ARTICULO ORIGINAL | ARTIGO ORIGINAL | ORIGINAL ARTICLE

Seroprevalencia del virus linfotrépico de células T
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RESUMEN

El virus-T linfotrépico humano del tipo 1 (HTLV-1) fue el primer retrovirus humano a ser identificado y esté asociado a varias
enfermedades debilitantes. El Estado de Pard es el tercero de Brasil con mayor frecuencia de la infeccién por HTLV entre
donantes de sangre. Las comunidades riberefias carecen de acciones de educacién y asistencia a la salud, por la
caracteristica de sus viviendas, esparcidas a lo largo de los rfos y cursos de agua, y por la dificultad de acceso a los centros
urbanos. Este estudio tuvo como obijetivo investigar la infeccién causada por el HTLV en comunidades riberefas del
nordeste paraense, atendidas por el Programa Luz en la Amazonia, entre febrero de 2009 y junio de 2010. Fue realizada
una investigacién de anticuerpos anti-HTLV-1/2 en 175 riberefios, siendo 30 (17,14%) de la comunidad de Séo Pedro
(Acard); 62 (35,43%) de la comunidad del Furo do Aurd (Belém) y 83 (47,43%) de Santa Maria (Acard). En los casos
reactivos, se utilizaron métodos de biologia molecular para confirmar la infeccién e identificar el tipo viral. La prevalencia
total del HTLV-1 fue de 1,14% (2/175), variando entre cero (0/34) en Séo Pedro, 1,20% (1/83) en Santa Mariay 1,61%
(1/62) en el Furo do Aurd. El HTLV-1 fue identificado en dos de las 117 (1,71%) familias analizadas de las tres
comunidades. No se observé ningn caso de transmisién familiar en la muestra. El HTLV-2 no fue hallado en la muestra
estudiada. Este estudio demostré la ocurrencia de HTLV-1 en las comunidades riberefias estudiadas, con frecuencias
similares a las de las poblaciones urbanas, indicando la necesidad de una mayor investigaciéon y de acciones de
prevencién de las enfermedades asociadas al virus en esas comunidades.

Palabras clave: Deltaretrovirus; Estudios Transversales; Estudios Seroepidemiolégicos; Prueba ELISA.

INTRODUCCION epidemiolégicas consistentes sefialan al HTLV-1 como
agente asociado a enfermedades como: Leucemia/
Linfoma de Células T del Adulto conocida como LLTA o
ATL, Paraparesia Espdstica Tropical/ Mielopatia
Asociada al HTLV-1 conocida como PET/MAH o
TSP/HAM, uveitis y dermatitis infectiva'**. Con relacién al
HTLV-2, raramente se lo ha asociado a esas
enfermedades’. Y apenas entre 1%y 4% de los individuos

infectados desarrollard algin tipo de enfermedad

Los virus linfotrépicos humanos de células T (HTLV)
pertenecen a la familia Retroviridae, a la subfamilia
Orthoretrovirinae y al género Deltaretrovirus. Evidencias
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debilitante asociada al virus®.

El HTLV ocurre en todo el mundo, pero su distribucion
varfa de acuerdo con la regién geogrdfica. El HTLV-1 es
endémico en Japén, el Caribe, Africa, América del Sury las
islas de la Melanesia®. En Brasil, se estima que 2,5 millones

103



104

de personas estén infectadas. El virus estd presente en
todos los Estados aunque con prevalencia variada. La
Ciudad de Salvador presenta la mayor poblacién de
seropositivos para HTLV entre los donantes de sangre de
Brasil®.

La transmisién de ese virus puede suceder de cuatro
formas: por contacto sexual; de madre para hijo, por el
amamantamiento; por transfusién de sangre; y por medio
de jeringas y agujas conteniendo células infectadas con el
virus”®. El contacto celular es necesario para que haya
transmisién eficiente entre células e individuos’. Estimativas
senalan que, aproximadamente, de 10 a 20 millones de
personas estdn infectadas por el HTLV-1 en el mundo. La
infeccién por ese virus tiene un periodo de latencia
prolongado, pudiendo durar algunas décadas o toda la
vida del individuo infectado’.

La mayoria de las comunidades riberefias de la regién
amazénica tiene dificultad para obtener asistencia de todo
y cualquier tipo, principalmente de acciones de salud, por
la caracteristica de las familias estar esparcidas en islas o al
margen de igarapés (arroyos) y furos (pequefios canales),
sin facil acceso a los centros urbanos. Este estudio
identificé la frecuencia y distribucién del HTLV-1/2 en
comunidades riberefas, con el objeto de minimizar la
propagacién de esa infeccién y la ocurrencia de
enfermedades asociadas.

MATERIALES Y METODOS

Entre febrero de 2009 y junio de 2010 el Programa Luz
en la Amazonia atendié a tres comunidades riberefias: Sdo
Pedro y Santa Maria, en el Municipio de Acard y la
comunidad del Furo do Auré, del Municipio de Belém. El
referido programa es una colaboracién entre la Sociedade
Biblica do Brasil (SBB) y la Universidade Federal do Pard
(UFPA) y, con la ayuda de voluntarios, desarrolla acciones
de promocién de la salud en comunidades riberefas de la
regiéon nordeste del Estado de Pard.

Se realizdé una investigacién serolégica para HTLV en
familias registradas en las tres comunidades riberefias
atendidas en el periodo del estudio, siendo 28 familias de
la comunidad de Sé@o Pedro (con 30 individuos), 46
familias de la comunidad de Santa Maria (con 83
individuos) y 43 familias del Furo do Aurd (con 62
individuos), correspondiendo a un total de 175 individuos.
Fueron incluidos en el estudio individuos de ambos sexos,
mayores de 18 afios de edad, residentes en la comunidad,
priorizando los representantes adultos de cada familia.

Los riberefios encuadrados en los criterios de inclusién
fueron orientados y convidados a participar del estudio y se
firmé el Término de Consentimiento Libre y Esclarecido. El
proyecto de investigacién fue analizado y aprobado por el

Comité de Etica en Investigacién en Seres Humanos, segin
el protocolo de n®071/2006-CEP/NMT.

Se realizaron charlas sobre los obijetivos de la
investigacién en todas las comunidades y las muestras de
sangre se colectaron después de obtener el consentimiento
de cada individuo. El cuestionario epidemiolégico fue
completado en el momento de la colecta de la muestra

sanguinea, identificando variables como edad, género,
histérico de transfusiones sanguineas o de hemoderivados
y el uso de drogas inyectables, entre otros. Todas las
muestras de sangre colectadas fueron analizadas por el
método de ensayo inmunoenzimdtico (ELISA), para la
deteccién de anticuerpos anti-HTLV-1/2 (Ortho®, USA), de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las muestras
con resultados reactivos y con valores préximos a los del
cutoff, fueron probadas por duplicado.

Las muestras consideradas positivas por ELISA se
analizaron por la técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), seguida de digestion enzimética para
confirmar la infeccién y diferenciacién de los tipos 1y 2 de
HTLV. La técnica emplea la deteccion del ADN proviral por
la amplificacién de la regién Px del virus. Para la reaccién
PCR se utilizé soluciéon con 5,0 mL de Go Tag® Green
Master Mix, 2,0 uL de agua, 1 ul (10 pmol) de cada primer
HTLV Externo F 5-TTCCCAGGGTTTGGACGAAG-3'
(7219-7238, directo) y HTLV Externo R 5'-
GGGTAAGGACCTTGAGGGTC-3'(7483-7464, reverso)
y 1,0 uL de ADN, para un volumen final de 10 pl. El
protocolo para amplificacién siguié la temperatura de
desnaturacion de 94° C por 4 min, seguida de 30 ciclos
(repeticiones), en los cuales la temperatura de
desnaturacion fue de 94° C por 40 seg, la temperatura de
anelamiento a 51,6° C por 30 seg y finalmente, la
temperatura de extensién a 72° C por 40 seg, seguida de la
temperatura de extensién final de 72° C, 10 min, y 10° C
por 10 min'.

La identificacion molecular del genoma viral se realizé
por nested-PCR, utilizando las mismas cantidades de
reactivos de la primera PCR y 1 ulL (10 pmol) de cada
primer HTLV interno F 5'CGGATACCCAGT
CTACGTGTT3' (7248-7268, directo) y HTLV interno R
5'GAGCCGATAACGCGTCCATCG3' (7406-7386,
reverso). El protocolo de amplificacién se continué en 35
ciclos (repeticiones), con temperatura de desnaturaciéon de
94° C por 30 seg, la temperatura de anelamiento de 51,6°
C por 30 seg y la temperatura de extensién por 72° C por
30 seg, seguido de la temperatura de extensién final a 72°
C, 10 min,y 10°C por 10 min'.

Todas las muestras de ADN fueron previamente
amplificadas para un fragmento del gen de globina
humana, utilizando las mismas condiciones de reactivos,
con excepcién de los oligonucleétidos especificos para
VPH, que fueron sustituidos por los oligonucleétidos G73y
G74". Fueron utilizados controles positivos (muestra
sabidamente positiva) e negativos (agua estéril) a cada
reaccién de PCR.

Después de la identificacién de los casos con
resultados de PCR positivos, se realizé la digestion
enzimdtica de los mismos, para identificar el tipo de HTLV
presente en la muestra. La reaccién enzimdtica utilizé la
enzima Taq | (Promega®) siguiendo las recomendaciones
del fabricante. A cada reaccién enzimética se utilizé un
control positivo para HTLV-2. Los productos de PCR y de
digestién enzimdtica fueron visualizados en gel de agarosa
a 2% y a 3%, respectivamente, conteniendo bromuro de
efidio (1 mg/mL), bajo luz UV.



Los comunicantes y familiares de los individuos
confirmados con infeccién viral fueron investigados con
relacién a la transmisiéon  familiar del HTLV-1/2,
obedeciendo alos criterios de investigacion del conyugue,
madre e hijos, cuando la persona infectada era del sexo
femenino; y cényugue y madre, cuando era del sexo
masculino.

RESULTADOS

La investigacién serolégica para HTLV-1/2 se realizé en
117 de las 149 (78,52%) familias registradas en el
programa Luz en la Amazonia, en el periodo de enero de
2009 ajunio de 2010, siendo 28 familias de la comunidad
de Sao Pedro (30 individuos), 46 familias de Santa Maria
(83 individuos) y 43 del Furo do Aurd (62 individuos),

correspondiendo a un total de 175 individuos.

El tabla 1 demuestra la distribucién, por franja etaria y
por género, de la demanda de 175 riberefios que
participaron del estudio: con edades variando de 18 a 85
afos y promedio de 41 afos; con un 93,14% (163/175)
de las personas con edad igual o superior a 20 afos. Se
identific6 también, una mayor frecuencia, 58,28%
(102/175), de individuos del sexo femenino en la muestra
analizada en las tres comunidades.

Tabla 1 — Distribucién del muestreo de individuos
investigada para HTLV-1/2, por franja etaria
y sexo, en las comunidades riberefias
atendidas por el Programa Luz en la

Amazonia entre febrero de 2009 y junio de

2010
Total Frecuencia por sexo
Fror(wcil?ﬁi;]rio examinado Masculino Femenino
N % N % N %

<20 12 6,85 4 33,33 8 66,67
20 |- 30 41 23,43 17 41,46 24 58,54
30 |- 40 42 24 17 40,48 25 59,52
40 |- 50 27 1543 9 33,33 18 66,67
50 |- 60 19 10,86 9 47,37 10 52,63

> 60 34 19,43 17 50 17 50

Total 175 100 73 102

Fuente: Laboratorio de Biologia Celulary Molecular, Nicleo de Medicina
Tropical.

Lla presencia de anticuerpos anti-HTLV-1/2 fue
identificada en dos de las 175 muestras analizadas,
caracterizando una prevalencia de 1,14%. La frecuencia
de anticuerpos varié de cero (0/30) en la comunidad de
Séo Pedro a 1,20% (1/83) en la comunidad de Santa
Maria y 1,61% (1/62) en la comunidad del Furo do
Aurd. Llas frecuencias de HTLV-1/2 no difirieron
estadisticamente entre las tres comunidades estudiadas
(p = 0,7525). Los dos individuos seropositivos tenian
edades de 20 y 65 afios, siendo del sexo femenino vy
masculino, respectivamente.

Resultados de la PCR confirmaron la amplificacién del
fragmento del genoma proviral del HTLV-1/2 en las dos
muestras ELISA positivas y el tipo HTLV-1 fue identificado
por la digestién enzimdtica en ambas muestras, no
habiendo sido encontrado ningdn caso de HTLV-2.

La investigacion de anticuerpos anti-HTLV-1/2 en los
familiares de la mujer riberefia con infeccién confirmada
por HTLV-1 fue negativa. De esta familia, fueron
analizados sus dos hijos (con edades de dos y cuatro afios),
su madre y su cényugue. El otro caso, también positivo
para HTLV-1, relaté ser viudo, no teniendo padres vivos ni
hijos, y ningln otfro familiar residiendo en la misma
comunidad, imposibilitando el andlisis de sus
comunicantes. Ninguno de los individuos infectados por
HTLV-1 relatd historia de transfusién de sangre o uso de
drogas endovenosas.

DISCUSION

La infeccién por el HTLV-1/2 se caracteriza por el
agrupamiento en dreas geogréficas definidas en el mundo;
por la variacién espacial de las tasas de seroprevalencia,
dentro de dreas de prevalencia reconocidamente
elevadas; por el aumento de la seroprevalencia con la
edad (efecto de la edad, efecto de cohorte, seroconversién
tardia); y seroprevalencia mds elevada en mujeres,
volviéndose mds acentuada después de los 40 afios de

edad.

En Brasil, hasta el momento, no existen estudios
epidemiolégicos con bases poblacionales y con
metodologias adecuadas sobre la infeccion por el HTLV
que permitan conocer su real prevalencia®. La principal
manera de comparar la prevalencia de la infeccién ha sido
realizada por el andlisis serolégica de donantes en bancos
de sangre, en los cuales las tasas encontradas en las
capitales brasilefas varian de 0,04% en Florianépolis,
Santa Catarina, a 1,80% en Salvador, Bahia™®". La
seroprevalencia de HTLV-1/2 de este estudio, de 1,14%,
estd inserta en la variacién encontrada entre los donantes
de sangre en Brasil y en la variacién de 0,91% a 1,61%
encontrada en los donantes de sangre del Estado de
Pard”®.

Como los ensayos inmunoenzimdticos estdn sujetos a
frecuentes reacciones falso positivas'>'*"°, el
inmunodiagnéstico del retrovirus depende de
confirmacién de la serorreactividad por Western Blot (WB)
o de la PCR. En este sentido, otros estudios demostraron
prevalencia de infeccién por el HTLV confirmada por la
técnica de WB de 0,3% en el interior de Bahia'®, 0,11% en
Rio Branco, Acre'’, 0,07% en Maringd, Parand'® y 0,02%
en Uberaba, Minas Gerais'”’. En este estudio, la infeccién
por HTLV-1 se confirmé por métodos moleculares en todas
las muestras serolégicamente reactivas para HTLV-1/2.

La alta prevalencia de infeccion por HTLY en la Regién
Amazénica, especialmente en el Estado de Pard, que se
destaca como el tercero en nimero de casos entre
donantes de sangre en Brasil”®, ha suscitado estudios
seroepidemiolégicos y moleculares dirigidos a
comunidades con poblaciones especificas, habiendo sido
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ya registrada una prevalencia de 1,8% para HTLV-1, entre  vida o por el riesgo acumulativo de nuevas infecciones a lo
inmigrantes japoneses”, y la variacién de cero a 2,06%  largo de la vida®™. En este sentido, serfa importante
para HTLV-1 y de cero a 1,06% para HTLV-2 en  investigar a posteriori a los hijos del caso portador, visto
comunidades remanentes de quilombolas, en la Islo de  que todavia son nifios y que hubo relato de
Marajé (Pard, Brasil)”. El HTLV-2 también ha sido  amamantamiento natural por un largo periodo.

identificado en hasta un 30% de comunidades indigenas

s 22 .
amazénicas” y en un 29% de las muestras serorreactivas o L o
: significativa para inferir datos estadisticos sobre las tres
de donantes paraenses, pero en las comunidades

) - : . . comunidades estudiadas e incluso, puede representar la
riberefias, objeto de este estudio, tan sélo fue encontrado ) ’ . B )
realidad de las comunidades riberefas localizadas
el HTLV-1. . . .
préximas a la Ciudad de Belém, aunque no debe
La variacién en la prevalencia de HTLV de comunidades ~ demostrar la prevalencia de la infeccién porel HTLV-1/2 en
estudiadas previamente, asi como en este estudio, la poblacién de riberefios del Estado de Pard, debido a la
demostré que el virus todavia no ha penetrado en ciertas ~ gran diversidad de esa poblacién lo que puede estar o no,
comunidades, donde probablemente los factores  relacionado alosfactores asociados alainfeccion.
asociados a la exposicién son menos frecuentes. Por otro
lado, considerando que son poblaciones pequefias, la  CONCLUSION
presencia de una Unica persona puede elevar esta
prevalencia o findices proximos o superiores a los Lo prevalencia del HTLV-1 en la muestra de
P ) . . . _ . 0
encontrados en la poblacién en general. Ademds, a partir comunidades riberefias investigadas fue de 1,14%,
del momento en que se encuentra un caso positivo en una variando de cero a 1,61%, no habiendo sido encontrado
comunidad cerrada, existe una oportunidad mayor de que ~ NNguN caso de HTLV-2 ni tampoco ningln caso de

ese virus se propague de forma silenciosa, contribuyendo @ fransmision familiar. Una visién mejor sobre la prevalencia
un aumento de la infeccién y de las enfermedades de la infeccion por HTLV-1/2 en la poblacién riberefa del

La muestra de familias analizadas en este estudio es

asociadas. Estado de Pard, se obtendria por un estudio

epidemiolégico de base poblacional. Ese conocimiento es

A partir de la nocién adquirida en anterior  importante en la prevencién de nuevas infecciones y de
investigacion®, sobre la forma silenciosa con la que el enfermedades asociadas a esos virus.

HTLV se propaga en el seno de las familias, el presente

trabajo tuvo también como obijetivo, investigar la ApoYO FINANCIERO

transmisién familiar de la infeccién entre los riberefos,

pero ningln caso fue identificado en la familia investigada. Este trabajo obtuvo apoyo financiero de la Fundacao
Estudios epidemiolégicos relatan un aumento de la  de Amparo & Pesquisa do Estado do Paré (PPSUS-PA 2006-
infeccion con la edad, que puede ocurrir por 2007 PROJ 428 9577372), en colaboracién con la
seroconversién tardia de infeccién adquirida al inicio de la UFPAyla SBB.

Soroprevaléncia do virus linfotrépico de células T humanas em comunidades ribeirinhas
da regido nordeste do Estado do Pard, Brasil

RESUMO

O virus-T linfotrépico humano do tipo 1 (HTLV-1) foi o primeiro retrovirus humano a ser identificado e estd associado a
vérias doencas debilitantes. O Estado do Pard é o terceiro do Brasil com maior frequéncia de infeccéo por HTLV entre
doadores de sangue. As comunidades ribeirinhas séo carentes de acées de educacdo e assisténcia & satde, pela
caracteristica de terem moradias espalhadas ao longo de furos e pela dificuldade de acesso aos centros urbanos. Este
estudo objetivou investigar a infecg@o causada pelo HTLV em comunidades ribeirinhas do nordeste paraense, atendidas
pelo Programa Luz na Amazénia, entre fevereiro de 2009 e junho de 2010. Pesquisa de anticorpos anti-HTLV-1/2 foi
realizada em 175 ribeirinhos, sendo 30 (17,14%) da comunidade de Sao Pedro (Acard); 62 (35,43%) da comunidade do
Furo do Aurd (Belém) e 83 (47,43%) de Santa Maria (Acard). Nos casos reagentes, métodos de biologia molecular foram
utilizados para confirmacéo da infeccéo e identificacdo do tipo viral. A prevaléncia total do HTLV-1 foide 1,14% (2/175),
variando entre zero (0/34) em Sao Pedro, 1,20% (1/83) em Santa Maria e 1,61% (1/62) no Furo do Aurd. O HTLV-1 foi
identificado em duas das 117 (1,71%) familias analisadas das trés comunidades. Néo foi observado nenhum caso de
transmissdo familiar na amostra. O HTLV-2 néo foi encontrado na amostra estudada. Este estudo demonstrou a
ocorréncia de HTLV-1 nas comunidades ribeirinhas estudadas, com frequéncias semelhantes &s de populacées urbanas,
indicando a necessidade de maior investigacdo e acdes de prevencdo das doencas associadas ao virus nessas
comunidades.

Palavras-chave: Deltaretrovirus; Estudos Transversais; Estudos Soroepidemiolégicos; ELISA.



Human T-lymphotropic virus seroprevalence in riparian communities in the northeastern
region of Para State, Brazil

ABSTRACT

The human T-lymphotropic virus 1 (HTLV-1) was the first human retrovirus identified, and it is associated with several
debilitating diseases. Pard State has the third highest frequency rate of HTLC infections among blood donors in Brazil. Its
riparian communities lack educational policies and health care assistance mainly because they inhabit "furos"
(Amazonian river channels) and do not have easy access to urban centers. This study aimed to investigate the infection
by HTLV in riparian communities of northeastern Paré included in the Luz na Amazénia Program between February 2009
and June 2010. Atotal of 175 riparian individuals were selected for detection of anti-HTLV-1/2 antibodies: 30 from the
Sao Pedro community (Municipality of Acard), 62 from the Furo do Aurd Community (Municipality of Belém), and 83
from Santa Maria (Municipality of Acard). In the HTLV-reactive individuals we used molecular methods to confirm
infection and identify the viral type. HTLV-2 was not found in the study samples. The overall prevalence of HTLV-1 was
1.14% (2/175), ranging from zero (0/34) in Sao Pedro to 1.20% (1/83) in Santa Maria and 1.61% (1/62) in Furo do
Aurd. HTLV-1 was identified in two of 117 (1.35%) families from all three communities. We reported no evidence of
familial transmission through testing of samples. HTLV-2 was not found in the samples tested. This study demonstrates
the occurrence of HTLV-1 in the riparian communities studied, with frequency rates similar to those of urban
populations, which warrants further research and actions to prevent diseases associated with HTLV in these
communities.

Keywords: Deltaretrovirus; Cross-Sectional Studies; Seroepidemiologic Studies; Enzyme-Linked Immunosorbent Assay.
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