpretacién de los resultados
HTLV e indeterminados por WB pudiendo diferenciar estos casos entre
muestras HTLV-1 y 2 positivas. Asi, el acceso a un algoritmo o6ptimo de
tamizaje disminuiria notablemente la cantidad de diagnésticos inconclusos, la
pérdida de tiempo y esfuerzos del personal de salud en citar nuevamente a los
individuos, enviar las muestras a centros de referencia, la consecuente
ansiedad y angustia del paciente durante las largas esperas para la obtencién
de un resultado, proveyendo de esta manera una apropiada asistencia

preventiva y clinica para la infeccion por HTLV-1/2.
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CAPITULO 2

ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS

En este estudio estimamos la prevalencia de HTLV-1/2 y HIV-1 en
donantes de sangre, antes y después de la introduccién de la deteccién
obligatoria de HTLV-1/2 en bancos de sangre de Argentina; y las tendencias
de estas infecciones en el banco de sangre del hospital Juan A. Fernandez de
la ciudad de Buenos Aires.

Reportes de estudios conducidos en los ainos 90 en Buenos Aires, antes
de la introduccién del tamizaje obligatorio para anticuerpos contra HTLV-1/2,
mostraron prevalencias de 0.03% y 0.21%, respectivamente [227,236,237].

En esta tesis se estimé una prevalencia superior a la observada en
donantes de la misma ciudad reportada por el Ministerio de Salud (p<0.05),
hecho que podria deberse al uso de equipos comerciales que no son los de
mayor eficiencia para detectar infeccion por HTLV-1/2 [238]. Sin embargo, la
prevalencia final (0.1%) observada en nuestro estudio luego de la confirmacion
por WB sigue corroborando que Buenos Aires es un area no endémica para
esta infeccién mas alla de la alta prevalencia de estos retrovirus en poblaciones
de alto riego y en poblaciones de inmigrantes desde areas endémicas tanto de
Argentina como de paises vecinos hacia la capital de nuestro pais
[172,239,240]. En cuanto a este punto, es interesante destacar que la mitad de
los individuos HTLV-1/2 positivos provienen de paises limitrofes o cercanos
como Perl, donde se sabe que el HTLV-1 es endémico. Asi, entre los
antecedentes de riesgo reportados en donantes de sangre para HTLV-1 se

encontrd ser de origen boliviano, tener pareja sexual HTLV-1 positiva, y/o UDI.
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En cambio para HTLV-2 se reporté como antecedente de riesgo haber nacido o
tener pareja sexual proveniente de regiones endémicas para HTLV-2.

Con respecto al HIV-1, la epidemia en Argentina en la década de los 80,
estaba restringida a las poblaciones de HSH y UDIs. Esta infeccién en la
actualidad se ha diseminado a la poblacion heterosexual y afecta
especialmente a mujeres activas sexualmente [241]. Estudios previos
realizados en donantes de sangre de Buenos Aires en 1993 y 2000 reportaron
prevalencias finales de 0.21% y 0.36% respectivamente, y similar a los
resultados obtenidos en este estudio [236,237]. En cuanto a las tendencias, la
prevalencia de seropositividad de HIV-1 se mantuvo a lo largo de los 6 afnos
estudiados, situacion que se observa a nivel pais segun los ultimos datos del
Boletin sobre el HIV/ SIDA en la Argentina.

En conclusion, se observo que hubo una disminucion de la prevalencia
de la infeccion por HTLV-1/2 entre los afos 2003 y 2008, manteniéndose la
ciudad de Buenos Aires como un area no endémica para ésta infeccion.
Ademas, basados en el hecho de que la mayor proporcion de donantes de
sangre que asisten a los bancos de sangre de nuestro pais, son de reposicion y
una minima proporcion son donantes voluntarios, y que en estos ultimos no se
detectaron infecciones por HTLV-1/2 ni HIV-1, se deberia hacer énfasis en el
reclutamiento de este tipo de donantes para lograr disminuir ain mas la
proporcion de individuos infectados por estos retrovirus.

Cuando estudiamos grupos de mujeres embarazadas no se
observaron diferencias significativas de la prevalencia de HTLV-1/2 en mujeres
embarazadas respecto de la reportada en donantes de sangre de las mismas

regiones [242,243]. Por otro lado, la prevalencia final para HIV-1 en la
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poblacion de mujeres embarazadasfue fue de 0.5%, hallandose casos positivos
mayoritariamente en la ciudad de Buenos Aires y podemos observar que
practicamente no existe coinfeccion HIV-1 con HTLV-1/2, a excepcién de un
caso de una mujer HTLV-1/ HIV-1 de la ciudad de Buenos Aires cuya pareja
era UDI/ HTLV-1/ HIV-1/ HCV positiva.

En cuanto a ésta poblacién, observamos que la tasa de prevalencia de
HTLV-1/2 en mujeres embarazadas del centro de Argentina (ciudad de Buenos
Aires) y el sur (Neuquén y Ushuaia) es similar a las de donantes de sangre de
esas mismas regiones consideradas como no endémicas. Esto es diferente de
lo observado en Europa donde se hallaron cifras superiores en mujeres
embarazadas que en donantes de sangre [244].

Asi, vemos que las prevalencias de HTLV-1/2 en mujeres embarazadas
difieren en relacién a las areas geograficas siendo un area endémica para
HTLV-1 en Jujuy y para HTLV-2 en Formosa a diferencia de é&reas no
endémicas donde las cifras son bajas, aunque aun asi ambos retrovirus se
encuentran circulando aun en el extremo sur de nuestro pais, tal es el caso de
una mujer residente en Ushuaia pero nacida en Jujuy, area endémica para el
HTLV-1.

Los resultados obtenidos nos permiten relacionar la presencia del HTLV-
1/2 en mujeres embarazadas de distintas regiones del pais con el
desplazamiento de individuos de areas endémicas a centros urbanos y el
contacto con parejas con antecedentes de riesgo para estas infecciones.

Si bien en nuestro pais no se realiza la deteccion de HTLV-1/2 de
manera obligatoria en mujeres embarazadas, segun esto datos deberiamos

considerar el riesgo de infeccion en aquellos casos que presenten
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antecedentes de riesgo como haber nacido en un area endémica y poseer un

familiar con infeccidén o enfermedades relacionadas con el HTLV-1/2.

Estimacion de la prevalencia de HTLV-1/2 en poblaciones de alto riesgo:
usuarios de drogas inyectables (UDIs), trabajadoras sexuales (TS),
hombres que tienen sexo con hombres (HSH), pacientes con tuberculosis
(TB) y pacientes con enfermedades de transmision sexual (ETS).

Este estudio provee informacion sobre la prevalencia de HTLV-1 y 2,
ademas de coinfecciones con agentes de transmisién sexual o parenteral, en
varias poblaciones de riesgo de Argentina. Asi observamos que la prevalencia
final de HTLV-1/2 entre 2055 individuos estudiados fue de 3.4%, siendo de
1.4% para HTLV-1 y de 2.0% para HTLV-2. La infeccién por estos retrovirus
fue significativamente superior en comparacién con estudios previos en
donantes de sangre sanos de Buenos Aires y de los resultados en donantes de
este trabajo [243].

En cuanto al andlisis de las prevalencias de la infeccion por HTLV-1/2 en
los cinco grupos estudiados, la prevalencia mas alta fue observada en UDIs
(19.1%) con diferencias significativas (p<0.05) comparadas con TB (4.3%),
ETS (2.3%), TS (2.0%) y HSH (0.4%).

En las ciudades de Bahia y Rio de Janeiro en Brasil, varios estudios han
reportado una predominancia de HTLV-1 en la poblacion de UDIs similarmente
a lo observado en otros estudios conducidos en Argentina entre 1989 y 1991
[79,149,245,246]. En este estudio, se puede observar que entre los UDIs de
Buenos Aires, la prevalencia de HTLV-2 (15.6%) es significativamente mas alta

que la de HTLV-1 (4.6%) (p=0.0013). La alta prevalencia de HTLV-1 en UDIs
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de Brasil podria ser explicada por el hecho de que esta infeccion es endémica
en nativos brasileros que se encuentran en contacto con la poblacion general
de aéreas urbanas [79,245]. En contraste, en Argentina los primeros
Amerindios que migraron hacia las ciudades como Buenos Aires y Rosario
escapando de la pobreza, fueron los Wichis y Tobas del norte del pais entre los
cuales la infeccion por HTLV-2 es naturalmente endémica, y quienes entraron
en contacto con la poblaciéon general y el uso de drogas ilegales inyectables
[247].

En cuanto a las TS, se observé una prevalencia significativamente
superior de HTLV-1 (1.5%) comparada con el HTLV-2 (0.2%) probablemente
debido a la inclusion de TS de la ciudad de Salta, un area endémica para la
infeccion HTLV-1 en el noroeste de nuestro pais, y las altas tasas de migracion
interna desde estas areas endémicas hacia las grandes ciudades [248].
Ademas, un caso HTLV-2 positivo fue hallado en una TS de la ciudad de
Buenos Aires, un area no endémica para este virus quien mantuvo relaciones
sexuales con extranjeros, principalmente de Brasil como Unico factor de riesgo.

Estudios previos llevados a cabo en HSH en areas no endémicas como
Estados Unidos y Europa han reportado prevalencias de HTLV-1/2 menores a
0.4% similar a la de HTLV-1 de nuestra poblacién [86,88,249]. En cambio,
estudios realizados en Peru, area endémica para HTLV-1, han reportado
prevalencias de 1.8% para HTLV-1 y de 1.1% para HTLV-2 siendo estas cifras
significativamente superiores a la encontrada en este estudio (p=0.01). Por otro
lado, no se detectaron casos de HTLV-2 en nuestra poblacién, probablemente

debido al n pequefno de HSH estudiados.
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En nuestra poblacion de HSH de éste estudio, solo tres casos de HTLV-
1 fueron detectados, mostrando la prevalencia mas baja de todas las
poblaciones estudiadas (0.4%) pero siendo aun significativamente mas alta que
en donantes de sangre (p<0.05). Dos de ellos reportaron tener parejas
sexuales de areas endémicas conocidas para el HTLV-1, como Peru y Japén,
respectivamente. El otro caso fue de un HSH argentino de la ciudad de Buenos
Aires quien no declaré ningun antecedente de riesgo. Ninguno de los tres
casos HSH HTLV-1 positivos reportd6 uso de drogas inyectables ni
transfusiones sanguineas, por lo que sugerimos que la transmision pudo haber
sido de madre a hijo o bien por exposicion sexual. La baja prevalencia de
HTLV-1/2 hallada en los HSH fue similar a la reportada en un estudio llevado a
cabo en Buenos Aires en 1993 (0.5%) sugiriendo que la infeccion no se ha
incrementado en esta poblacién de HSH debido a la concientizacion respecto
de la medidas de prevencién para el HIV-1, el alto nivel de educacién y el bajo
consumo de drogas inyectables que caracterizd a ésta poblacion estudiada
[240].

En relacién a los pacientes con tuberculosis, desde el afo 1980, parte
del aumento de la incidencia de esta infeccidon ha sido atribuida al impacto de la
epidemia de HIV/SIDA. En Argentina en el afio 2002 se reportaron tasas de
30.5 por cada 100.000 habitantes siendo la tasa mas alta en el norte del pais.
En Buenos Aires estudios previos han reportado prevalencias de HIV-1 desde
un 3.1% a un 21.0% en pacientes con TB [251]. También ha sido demostrada
la presencia de tuberculosis en individuos HTLV-1/2 positivos de Brasil, siendo

la prevalencia para esta infeccion superior a la de la poblacién general [252].
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En los pacientes con TB de este estudio se observo una prevalencia de
HTLV-1/2 de 2.1% siendo ésta mas alta que la reportada en la poblacion
general del mismo area, similar a lo que ocurre en Brasil [252]. De los tres
casos HTLV-1 positivos, un hombre era originario de Peru, pais endémico para
la infeccion por HTLV-1, y dos reportaron ser usuarios de drogas. El uso de
drogas ilegales en estos pacientes, especialmente inyectables, se encuentra
asociado a la infeccién por HTLV-1 como ya ha sido descripto en Nigeria y
Pera [73,2583]. El Unico paciente HTLV-2 positivo presentd como antecedente
de riesgo haber recibido una transfusion de sangre.

En los pacientes con ETS, se observé una prevalencia de HTLV-1 de
1.0%, similar a la observada en ETS del sur de India (1.2%), y Surinam (1.4%)
[254,255]. Entre los 400 casos de ETS se han detectado cuatro casos HTLV-1
positivos, todos ellos presentando diferentes coinfecciones con otros patdégenos
como HIV-1, HCV, HBV y T. pallidum. Esta informacién muestra claramente
que el diagnéstico de la infeccién de HTLV-1/2 deberia ser considerada en
centros de diagnostico y tratamiento de enfermedades de transmision sexual.

Respecto de las coinfecciones, estudios previos reportaron que la
evolucion clinica al SIDA podria verse afectada por la presencia de HTLV-1,
dado que la coinfeccion HTLV-1/HIV-1 ha sido fuertemente correlacionada con
una sobrevida reducida en contraposicion al efecto protector en cuanto a la
evolucion clinica a SIDA ejercida por la coinfeccion de HIV-1 con HTLV-2
[157,256].

A excepcion de las TS, donde solo se detectaron casos de coinfeccion
HTLV-1 y HCV, en todas las demas poblaciones estudiadas se observaron

casos de coinfecciones HTLV-1 con HIV-1 y/o HCV. En cambio, no se
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detectaron coinfecciones HTLV-2 con HIV-1 excepto en la poblacion de UDls,
donde ademdas se observaron altas tasas de coinfeccibn HTLV-2/HCV,
sugiriendo que la via de transmision principal en la infeccién por HTLV-2 en
este grupo es mediante el intercambio de material de inyeccion contaminado.

En cuanto a la tasa de coinfeccién de HTLV-1y T. palldum en TS, HSH
y ETS fue significativamente superior que para HTLV-2.

En resumen, existe un riesgo real de expansién de la infeccion por
HTLV-1/2 desde los grupos de riesgo, principalmente los UDIs, hacia la
poblacién general, aun en areas no endémicas. El conocimiento de la situacion
epidemiolégica de estos retrovirus en poblaciones de riesgo de diferentes
regiones del pais podria influir en la toma de decisiones a nivel de salud publica

para implementar programas eficientes de prevencion y asistencia médica.
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CAPITULO 3

ANALISIS FILOGENETICO

El HTLV-1 Cosmopolita subtipo Transcontinental ha sido detectado en
comunidades aborigenes de dreas endémicas del noroeste de Argentina [184].
Este subgrupo y el Japonés B han sido recientemente reportados en 5
individuos incluyendo donantes de sangre de areas no endémicas del centro
del pais [257]. Si bien la ciudad de Buenos Aires es considerada como no
endémica, ha habido una alta migracién desde areas endémicas para la
infeccién por HTLV-1 hacia esta ciudad en los ultimos afos.

En este trabajo se analizaron las caracteristicas filogenéticas y
moleculares de las cepas HTLV-1 de residentes de Buenos Aires que
pertenecian a diferentes grupos de riesgo para la infeccién por HTLV-1/2.

El andlisis de la regién LTR 3" demostré que las 16 cepas estudiadas
pertenecian al subtipo Cosmopolita, y que si bien la mayoria fueron clasificadas
como subgrupo A Transcontinental, se hallaron posicionadas en diferentes
grupos, sugiriendo un grado variable de divergencia molecular. La mayoria de
las secuencias agruparon dentro del grupo mayoritario Latinoamericano junto a
algunas cepas de Amerindios incluidos algunos del noroeste de nuestro pais:
(Ar5, Ar15, Ar49).

En este trabajo se identificé una cepa (FSW1) de una TS nacida en
Perd, quien reportdé haber mantenido relaciones sexuales con hombres
provenientes de Peru, Bolivia y Argentina, que agrupd junto a referencias de
individuos de Sudafrica, de Brasileros negros, de Guayana de origen mixto y de

un Creole de Surinam. Este dato reporta la presencia de una cepa africana de
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HTLV-1 circulando en Argentina, lo cual podria explicarse geograficamente
como consecuencia de la alta tasa de migracién desde paises sudamericanos
incluyendo aquellos con un alto componente africano como Brasil, hacia la
ciudad de Buenos Aires. Si consideramos que la mayoria de los individuos
infectados de este estudio no poseian un origen negro, podriamos sustentar la
hipotesis de la introduccion en la era precolombina debido a las migraciones
mongoloides a través del estrecho de Bering, y en consecuencia a través de las
comunidades originarias, en contraposicion la introduccion de este subtipo en
diferentes eventos producidos en la era post-colombina mayoritariamente
mediante el comercio de esclavos desde Africa [124].

Considerando otros subgrupos del subtipo Cosmopolita de HTLV-1, los
grupos E y B han sido reportados infectando a individuos Peruanos y Nikkei de
origen negro, respectivamente [124]. Ademas, el subgrupo B también ha sido
descrito en Brasil entre descendientes de japoneses. En este estudio, si bien se
analizaron individuos HTLV-1 infectados descendientes de peruanos vy
japoneses residentes de Buenos Aires, no se hallaron cepas del subgrupo B ni
E.

Ademas, este estudio describe por primera vez las caracteristicas
filogenéticas de cepas de HTLV-2 que circulan en un area no endémica de
Argentina como la ciudad de Buenos Aires. Considerando la distribucion
mundial, mientras que el subtipo HTLV-2a se encuentra presente
predominantemente en UDIs de Brasil, EEUU, norte de Europa (Gran Bretafa,
Irlanda y Suecia) y el sudeste asiatico (Vietnam) y Amerindios como los Navajo
y Pueblo en EEUU y Kayapo en Brasil [135,258-263]. EI HTLV-2b se haya

presente en pigmeos Bakola de Camerun, habitantes de Zaire y Gabon
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ademas de poblaciones Amerindias como los Navajo, Pueblo y Seminole de
EEUU, los Guaymi en Panama, los Guahibo en Venezuela, los Wayu y Tunebo
en Colombia y los Tiriyos en Brasil [135,136,263-266].

En relacion a Argentina, estudios previos han reportado la presencia del
subtipo b del HTLV-2 en Tobas y Wichis de Argentina [171]. Mientras, que por
otro lado, en 1996 se detecté la presencia de un HTLV-2a en un UDI con SIDA
de Rosario (IVDUros), lo cual sugiri6 que este subtipo seria posiblemente el
predominante en esta poblacion como habia sido observado entre UDIS de
otros paises [267,268]. Esta cepa IVDUros HTLV-2a previamente descripta, se
halla cercanamente relacionada con aislamientos de aborigenes de Brasil
antes llamado HTLV-2 subtipo ¢, sugiriendo la introduccién de estas cepas
desde éste pais vecino.

Por otro lado, nuestros resultados muestran que el 84.6% (22/25) de las
cepas HTLV-2 circulando en la poblacién Caucasica de un area no endémica
de Argentina corresponde al subtipo b. En este estudio, de las 26 muestras
estudiadas provenientes de 7 donantes y 19 UDIs con HIV-1, 4 muestras
analizadas (HIVAR1, HIVAR2, HIVAR15, HIVAR16) agruparon con un alto valor
de soporte dentro del subtipo a y 22 en el HTLV-2b. De las 22 secuencias
HTLV-2b, 14 pertenecian a individuos HIV-1 positivos y UDIs demostrando a
este subtipo como el mayoritario en ésta poblacion de Argentina. La mayoria de
estas secuencias (20) que agrupaban en el subtipo b, clasificaron dentro del
grupo filogenético que es caracteristico de Amerindios, incluyendo Pilagas y
Wichis de la Regién Chaquena de Argentina, y dos pertenecientes a donantes
de sangre, agruparon dentro del grupo con referencias de aborigenes de

Colombia y Venezuela, sugiriendo cierto grado de divergencia molecular. El
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hallazgo del grupo filogenético HTLV-2b en habitantes no aborigenes del pais,
sostiene la teoria de que habria habido interaccion entre estas comunidades
originarias y la poblacién general.

De las muestras analizadas que agruparon dentro del subtipo 2b, 7
pertenecian a donantes de sangre y 15 a UDIs. De los 7 donantes de sangre, 5
provenian de areas no endémicas como Buenos Aires, uno de Formosa y uno
de Ushuaia. Estos individuos no reportaron ningun factor de riesgo excepto el
paciente BDAR3 quien reportd haber recibido una transfusién de sangre. El
Unico antecedente asociado con infeccion por HTLV-2 en este estudio es el
area étnico/ geografica ya que 4 donantes de sangre tenian relacién con areas
endémicas, ya sea habitando o teniendo parientes procedentes de éstas areas
de Argentina.

Estos datos se correlacionan con la creciente migracién desde estas
comunidades hacia las grandes ciudades y la posterior introduccion de drogas
en esta poblacion. Si bien Buenos Aires es considerada como un area no
endémica, en los ultimos afos ha habido una gran afluencia de individuos
provenientes de Chaco y Formosa, donde el subtipo HTLV-2b ha sido
previamente descrito como el endémico en estas poblaciones. Ademas, la
creciente tasa de turismo desde y hacia la Argentina, especialmente del sur de
Europa, Estados Unidos y Brasil podria haber contribuido a la introduccion del
HTLV-2b en nuestro pais.

En conclusién, unicamente el subtipo b del HTLV-2 fue detectado en
donantes de sangre y contrariamente a lo sugerido en un estudio previo, seria
el subtipo b predominante en UDIs, sugiriendo que este subtipo es el

mayoritario no solo en Amerindios de la Regién Chaquefna sino también en
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otras poblaciones de areas no endémicas y que ha sido introducido en nuestra
poblacion debido al aumento de la interaccion con comunidades originarias y el

turismo especialmente del sur de Europa, Estados Unidos y Brasil.
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CONCLUSIONES
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Basado en toda la informacién recopilada en este trabajo de tesis
y con el objetivo de obtener un panorama mas detallado de la epidemiologia de
la infeccién de HTLV-1/2 y brindar un diagnéstico adecuado de la infeccién por
HTLV-1/2 en Argentina se hace imprescindible la implementacién de un
algoritmo diagnostico éptimo para la infeccion por HTLV-1/2, lo cual implicaria
tanto la provision a los centros de salud de los equipos de tamizaje mas
eficientes disponibles en el mercado, como la posibilidad de ofrecer la
realizacion de una nested- PCR anidada para la confirmacion de los casos
HTLV sin tipificar o seroindeterminados por WB.

En ésta tesis se estim6 la prevalencia de HTLV-1/2 en distintas
poblaciones, y hemos demostrado que si bien en donantes de sangre de la
ciudad de Buenos Aires y en poblaciones de mujeres embarazadas de areas
no endémicas para HTLV-1/2 las cifras son bajas, ambos virus estan circulando
en poblaciones de bajo riesgo de la mayor parte del pais.

Con respecto a los donantes de sangre hemos observado que el
reclutamiento de donantes voluntarios contribuiria significativamente a reducir
aun mas la prevalencia de HTLV-1/2 es ésta poblacion y habria que considerar
el riesgo de infeccién en aquellos casos que presenten antecedentes de riesgo
como, por ejemplo, haber nacido o ser descendientes o haber tenido pareja
sexual de individuos provenientes de 4reas endémicas o infectados o con
enfermedades relacionadas con el HTLV-1/2.

En el caso de las poblaciones de riesgo (UDls, TS, HSH, TB y ETS)
hemos visto que las cifras de prevalencia son significativamente superiores, por
lo que existe un riesgo real de expansion de la infeccion por HTLV-1/2 desde

estos grupos poblacionales hacia la poblacién general.
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Teniendo en cuenta la filogenia del HTLV-1, todas las cepas circulantes
en nuestro pais resultaron subtipo Cosmopolita subgrupo Transcontinental
mientras que para el HTLV-2 el subtipo b fue el mayoritario en comunidades no
aborigenes de Buenos Aires, sugiriendo que este subtipo ha sido introducido
en esta poblacién debido al aumento de la interaccibn con comunidades
originarias y turismo especialmente del Sur de Europa, Estados Unidos y Brasil.

El conocimiento de la situacion epidemiolégica de estos retrovirus en
todas estas poblaciones podria influir en la toma de decisiones a nivel de salud
publica para implementar programas eficientes de prevencién, diagnéstico y

asistencia médica del individuo infectado por HTLV-1/2.
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