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TORQUE TENO VIRUS EM AMOSTRAS FEZES DE PACIENTES COM 

GASTROENTERITE: PREVALÊNCIA, DISTRIBUIÇÃO POR GENOGRUPOS E 

CARGA VIRAL 

 

RESUMO 

O Torque teno virus (TTV) é um vírus de DNA do gênero Alphatorquevirus 

da família Anelloviridae. O TTV é altamente prevalente em populações de todo 

o mundo. Isolados foram classificados em cinco grupos filogenéticos (1-5) com 

grande distância genética entre eles. A presença do TTV já foi detectada nas 

fezes, porém, não se sabe se todos os cinco genogrupos do TTV são 

excretados nas fezes, e qual a distribuição do TTV entre os genogrupos. A fim 

de avaliar a presença, a diversidade genômica e a carga viral do TTV em fezes, 

135 amostras de pacientes com gastroenterite foram analisadas. O DNA do 

TTV foi extraído de suspensão fecal e três diferentes métodos de reação em 

cadeia da polimerase (PCR), dois qualitativos e um quantitativo, foram 

avaliados. Nas amostras de fezes estudadas, 123 (91,1%) foram positivas em 

pelo menos um dos três métodos. O DNA do TTV pertencente aos genogrupos 

de 1 a 5 foi detectado em 37 (27,4%), 27 (20,0%), 57 (42,2%), 29 (21,5%) e 

33 (24,4%) amostras, respectivamente. Co-infecções com dois, três, quatro e 

cinco genogrupos do TTV foram encontradas em 23 (17,0%), 15 (11,1%), 7 

(5,2%) e 7 (5,2%) amostras fecais, respectivamente. Assim, 52 (38,5%) 

amostras continham mais de um genogrupo de TTV. A carga viral variou de 2,6 

a 6,5 log de genoma equivalentes por grama de fezes. No entanto, variações 

de carga viral foram observadas em função do genogrupo detectado e do 

número de genogrupos presentes simultaneamente. Os resultados encontrados 

são os primeiros a mostrar a alta prevalência e a diversidade de TTV nas fezes 

humanas. 

Palavras-chave:TTV, Anelloviridae, Coinfecção, Suspensões fecais, PCR, 

Brasil  

INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

Dissertação de Mestrado 
Carlos Augusto Pinho do Nascimento 
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PREVALENCE, GENOGROUPS DISTRIBUTION AND VIRAL LOAD OF 

TORQUE TENO VIRUS IN FECAL SAMPLES OF PATIENTS WITH 

GASTROENTERITIS 

 

ABSTRACT 

Torque teno virus (TTV) is a DNA virus of the genus Alphatorquevirus of 

Anelloviridae family. The TTV is highly prevalent in populations from around the 

world. Isolates have been classified into at least five main phylogenetic groups 

(1-5) showing a large genetic distance between them. The presence of TTV has 

been detected in feces. However, are presently unknown whether all five TTV 

genogroups are excreted in feces and the genogroup distribution. To evaluate 

the presence and the genomic distribution of TTV DNA in feces, 135 samples of 

patients with gastroenteritis were analyzed. The DNA was extracted of fecal 

suspension and three different PCR methods, two qualitative and one 

quantitative, were used. One hundred and twenty three (91.1%) samples were 

positive with at least one method. The TTV DNA belonging to the genogroups 1 

to 5 was detected in 37 (27.4%), 27 (20.0%), 57 (42.2%), 29 (21.5%) and 33 

(24.4%) fecal samples, respectively. Coinfections with two, three, four and five 

TTV genogroups were found in 23 (17.0%), 15 (11.1%), 7 (5.2%) and 7 (5.2%) 

fecal samples, respectively. Thus, 52 (38.5%) samples contained more than 

one TTV genogroup. Viral loads ranged from 2.6 to 6.5 log genome equivalents 

per gram of feces. However, variations of viral load were noted depending on 

genogroup and number of coinfecting TTV genogroups. These results are the 

first to show high prevalence and the diversity of TTV isolates in human feces.  

Key-words: Anelloviridae, Brazil, Coinfection, Fecal Suspension, PCR, TTV 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Histórico e Classificação 

O Torque teno vírus (TTV) foi descoberto em 1997 no Japão, no soro de um 

paciente com hepatite pós-transfusional de etiologia desconhecida, pela tecnologia 

de análise de diferença representacional (do inglês "representational difference 

analysis"). Neste estudo, foram utilizadas amostras coletadas antes e durante o 

aumento dos níveis de transaminases hepáticas do paciente. A análise de uma 

sequência nucleotídica com tamanho de 500 pares de bases (pb), não apresentou 

identidade com as sequências disponíveis nos bancos de dados, sugerindo a 

presença de um agente até então desconhecido (Nishizawa et al., 1997).  

A sigla TTV inicialmente foi atribuída às iniciais do nome do paciente em que o 

vírus foi descoberto. Mais tarde, TTV passou a representar a abreviatura de vírus 

transmitido por transfusão (do inglês “transfusion transmitted virus”) (Nishizawa et 

al., 1997). Posteriormente, percebeu-se que esta designação não contemplava as 

características epidemiológicas do vírus, uma vez que este pode ser transmitido 

através de outras vias como, por exemplo, a fecal-oral (Luo & Zhang, 2001). Dessa 

forma, a sigla foi mantida, mas passou a representar torque teno virus devido as 

suas características de genoma circular, fita-simples (do latim “torques” que significa 

colar e “tenuis” que significa fino) (Biagini, 2004).  

Com a identificação do primeiro clone do TTV (TA278), imaginou-se que se 

tratava de um integrante da família Parvoviridae (caracterizada por integrar vírus de 

DNA fita-simples linear) por se tratar de um vírus de DNA fita simples (Okamoto et 

al., 1998b). No entanto, após o sequenciamento completo e a consequente 

descoberta da natureza circular do genoma (Miyata et al., 1999; Mushahwar et al., 

1999), o TTV passou a ser classificado como integrante da família Circoviridae 

(Takahashi et al., 1998b) e foi considerado o primeiro vírus de DNA circular fita 

simples responsável pela infecção em humanos. Os vírus desta família eram 

conhecidos por infectar somente animais. Como exemplo, podemos citar o circovirus 

de porcos, PCV (do inglês “porcine circovirus”) (Tischer et al., 1982) e o vírus da 

anemia de galinhas, CAV (do inglês “chicken anaemia vírus”) (Noteborn et al., 1991). 

As principais características encontradas no TTV e nos circovirus são: a presença de 
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apenas uma proteína estrutural, a natureza circular do seu genoma e a sobreposição 

de fases abertas de leitura (ORF do inglês open reading frame) (Meehan et al., 

1997).  

Atualmente, o TTV é classificado como membro do gênero Alphatorquevirus, 

da família Anelloviridae (Carstens, 2010) na qual também se encontram dois vírus 

com organização genômica semelhante à do TTV, o torque teno midivirus (TTMDV) 

(Ninomiya et al., 2007) e o torque teno minivirus (TTMV) (Takahashi et al., 2000). A 

análise das sequências nucleotídicas da ORF 1 dos três vírus demonstra que eles 

formam grupos filogenéticos distintos (Figura 1.1). 

 

 

Figura 1.1.1. Dendrograma construído com base nas sequências nucleotídicas da fase aberta 
de leitura 1 dos três anelovírus humanos, torque teno virus (TTV), torque teno minivírus 
(TTMV) e torque teno midivírus (TTMDV) (isolados com nomes iniciados por MD em negrito). 
A barra de escala representa o número de substituição de nucleotídeos por posição.  
Adaptado de: Ninomiya et al., 2007. 
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Outras espécies de TTV também estão classificadas nessa família, que 

infectam especificamente animais como cães (Okamoto et al., 2002), gatos 

(Okamoto et al., 2002; Biagini et al., 2007) e porcos (Okamoto et al., 2002; Niel et al., 

2005; Martelli et al., 2006; Kekarainen et al., 2007; Brassard et al., 2008). 

 

1.2. Estrutura e Genoma Viral 

O TTV é um vírus não-envelopado, que apresenta uma partícula 30 a 50 nm de 

diâmetro. Como explicado no histórico e classificação, o TTV possui um genoma 

composto por uma fita simples de DNA circular, o qual é de polaridade negativa, 

com tamanho de aproximadamente 3.800 bases (Miyata et al., 1999). O genoma do 

TTV é dividido em uma região codificante, com aproximadamente 2.600 

nucleotídeos, e uma não-codificante (NCR), com cerca de 1.200 nucleotídeos. A 

região codificante apresenta pelo menos quatro ORFs sobrepostas (Miyata et al., 

1999) (Figura 1.2), formadas a partir de três RNAs mensageiros (RNAm) distintos. 

Alguns estudos já demonstraram a existência de outras duas ORFs, mas ainda são 

poucas as informações a respeito dessas (Qiu et al., 2005). Já a segunda, a região 

não codificante, possui uma região promotora TATA box (Hallett et al., 2000) e um 

segmento, com aproximadamente 110 nucleotídeos, rico em citosinas e guaninas 

(~90%), onde ocorre a formação de estruturas secundárias importantes para a 

replicação viral (Miyata et al., 1999; Mushahwar et al., 1999). 
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Figura 1.1.2. Organização do genoma do torque teno virus (Okamoto et al. 2001b) 

 

Os três RNAm gerados pela região codificante possuem tamanhos de 2,8 kb, 

1,2 kb e 1,0 kb e são formados por um processo conhecido como processamento 

alternativo do RNA (do inglês “alternative splicing”) a partir da região compreendida 

entre os nucleotídeos 109 e 3006 do isolado TYM9 (Okamoto et al., 2000a). Um 

estudo utilizando o genótipo 6 do TTV (Kakkola et al., 2002) sugere que esses três 

RNAm dão origem a seis fases ORFs que codificam proteínas hipotéticas de 

aproximadamente 736 aminoácidos (aa) [ORF1], 117 aa [ORF2], 281 aa [ORF2/2], 

275 aa [ORF1/1], 195 aa [ORF2/3] e 142 aa [ORF1/3] (Qiu et al., 2005) (Figura 1.3). 

A partir do RNAm de 2,8 kb são traduzidas duas proteínas. Uma diretamente a 

partir da ORF 1, que codifica uma proteína estrutural, responsável pela formação do 

capsídeo viral (Hallett et al., 2000), e outra a partir da ORF 2 que produz uma 

proteína que atua na defesa viral (Zheng et al., 2007) contra o ataque do sistema 

imunológico do hospedeiro. Estas duas ORFs são oriundas da leitura do RNAm em 

duas fases diferentes, 1 e 2, respectivamente, e não sofrem processamento 

posterior. O RNAm de 1,2 kb codifica outras duas proteinas: (i) a ORF 2/2 a qual 

acredita-se que induza a apoptose celular (Kooistra et al., 2004), essa é formada 

pela junção das extremidades amino e carboxi-terminais que se encontram na fase 

2, e (ii) a ORF 1/1, formada pela junção das extremidades amino e carboxi-terminais 
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que se encontram na fase 1. As ORFs 2/3 e 1/2 têm sua origem a partir do RNAm de 

1 kb. A proteína originada da ORF 2/3 é formada pela junção de uma porção amino-

terminal traduzida de um segmento que se encontra na fase 2 e de uma região 

carboxi-terminal traduzida de um segmento oriundo da fase 3 (Kamahora et al., 

2000). Diferentemente, a ORF 1/2 codifica uma proteína formada pela junção de 

uma porção amino-terminal traduzida de um segmento da fase 1 e de uma região 

carboxi-terminal traduzida de um segmento da fase 2 (Figura 1.3). As funções das 

proteínas oriundas das ORFs 1/1, 2/3 e 1/2 ainda encontram-se sob estudo e as 

duas últimas não foram encontradas em todos os isolados do TTV (Qiu et al., 2005). 

 

Figura 1.1.3. Localização das seis fases abertas de leitura do Torque teno virus no genoma 
do genótipo 6.  
Adaptado de Qiu et al., 2005. 
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1.3. Variabilidade Genética 

O TTV possui grande variabilidade genética, apesar de ser um vírus de DNA 

(Tanaka et al., 1998; Biagini et al., 1999; Takayama et al., 1999; Hallett et al., 2000; 

Romeo et al., 2000). A variabilidade genética não ocorre de forma homogênea em 

toda a extensão do genoma viral, sendo mais conservada a região não codificante 

(NCR), o que sugere a existência de uma função essencial na regulação da 

replicação viral. A variabilidade genética é mais elevada em algumas regiões 

específicas como, por exemplo, a denominada região de hipervariabilidade, 

localizada na região codificante, a qual tem aproximadamente 2/3 do genoma viral 

(Okamoto et al., 1999a).  

Análises filogenéticas do sequenciamento da ORF 1 do genoma viral revelaram 

que o TTV pode ser dividido em genótipos com até 30% de diferença nucleotídica 

entre eles (Okamoto et al., 1999b), encontrados sem relação direta com a sua 

distribuição geográfica ou patogenia (Hohne et al., 1998; Tanaka et al., 1998; Viazov 

et al., 1998; Biagini et al., 1999; Mushahwar et al., 1999; Okamoto et al., 1999b). O 

TTV possui mais de 30 genótipos descritos até o momento e, atualmente, estão 

classificados em cinco grandes grupos filogenéticos (Figura 1.4), conhecidos como 

genogrupos ou grupos genômicos, numerados de 1 a 5 (Peng et al., 2002), cuja 

distancia genética entre eles é superior a 60% (baseado na ORF1). A cepa TA278, o 

primeiro representante caracterizado (protótipo), foi identificado no Japão e 

classificado como representante do grupo genômico 1 (Okamoto et al., 1998b); os 

isolados PMV (Hallett et al., 2000) e KAV (Heller et al., 2001) foram identificados na 

Europa e são classificados no genogrupo 2; o TUS01 foi isolado nos Estados Unidos 

e é o representante do genogrupo 3 (Okamoto et al., 1999b). As cepas 

representantes do genogrupo 4 (Takahashi et al., 2000) e do genogrupo 5 (Peng et 

al., 2002) foram isoladas no Japão em soros de pacientes japoneses e chineses. No 

Brasil, em um estudo de prevalência realizado em doadores de sangue, indivíduos 

portadores do vírus da imuno deficiência humana (HIV-1) e do vírus da hepatite B, 

foram encontradas prevalências de 46%, 43%, 35%, 18% e 17% para os 

genogrupous 5, 3, 1, 2 e 4, respectivamente (Devalle & Niel, 2004). 

Uma vez que a variabilidade genética do TTV é muito elevada, novos genótipos 

e até genogrupos ainda podem ser desconhecidos. Novas técnicas cada vez mais 
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sensíveis e capazes de detectar um maior número de isolados vêm sendo utilizadas. 

Contudo, essas metodologias são baseadas na detecção de sequências 

nucleotídicas do vírus previamente conhecidas, dificultando a detecção de genomas 

virais de variantes do TTV ainda desconhecidos. Além disso, ainda não há um 

método universal para detecção desse vírus, permitindo a detecção de diferentes 

prevalências seja constantemente relatada (Ninomiya et al., 2008).   

 

 

Figura 1.1.4. Classificação de variantes do TTV em cinco grupos genômicos distintos em uma 

análise filogenética utilizando o genoma completo do vírus  

Fonte: Peng et al., 2002. 

 

A presença dos cinco grupos genômicos do TTV tem sido relatada em 

diferentes populações estudadas, seja em pacientes acometidos por alguma 

patogenia ou, até mesmo, em indivíduos saudáveis. O genogrupo 3  é comumente 
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descrito como o com maior número de isolados e os genogrupos 2 e 4 os menos 

prevalentes (Hallett et al., 2000; Maggi et al., 2003; Devalle & Niel, 2004; Biagini et 

al., 2006). A detecção de isolados de TTV de diferentes genogrupos (coinfecção) já 

foi diversas vezes reportada no soro de um mesmo paciente (Ball et al., 1999; Forns 

et al., 1999; Niel et al., 2000; Devalle & Niel, 2004; Devalle et al., 2009).  

Diversos autores já discutiram a possível existência de propriedades biológicas 

distintas entre isolados do TTV, principalmente entre genótipos e genogrupos. Essas 

características particulares seriam responsáveis pelo desencadeamento de 

determinadas patologias (Hallett et al., 2000; Okamoto et al., 2000b; Maggi et al., 

2006). Alguns estudos detectaram diferentes combinações de genótipos do TTV em 

tecidos distintos, o que sugere a existência de tropismo por órgãos específicos.  De 

fato, caso os diferentes genogrupos ou genótipos do TTV possuam tropismo celular, 

as partículas virais poderiam vir a ser liberadas por diferentes vias de transmissão 

(Deng et al., 2000; Okamoto et al., 2000b; Maggi et al., 2003). 

Contudo, apesar da suspeita de haver diferença nas vias de eliminação dos 

genogrupos do TTV, até hoje não se sabe a respeito da distribuição desses nas 

fezes, que seria uma das vias mais importantes de disseminação desse vírus. 

 

1.4. Detecção do TTV 

1.4.1. Cultura de células 

Até a presente data, não há registro sobre o cultivo celular bem-sucedido de 

TTV in vitro. Contudo, o uso de vetores de expressão já foi utilizado para obtenção 

de mRNAs e proteínas que deram origem a dados de altíssima relevância a cerca 

dos estudos do TTV (Qiu et al., 2005; Kakkola et al., 2008). Vários tipos de células 

eucarióticas já foram transfectadas com sucesso, dentre elas, células de rim de 

macaco COS-1, células embrionárias de rim humano 293, linhagens celulares de 

linfoma (Raji, L428, BJAB), linhagens celulares de leucemia (Jurkat, HSB2), de 

hepatocarcinoma (HepG2, Hep3B, HUH-7, Chang), de osteosarcoma (Saos-2, 

U2OS), de carcinoma pulmonar humano (H1299) (Kamahora et al., 2000; Asabe et 

al., 2001; Kooistra et al., 2004; Desai et al., 2005; Qiu et al., 2005; Leppik et al., 

2007).  
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1.4.2. Modelos animais 

Estudos de infecção experimental de TTV humano em primatas (macaco 

Rhesus) já foram descritos, elucidando algumas hipóteses, como as vias de 

transmissão do TTV, até então sem comprovação (Mushahwar et al., 1999; Luo et 

al., 2000; Tawara et al., 2000). Tanto na inoculação oral como na parenteral, foi 

observado que o TTV é capaz de estabelecer infecção e ser excretado nas fezes 

alguns dias após a infecção. Os animais infectados desenvolvem uma infecção 

aparentemente assintomática. A infecção experimental em macacos Rhesus 

infectados experimentalmente progrediu de maneira semelhante à infecção em 

humanos, permanecendo infectados, ou seja, o DNA do vírus pode ser detectado 

por pelo menos 6 meses (tempo em que os experimentos duraram) sem sintomas e 

alterações hepáticas. Vale ressaltar que estes resultados refletem características 

referentes ao genótipo 1 e inúmeros grupos filogenéticos foram descobertos 

posteriormente. Estudos de inoculação de TTVs pertencentes a diversos grupos 

filogenéticos são necessários visando explorar as diferenças existentes entre os 

isolados virais (Luo et al., 2000). 

 

1.4.3. Detecção de anticorpos 

Devido a sua alta variabilidade genética, é difícil a seleção de um único 

antígeno para a detecção de anticorpos contra o TTV. Para detectar a presença de 

TTV a partir de anticorpos específicos, seria necessário que os anticorpos 

reconhecessem as proteínas estruturais do capsídeo viral, uma vez que essas 

estariam expostas na superfície da partícula viral. Porém, a proteína expressa pela 

ORF1, que é a candidata mais provável à função de proteína estrutural do capsídeo, 

é também a proteína mais variável. Alguns trabalhos já realizaram a detecção “in 

house” de anticorpos para o TTV (Ott et al., 2000; Kakkola et al., 2002), porém até o 

momento não existe um “kit” comercial para a detecção de antígenos ou anticorpos 

contra o TTV. 

 

1.4.4. Microscopia eletrônica 

O registro por microscopia eletrônica de algumas partículas com o tamanho 

semelhante ao do TTV (30-50 nm de diâmetro) foi descrito em amostras de soro e 
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suspensões fecais positivas para o DNA do TTV (Figura 1.5). Contudo, por não ser 

possível o isolamento do vírus por falta de um cultivo celular, a visualização do TTV 

por microscopia eletrônica ainda é um método incipiente (Itoh et al., 2000). 

 

1.4.5. Amplificação do DNA viral  

Assim como em sua descoberta, o modo mais usual de detecção e 

investigação do TTV é baseado em técnicas de NAAT (teste de amplificação de 

ácidos nucléicos do inglês nucleic acid amplification test) (Takahashi et al., 1998a; 

Okamoto et al., 1999b; Devalle & Niel, 2004; Diniz-Mendes et al., 2008). Contudo, a 

alta variabilida genética do TTV dificulta a obtenção de resultados fidedignos a cerca 

da prevalência viral. A escolha da região do genoma a ser amplificada é de suma 

importância. Oligonucleotídeos iniciadores direcionados a regiões variáveis são 

incapazes de se hibridar eficientemente aos inúmeros isolados de TTV, levando a 

uma subestimação da prevalência viral. Por outro lado, oligonucleotídeos iniciadores 

direcionados as regiões conservadas permitem uma maior detecção, mas, em 

função da conservação da NCR, não é possível a classificação desses isolados 

(Devalle & Niel, 2004). Ainda assim, PCR é o teste padrão para a detecção deste 

vírus. Dessa maneira, as características epidemiológicas e clínicas do TTV são 

estudadas como um todo, sem levar em conta os diferentes grupos filogenéticos, ou 

levando em conta apenas um ou outro grupo isoladamente, o que muitas vezes 

induz o pesquisador a conclusões errôneas. Vários autores apontaram a 

discrepância de resultados obtidos com diferentes sistemas de PCR (Takahashi et 

al., 1998b; Desai et al., 1999; Irving et al., 1999; Leary et al., 1999; Niel et al., 1999; 

Okamoto et al., 1999a; Biagini et al., 2000; Chan et al., 2001; Vasconcelos et al., 

2001). 

Como exemplo de resultado que leva a conclusões equivocadas, em um 

estudo realizado em pacientes com problemas hepáticos e indivíduos saudáveis foi 

relatada a prevalência do TTV em 47% dos pacientes com hepatite fulminante, 46% 

dos portadores de doenças crônicas de fígado e em 12% dos doadores de sangue. 

Esses resultados induzem a interpretação de que a presença do TTV tinha 

correlação com o aparecimento de doenças hepáticas (Okamoto et al., 1998b). 

Posteriormente, um estudo realizado em amostras de doadores de sangue 

japoneses detectou diferentes prevalências de TTV, utilizando os diferentes pares de 
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oligonucleotídeos NG061/NG063 e T801/T935. As prevalências encontradas foram 

de 23% e 92%, respectivamente, mostrando que os oligonucleotídeos utilizados 

interferem diretamente nos resultados obtidos (Takahashi et al., 1998b).  

Conforme novas técnicas de PCR mais sensíveis e capazes de detectar um 

maior número de isolados vão sendo descritas e novos tipos de TTV descobertos, as 

prevalências estarão em constante mudança. Os impactos causados pela presença 

do TTV na população humana e a predominância de cada grupo filogenético ainda 

devem ser elucidados, ainda que esteja claro que o TTV é extremamente abundante 

na população geral (>80%) (Prescott & Simmonds, 1998; Niel et al., 1999; Huang et 

al., 2001; Devalle & Niel, 2004). 

 

1.5. Potencial Patogênico 

Alguns estudos levantaram associações estatísticas entre a presença do vírus 

e certas patologias, tais como disfunções hematológicas (Miyamoto et al., 2000; 

Tokita et al., 2001; 2002), doenças respiratórias (Deng et al., 2000; Bando et al., 

2001; Maggi et al., 2003; Maggi et al., 2004; Pifferi et al., 2005; Pifferi et al., 2006), 

câncer de pulmão (Bando et al., 2008), comprometimento dos rins (Yokoyama et al., 

2002), pior prognóstico em pacientes com câncer de laringe (Szladek et al., 2005), 

desordens linfo-proliferativos (Cacoub et al., 2003; Garbuglia et al., 2003), menor 

sobrevida de pacientes com HIV-1 quando presentes em altas concentrações 

(Christensen et al., 2000), e doenças auto-imunes (Gergely et al., 2005a; Gergely et 

al., 2005b; Sospedra et al., 2005; Maggi et al., 2007; Blazsek et al., 2008). Nesses 

tipos de estudos, as possíveis correlações são difíceis de ser comprovadas, uma vez 

que os resultados observados podem ser devidos às causas ou consequências das 

patologias estudadas. Dessa forma, apesar de diversas moléstias terem sido 

associadas ao TTV, o seu potencial patogênico ainda é desconhecido (Okamoto, 

2009). 

 

1.6. Epidemiologia e Modos de Transmissão 

O TTV está disseminado mundialmente na população (Prescott & Simmonds, 

1998; Viazov et al., 1998; Okamoto et al., 1999b) e sua prevalência aumenta 
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conforme a faixa etária (Hsieh et al., 1999; Saback et al., 1999; Umemura et al., 

2001; Zhong et al., 2001). Diversos estudos epidemiológicos demonstraram a 

distribuição global do TTV (África, Américas, Ásia, Europa e Oceania), tanto em 

populações rurais, quanto em urbanas (Prescott & Simmonds, 1998).  

A avaliação sobre a incidência do TTV pode variar dependendo do método de 

PCR utilizado (Niel et al., 2005; Biagini et al., 2007). Diferentes prevalências já foram 

detectadas também em indivíduos saudáveis. Em estudos realizados no Brasil entre 

doadores de sangue foram detectadas prevalências de 62 a 80% no Brasil (Niel et 

al., 1999; Devalle & Niel, 2004), 51,6 a 82,7% na Turquia (Erensoy et al., 2002; 

Yazici et al., 2002), 90% na Noruega (Huang et al., 2001) e 53,3% na China (Zhong 

et al., 2001).  

Uma vez que o TTV foi descoberto no soro de um paciente com hepatite pós-

tranfusional de etiologia desconhecida, foi sugerido que este vírus seria transmitido 

somente por via parenteral (Nishizawa et al., 1997). Devido à alta prevalência do 

TTV em doadores de sangue saudáveis e sem prévia exposição a produtos 

sanguíneos, supôs-se que haveria a participação de outras vias, além da via 

parenteral, na disseminação do TTV (Abe et al., 1999; Niel et al., 1999; Saback et 

al., 1999; Deng et al., 2000; Matsubara et al., 2000; Puig-Basagoiti et al., 2000; Luo 

& Zhang, 2001). De fato, DNA de TTV foi detectado em cordões umbilicais, em leite 

materno (Gerner et al., 2000; Matsubara et al., 2001) e em fluido amniótico 

(Matsubara et al., 2001) sugerindo a possibilidade de transmissão vertical. A 

transmissão perinatal foi comprovada por análise filogenética onde sequências 

idênticas foram observadas no soro de mães e filhos infectados (Gerner et al., 2000; 

Bagaglio et al., 2002; Lin et al., 2002). O TTV foi detectado em saliva e espécimes 

clínicos do trato respiratório de crianças (Ishikawa et al., 1999; Gallian et al., 2000; 

Okamoto et al., 2001; Maggi et al., 2003), sugerindo que esta seja mais uma forma 

de transmissão possível. 

Em uma análise feita em amostras de soro de doadores de sangue e dos 

pacientes que receberam transfusões sanguíneas provenientes desses pacientes, 

100% das amostras foram positivas para o TTV, 66,7% para o TTMDV e 62,5% para 

o TTMV. Ao se realizar a análise filogenética dos vírus presentes nessas amostras, 

diferentes sequências virais foram encontradas. Em nenhuma das amostras dos 

pacientes que receberam as doações pode-se detectar sequências virais 
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semelhantes às observadas nos doadores de sangue, o que poderia estar 

relacionado com a alta variabilidade de possíveis coinfecções (Bernardin et al., 

2010). 

Além do soro, a presença do TTV também foi observada em amostras de 

sêmen (Inami et al., 2000) e líquido cervical (Calcaterra et al., 2001; Zheng et al., 

2010). Por outro lado, a frequência das infecções em indivíduos pertencentes a 

grupos de alto risco para doenças sexualmente transmissíveis não apresentou 

variação significativa, o que sugere que a transmissão sexual não apresenta papel 

de alta relevância na disseminação do TTV (Huang et al., 2000; Krekulova et al., 

2001). 

Como uma das principais vias de disseminação, o TTV foi demonstrado ser 

excretado via bile (Ukita et al., 1999) nas fezes (Okamoto et al., 1998a; Ross et al., 

1999; Lin et al., 2000; Matsubara et al., 2000; Braham et al., 2009). A rota de 

transmissão fecal-oral foi reforçada por  infecção experimental do vírus em macacos 

Rhesus. Tanto após inoculação oral ou parenteral foi possível realizar a detecção do 

DNA do TTV nas fezes dos animais inoculados (Luo et al., 2000; Luo & Zhang, 

2001). 

 

1.7. TTV em Fezes 

No estudo onde foi realizada a primeira detecção do TTV em fezes, a partir de 

alguns experimentos, foi relatado que as partículas de TTV possuem a densidade de 

1,35 g/cm³ em CsCl  (Okamoto et al., 1998a). Mais tarde, partículas íntegras de 30-

50 nm foram visualizadas no soro e nas fezes através de microscopia eletrônica, 

sugerindo que fossem partículas virais do TTV presentes nas fezes (Itoh et al., 2000) 

(Figura 1.5). 
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Figura 1.1.5. Imagem de microscopia eletrônica demonstrando a 
presença de partículas virais do torque teno virus nas fezes. 

Fonte: Itoh et al., 2000 

 

O processo de disseminação do TTV pela rota fecal-oral inicia-se pela 

liberação de excretas de um indivíduo, podendo haver a disseminação direta por 

falta de hábitos de higiene adequados ou pela destinação das fezes a um sistema de 

esgoto ou até mesmo a aterros de resíduos sólidos. Principalmente em países 

subdesenvolvidos e em desenvolvimento, o esgoto pode não sofrer tratamento, ou 

seja, pode ser despejado in natura em rios e lagos ou, até mesmo, em aterros 

sanitários, culminando na contaminação dos ambientes aquáticos (Figura 1.6). 

Sendo assim, a presença do TTV tem sido descrita em amostras de esgoto (Vaidya 

et al., 2002; Haramoto et al., 2005b; Carducci et al., 2006; Carducci et al., 2008) e 

em ambientes aquáticos, sendo detectada em amostras de água de rio (Haramoto et 

al., 2005a; Verani et al., 2006; Diniz-Mendes et al., 2008).  

 

 

100 nm 
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Figura 1.1.6. Rotas de transmissão de vírus entéricos no ambiente.  
Adaptado de: Metcalf et al., 1995 

 

Uma das principais vias de transmissão de vírus entéricos, como os vírus 

causadores de gastroenterite, ocorre através da utilização da água contaminada por 

resíduos biológicos. Com o crescimento populacional e a falta de saneamento, os 

casos de doenças transmitidas pela água são cada vez maiores. O principal fator de 

contaminação é o despejo de esgoto sem tratamento diretamente em corpos d’água. 

Todavia, os marcadores de qualidade de água atuais não são efetivos para avaliar a 

ocorrência de vírus em corpos hídricos. Estudos comparativos entre a detecção de 

marcadores bacteriológicos e de alguns vírus entéricos (Enterovirus, Adenovirus, 

Rotavirus (RV), Astrovirus (AstV),Norovirus (NoV) e vírus da hepatite A) (Schvoerer 

et al., 2000) não encontraram correlação entre estes agentes nas amostras de água 

examinadas: água de esgotos, rios, córregos, poços e torneiras. 

Devido à alta prevalência, distribuição global e a não associação com surtos, o 

TTV pode ser considerado uma potencial fonte de informação sobre a presença de 

vírus humanos na água. Sendo assim, a detecção do TTV em amostras ambientais 

pode representar uma importante ferramenta para o monitoramento virológico de 

qualidade da água (Diniz-Mendes et al., 2008). Por outro lado, a variabilidade 

genética, a qual muitas vezes interfere nos métodos de detecção do TTV, deve ser 

muito bem estudada, principalmente em amostras fecais, as quais são a fonte de 

contaminação dessas águas. Além disso, é fundamental que se conheça a 

prevalência e a carga viral do TTV nas fezes. 
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1.8. Gastroenterites  

 As gastroenterites são uma das principais patologias, dentre as que são 

transmitidas pela via fecal-oral e, consequentemente, por água contaminada por 

fezes humanas. A gastroenterite aguda ganha destaque por ser uma das principais 

causas de enfermidades que acometem crianças menores de cinco anos no mundo. 

Atualmente, estima-se que 1,6 – 2,5 milhões dessas crianças morrem por ano 

(Kosek et al., 2003). As gastroenterites podem ser ocasionadas por diferentes 

agentes etiológicos, são eles: bactérias, parasitas e vírus.  

 Dentre os agentes virais causadores de gastroenterite, o principal deles é o 

rotavirus (RV), sendo o agente causador de aproximadamente 40% dos casos de 

diarréia aguda em crianças. Por ano, cerca de 527.000 crianças morrem em 

decorrência de infecções pelo RV, a maioria delas com menos de dois anos de 

idade (Parashar et al., 2003). Os (norovirus NoVs) são a segunda maior causa de 

morte por diarréia não bacteriana em todo mundo, ficando apenas atrás apenas dos 

RV. Além de ser o principal agente etiológico de gastroenterite em adultos, a 

incidência em crianças de 0-5 anos de idade é de cerca de 12% dos casos 

registrados de diarréia aguda (Maunula & Von Bonsdorff, 2005; Fankhauser et al., 

1998). Nos Estados Unidos, cerca de 23.000 hospitalizações ocorrem em 

decorrência da infecção por NoV por ano (Patel et al., 2008). A terceira maior causa 

de gastroenterites virais ocorre em decorrência a infecção pelo astrovirus (AstV), 

estando esse vírus também relacionado a muitos casos de hospitalizações e mortes 

(Guix et al., 2005). 

 Sendo a gastroenterite viral uma doença de altíssima relevância para a saúde 

pública, é fundamental que se conheça melhor sobre a presença do TTV nos 

pacientes acometidos por essa patogenia e se avalie os métodos de detecção 

desses vírus nas fezes. Uma vez elucidadas as informações sobre a excreção fecal 

do TTV, poderá ser investigada a existência de correlações, no ambiente, entre a 

presença do TTV e de vírus sabidamente patogênicos, por exemplo, os vírus 

causadores de gastroenterite como os RVs, NoVs e AstVs, auxiliando no manejo da 

contaminação ambiental para controle epidemiológico dessas doenças. 
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2. JUSTIFICATIVA 

Detectado pela primeira vez no soro, o TTV também já foi encontrado em 

diversos tipos de materiais biológicos como sêmen, líquido cervical, lágrima, leite 

materno, bile e fezes (Okamoto et al., 1998a; Deng et al., 2000; Gerner et al., 2000; 

Inami et al., 2000; Matsubara et al., 2000; Calcaterra et al., 2001). A presença de 

populações de diferentes tipos de TTV, infectando simultaneamente o soro de um 

mesmo paciente, já foi diversas vezes documentada (Ball et al., 1999; Forns et al., 

1999; Niel et al., 2000; Devalle & Niel, 2004; Devalle et al., 2009). Alguns estudos 

indicaram que combinações distintas de grupos de TTV estão presentes em 

diferentes órgãos, sugerindo que alguns genótipos/genogrupos podem apresentar 

tropismo por determinados tecidos (Deng et al., 2000; Okamoto et al., 2000b; 

Okamoto et al., 2001; Maggi et al., 2003). Contudo, ainda não se sabe se todos os 

cinco genogrupos do TTV são excretados nas fezes, tampouco a frequência desses 

eventos. 

Estudos recentes mostraram a presença do TTV em corpos hídricos e, 

consequentemente, seu potencial como marcador de qualidade de água. Entretanto, 

estudos em amostras de fezes, buscando informações a respeito da eficiência dos 

métodos de detecção, prevalência, carga viral, diversidade e distribuição dos 

genogrupos ainda não foram realizados. A determinação destes parâmetros do TTV 

em fezes de pacientes com gastroenterite poderá ser fundamental, não apenas para 

o melhor conhecimento sobre o TTV nas fezes, mas como para futuramente a 

associação com amostras ambientais. 
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3. OBJETIVOS 

3.1.  Objetivo Geral  

Caracterizar a prevalência, a diversidade dos grupos genômicos e a carga viral 

do TTV em amostras de fezes humanas provenientes de pacientes com 

gastroenterite aguda. 

 

3.2. Objetivos Específicos  

 Avaliar a eficácia de três protocolos de amplificação de ácidos nucléicos para 

a determinação da prevalência do TTV em fezes humanas; 

 Avaliar a prevalência dos grupos genômicos do TTV nas fezes; 

 Determinar a carga viral do TTV nas fezes; 

 Detectar a presença de co-infecções com diferentes grupos genômicos de 

TTV; 

 Correlacionar a presença do TTV com os vírus causadores de gastroenterites 

(RV, NoV e AstV). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS E RESULTADOS 
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Torque Teno Virus in Fecal Samples of Patients
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Distribution, and Viral Load
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Torque teno virus (TTV, genus Alphatorquevirus,
family Anelloviridae) is a DNA virus, highly
prevalent in populations from around the world.
TTV isolates have been classified into five main
phylogenetic groups (1–5) showing a large
genetic distance between them. The presence
of TTV has been detected in feces. However,
whether all five TTV genogroups are excreted
in feces and the frequency of these events are
presently unknown. The presence of TTV DNA
was assessed in feces from 135 Brazilian (0–90
years old) patients with gastroenteritis by using
three PCR methods, including real-time PCR.
One hundred twenty one (91.1%) samples were
positive with at least one method. Using a
genogroup-specific assay, it was shown that all
genogroups were present. Thirty-seven (27.4%),
27 (20.0%), 57 (42.2%), 29 (21.5%), and 33 (24.4%)
fecal samples contained TTV isolates belonging
to genogroups 1–5, respectively. Coinfections
with two, three, four, and five TTV genogroups
were found in23 (17.0%), 15 (11.1%), 7 (5.2%), and
7 (5.2%) fecal samples, respectively. Thus, 52
(38.5%) samples contained more than one TTV
genogroup. Viral loads ranged from 2.6 to 6.5 log
genome equivalents per gram of feces. However,
only moderate variations of viral load were
noted depending on genogroup and number
of coinfecting TTV genogroups. These results
show a high prevalence and a diversity of TTV
isolates in feces. J.Med. Virol. 83:1107–1111,
2011. � 2011 Wiley-Liss, Inc.

KEY WORDS: Anelloviridae; Brazil; coinfec-
tion; feces; PCR; TTV

INTRODUCTION

Torque teno virus (TTV), first identified in the
serum of a patient with hepatitis of unknown etiology
[Nishizawa et al., 1997], has been recently classified into

the genus Alphatorquevirus, family Anelloviridae
(http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp?version¼
2009&bhcp¼ 1). Anellooviruses are small DNA viruses
with circular, single-stranded genomes (3.8–3.9 kb for
TTV). As no cell culture system has been developed for
theseviruses, the conventionalmethod to recognizeTTV
infection is PCR amplification of viral DNA extracted
from serum samples. Sensitive PCR assays directed
to the noncoding region (NCR) of the genome were
developed that allowed to establish that TTV is a ubiq-
uitous virus, infecting chronically >80% of the general
population throughout the world.

Despite being a DNA virus, TTV shows an extensive
genetic variability. The numerous TTV species and
genotypes described at the moment have been classified
into five phylogenetic groups (genogroups 1–5), with
complete nucleotide sequence divergence of > 40%
between them [Peng et al., 2002]. Frequent coinfection
of single individuals with TTV isolates belonging
to different genotypes and/or genogroups has been
reported [Ball et al., 1999; Forns et al., 1999; Okamoto
et al., 1999; Takayama et al., 1999; Niel et al., 2000;
Sugiyama et al., 2001; Peng et al., 2002; Saback et al.,
2002]. PCR assays able to detect separately each of the
five TTV genogroups have been developed [Devalle and
Niel, 2004; Biagini et al., 2006], and the prevalence and
distribution of TTV genogroups 1–5 in sera of Brazilian
individuals has thus been determined [Devalle and
Niel, 2004].
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Liver, respiratory and other diseases have been
associated with TTV infection [Okamoto, 2009]. How-
ever, the pathogenic potential of the virus, if exists,
remains unclear. TTV has been detected in serum,
saliva, breast milk, tears, semen and cervical smears,
and has been shown to be secreted via bile [Okamoto
et al., 1998; Ukita et al., 1999] into feces [Ross et al.,
1999; Lin et al., 2000;Matsubara et al., 2000; Braham et
al., 2009], where the virus was visualized by electron
microscopy [Itoh et al., 2000]. As a consequence of TTV
excretion, the virus has been reported in sewage [Vaidya
et al., 2002; Haramoto et al., 2005b; Carducci et al., 2006,
2008] andeven in rivers [Haramotoetal., 2005a;Carducci
et al., 2006; Diniz-Mendes et al., 2008]. Whether all five
TTVgenogroupsareexcreted in fecesand the frequencyof
these events are presently unknown. The aim of this
study was to determine the prevalence, genomic distri-
bution and load of TTV in the feces of 135 Brazilian
patients, including children and adults, with gastroen-
teritis caused by different pathogenic agents.

METHODS

Fecal Samples

One hundred thirty-five stool diarrhea samples
were collected from November 2006 to February 2007
in five different Brazilian states (Bahı́a, Espı́rito Santo,
Minas Gerais, Rio de Janeiro and Rio Grande do Sul)
from 0 to 90 years old patients who presented gastro-
enteritis symptoms. The presence of rotaviruses,
caliciviruses and astroviruses in all samples was inves-
tigated in the Laboratory of Comparative and Environ-
mental Virology at Oswaldo Cruz Institute, Fiocruz,
Rio de Janeiro, Brazil. Seven, 40, and 13 samples
contained rotaviruses, caliciviruses, and astroviruses,
respectively.

Nucleic Acids Extraction

Extraction of viral nucleic acids was performed on
the basis of a previous method [Boom et al., 1990],
with modifications. Fecal specimens (100 mg) were
suspended by agitation with a vortex mixer in 1 ml of
Tris–Ca2þ buffer (10 mM, pH7.2), centrifuged at 3,000g
for 10 min at 48C, and the supernatant was recovered
and stored at�208C.Viral nucleic acids (DNAandRNA)
were extracted from 100 ml of fecal suspension by using
the method of adsorption to glass powder followed
by elution in 50 ml of TE buffer (Tris 10 mM, EDTA
0.1 mM, pH 8).

Conventional PCR Amplification Methods

All 135 fecal samples were tested for the presence of
TTV DNA by two different conventional PCR methods.
The first onewas a single-round assay [Takahashi et al.,
1998] directed to the most conserved segment of the
NCR of the TTV genome, which generates an amplicon
of 199 bp. That assay was able to detect TTV samples
belonging to all five genomic groups,with a sensitivity of
about 3 � 103 molecules per assay.

The second PCR method was a set of five different
nested assays, with a common first round that amplified
a longgenome segment covering the entire coding region
(about 3,200 bp). The second round of amplification
was able to discriminate TTV genogroups through
five separate reactions performed with a unique
sense primer (located in the NCR) and five different
genogroup-specific antisense primers designed in the
coding region [Devalle and Niel, 2004]. In that assay,
the size of theamplicons (111–885 bp) allowed thedeter-
mination of the genogroup. Sensitivity was about 102

molecules for genogroup 3 and between 103 and 104 for
the others. PCR products were resolved by 2% agarose
gel electrophoresis, stained with ethidium bromide, and
visualized under UV light.

Calculation of Viral Load

TTV loads in feces were determined by TaqMan real-
time PCR amplification method. The quantitative
assays were carried out using 7500 Real Time PCR
System (Applied Biosystems, Foster City, CA). Primers
and probe, designed in the relatively well conserved
NCRof theTTVgenome, havebeendescribedpreviously
[Diniz-Mendes et al., 2008]. A modified pCR4-TOPO
plasmid (Invitrogen, Carlsbad, CA), carrying a 79-bp
target fragment of the NCR of the TTV genome
[Diniz-Mendes et al., 2008], was used for standard curve
setting. A strong linear relationship was observed
between the amount of input plasmid DNA and the Ct
values over seven log dilutions of the standard curve.
Regression analysis of the Ct values generated by the
log dilution series produced correlation coefficient val-
ues of 0.99. The slope of the regression curves indicated
an increase of 3.37 cycles per log increase of DNA.
Amplification efficiency (E), calculated from the
regression analysis with the formulaE ¼ 10�1/slope � 1,
1, was 98.03%. Sensitivity of the real-time PCR assay
was 4 genome equivalents (gEq) per reaction tube,
corresponding to approximately 400 gEqs/g of feces.

Statistical Analyses

Statistical analyses were performed using Fisher’s
exact test. All comparisons were made at a significance
level of 0.05 and a 95% confidence interval. The calcu-
lations were performed using InStat software (ver. 3.0;
GraphPad, San Diego, CA).

RESULTS

Prevalence of TTV Genogroups in Feces

Table I shows the prevalence of each TTV genogroup
among the 135 fecal samples under study, estimated by
using a set of five genogroup-specific PCR assays. All
five genogroups were detected in feces at frequencies
varying from 20% (genogroup 2) to 42.2% (genogroup 3).
Globally, that set of PCRassays revealed the presence of
at least one TTV genogroup in 81/135 (60.0%) samples of
feces. By comparison, the NCR PCR amplification assay
was able to detect TTV in 75/135 (55.6%) samples.
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Twenty-five (18.5%) samples were negative with the
genogroup-discriminating method but positive with
the NCR PCR assay, while the inverse was true for 31
(22.9%) samples. As a whole, 106 (78.5%) of the samples
tested positive by at least one assay (Table I).

Mixed Infections

Since high frequencies of mixed infections with
different TTV genogroups have been described pre-
viously by analyzing serum samples, it was interesting
to seek the presence of such associations in fecal
specimens. Simultaneous presence of two, three, four,
and five TTV genogroups was found in 23 (17.0%), 15
(11.1%), 7 (5.2%), and 7 (5.2%) fecal samples, respect-
ively (Table II). At all, 52 (38.5%) samples contained
more than one TTV genogroup. A correlation was
observed between NCR PCR positivity and number of
TTV genogroups. Among the 75 NCR PCR positive
samples, 37 (49.3%) contained at least two TTV samples
belonging todifferent genogroups, although thiswas the
case for only 15/60 (25%) NCR PCR negative samples
(P < 0.01). All five TTV genogroups were detected
in seven (9.3%) NCR PCR positive samples, but in none
of theNCRPCRnegative samples. As a result, themean
number of TTV genogroups (1.65) detected in the NCR
PCRpositive sampleswas significantly higher than that
(0.98) detected in the negative samples (P < 0.01).

Viral Load

All 135 fecal samples were then tested by real-time
PCR. One hundred twenty (88.9%) were positive. This
number reached 123 (91.1%)when considering the three
(two conventional and one real-time) PCR methods
used in this study. One hundred percent of the samples
coinfected with three to five genogroups and 96–97% of
the samples containing one or two genogroups were
positive by real-time PCR (Table III). Even among the
54 samples for which the genogroup-discriminating
PCR method did not detect any TTV, 41 (76%) tested
positive by real-time PCR. Viral load comparison
between samples coinfected with two to five TTV
genogroups and the other ones (either containing one
genogroup or positive by real-time PCR only) showed
that the first group (multi-infected samples) had a
moderately highermean viral load, with a log difference
of 0.5 (4.34 vs. 3.84), corresponding to a threefold ratio.

By analyzing all the 31possible combinations of single
and mixed infections, it was found that eight of them,
that is, G2 alone, G1 þ G2, G4 þ G5, G1 þ G2 þ G5,
G1 þ G3 þ G4, G1 þ G4 þ G5, G2 þ G4 þ G5, and
G1 þ G2 þ G4 þ G5 were not represented. By dividing
the 31 combinations into five categories (one, two, three,
four, and five genogroups simultaneous detected), it
appeared that genogroup G3 was always represented
in the combination found most frequently (G3 alone,
10 patients; G1 þ G3, nine patients; G1 þ G3 þ G5,
five patients; G1 þ G2 þ G3 þ G4, three patients;
G1 þ G2 þ G3 þ G4 þ G5, seven patients). Further-
more the highest viral loads were found in a sample
containing G1 þ G3 (log gEq/g of feces ¼ 6.5), followed
by two samples containing G1 þ G3 þ G5 and G1 þ
G2 þ G3 þ G5, respectively (log ¼ 6.2). Two samples
(G5 alone and G1 þ G3), although positive with the
genogroup-discriminating method, remained negative
by real-time PCR (log < 2.6).

Pairwise Combinations of Genogroups

Table IV shows the pairwise combinations of TTV
genogroups among the 52 fecal samples that contained
at least two TTV genogroups, ordered by frequency.

TABLE I. Prevalence of the Five TTV Genogroups in 135
Fecal Samples

PCR assay Method reference

No. of
positive

samples (%)

Genogroup 1-specific Devalle and Niel [2004] 37 (27.4)
Genogroup 2-specific Devalle and Niel [2004] 27 (20.0)
Genogroup 3-specific Devalle and Niel [2004] 57 (42.2)
Genogroup 4-specific Devalle and Niel [2004] 29 (21.5)
Genogroup 5-specific Devalle and Niel [2004] 33 (24.4)
Any genogroup Devalle and Niel [2004] 81 (60.0)
NCR Takahashi et al. [1998] 75 (55.6)
Any method — 106 (78.5)

TABLE II. Simultaneous Presence of Two or More TTV
Genogroups and Correlation With Non-Coding Region PCR

Positivity

Number
of genogroups

Number of samples

Total
NCR PCR
positive

NCR PCR
negative

None 54 25 29
One 29 13 16
Two 23 18 5
Three 15 8 7
Four 7 4 3
Five 7 7 0
Total 135 75 60

TABLE III. Number of TTV Genogroups Simultaneously
Present in Feces and Correlation With Real-Time PCR Posi-

tivity and Mean Viral Load

Number of
genogroups

Number of samples

Mean viral
loadaTotal

Real-time PCR
positive (%)

None 54 41 (76) 3.9
One 29 28 (97) 3.8
Two 23 22 (96) 4.5
Three 15 15 (100) 4.2
Four 7 7 (100) 4.1
Five 7 7 (100) 4.4
Total 135 120 (89) 4.1

alog gEq/1g of feces.

TTV in Feces 1109

J. Med. Virol. DOI 10.1002/jmv



All possible combinations were represented. The associ-
ations G1 þ G3 (51.9%) and G4 þ G5 (23.2%) were the
most, and the least frequent, respectively. Mean viral
loads showed only little variations from a pairwise
combination to another, since all of them were com-
prised between 104.0 and 104.5 gEq/g of feces.

DISCUSSION

The presence of human TTV has been reported not
only in serum, but also in other biological fluids such
as saliva, nasal secretions, breast milk, tears, semen,
and cervical smears. The first report of TTV DNA in
feces was in 1998 when fecal samples from three adult
patients with hepatocellular carcinoma were found
positive by PCR [Okamoto et al., 1998]. The presence
of TTV DNA was then reported in feces from patients
with acute cholestasis [Ukita et al., 1999], expecting
for allogeneic bone marrow or peripheral blood stem
cell transplantation [Ross et al., 1999] and with gastro-
enteritis [Braham et al., 2009], as well as in healthy
adults and children [Ross et al., 1999; Lin et al., 2000;
Matsubara et al., 2000]. Due to very high genomic
variability, TTV prevalence has been re-evaluated
continuously, in direct correlation with the design and
optimization of DNA amplification methods [Biagini
et al., 2006]. Until now, no ‘‘universal’’ method, able
to amplify DNA from all human TTV samples, has been
described. In this study, three PCR methods, including
two conventional and one real time assays, were used to
investigate the presence of TTV DNA in fecal samples
from135Brazilian patientswith gastroenteritis aged 0–
90 years. At all, 123 (91.1%) samples were positive by
at least one method. Such very high prevalence was
similar to that observed in serum samples of healthy
populations from around the world. These data, if con-
firmedby further studies,would show that fecal samples
are biological specimens as adequate as serum for
detection ofTTV infectionand to calculate its prevalence
in the population.

Human TTV isolates have been classified into five
major phylogenetic groups, separated by a large genetic
distance (< 60% nucleotide sequence identity) [Peng
et al., 2002]. Even if the phylogenetic description of

TTV members is no longer restricted to five main
phylogenetic groups, the approach described here may
be considered as robust and informative. Genogroup 3
is that containing the highest number of TTV isolates
described until now. Genogroups 2 and 4 are less preva-
lent than the others [Hallet et al., 2000; Maggi et al.,
2003; Devalle and Niel, 2004; Biagini et al., 2006].
However, which TTV genogroups/genotypes are
excreted in feces is presently unknown. There are
many examples of viral infections (papillomaviruses,
adenoviruses, enteroviruses, etc.) that have different
pathological consequences depending on the genotype
of the virus involved. In this case, modes of elimination
may vary from an isolate to another. It was therefore of
interest to determine whether all five TTV genogroups
were excreted in feces. This study showed that this was
the case in the group of gastroenteritis patients where
prevalences varied from20.0% for genogroup2, the least
prevalent, to 42.2% for genogroup 3, themost commonly
found. There is no available information indicating
that the fact that the patients had gastroenteritis has
affected the rate of TTV detection, or whether the
presence of other viruses, namely rotaviruses, calicivi-
ruses and astroviruses, may interfere with TTV.

Detection in serumofTTVmixedpopulations contain-
ing isolates from more than one genogroup has been
reported in several studies [Ball et al., 1999; Forns
et al., 1999; Niel et al., 2000; Devalle and Niel, 2004;
Devalle et al., 2009]. Furthermore, data have shown
that individuals can harbor different mixtures of TTV
genotypes in different organs suggestive of preferential
tropism of certain TTV strains for specific tissues [Deng
et al., 2000; Okamoto et al., 2000, 2001; Maggi et al.,
2003]. This study showed that simultaneous excretion
of TTVs from different genogroups is a common event,
at least in patients with gastroenteritis. Due to age
composition of the group under study, no conclusion
could be drawn with respect to a possible correlation
between age of the patients and number of coinfecting
TTVgenogroups. All ten possible pairwise combinations
of TTV genogroups (G1 þ G2, G1 þ G3, etc.) were
represented, showing the absence of antagonism
between genogroups. The most frequent genogroups
associationwasG1 þ G3, found in 27 samples. Interest-
ingly, a previous study has mentioned the possible
existence of some kind of infection facilitation between
genogroups 1 and 3 by revealing that subjects coinfected
with these genogroups tended to have higher-than-
expected viral loads [Maggi et al., 2005]. However, such
phenomenon was not observed in the present study
based on 135 fecal samples, in which viral load did
not show significant variations depending on TTV
genogroup(s).

Three main epidemiological features of TTV infection
have been established previously, based on detection
of TTV DNA in serum, (i) extremely high prevalence
in healthy individuals, (ii) chronicity of infection, and
(iii) high prevalence of each of the five phylogenetic
groups. In this study, those three characteristics were
also observed by analyzing fecal samples. Although

TABLE IV. Frequencies of Pairwise Combinations of TTV
Genogroups Among the 52 Samples With Mixed Infection

Combination
Number of
samples %

Mean viral
loada

G1 þ G3 27 51.9 4.3
G2 þ G3 23 44.2 4.4
G3 þ G5 23 44.2 4.3
G3 þ G4 21 40.3 4.1
G2 þ G4 16 30.7 4.0
G1 þ G5 15 28.8 4.3
G1 þ G2 14 26.9 4.4
G2 þ G5 14 26.9 4.5
G1 þ G4 13 25.0 4.0
G4 þ G5 12 23.1 4.3

alog gEq/g of feces.
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paired serum and fecal samples were not analyzed, data
from this study tended to demonstrate ahigh correlation
between presence of TTV in serum and feces. This
reinforces considerably the hypothesis formulated pre-
viously that TTV is secreted into feces in a transmissible
form and would spread by fecal-oral route for deep
and wide penetration into general population [Ukita
et al., 1999].
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5. DISCUSSÃO 

A presença do TTV humano tem sido descrita não somente no soro, mas 

também em outros fluidos biológicos como saliva, secreções nasais, leite materno, 

sêmen e fluido cervical (Gerner et al., 2000; Inami et al., 2000; Matsubara et al., 

2000; Calcaterra et al., 2001). O TTV foi descrito pela primeira vez nas fezes em 

amostras de três pacientes adultos com carcinoma hepatocelular (Okamoto et al., 

1998a). A presença do DNA do TTV foi detectada na bile e nas fezes de paciente 

com colestase aguda, sugerindo que a excreção do TTV nas fezes ocorresse via bile 

(Ukita et al., 1999). O TTV também foi detectado em fezes de pacientes aguardando 

transplante de medula (Ross et al., 1999), com gastroenterite (Braham et al., 2009) e 

em indivíduos adultos e crianças saudáveis (Ross et al., 1999; Lin et al., 2000; 

Matsubara et al., 2000). Entretanto, os estudos publicados até o momento, não 

apresentaram amplos resultados sobre a prevalência, carga viral, ou distribuição 

grupo genômica do TTV nas fezes. 

Devido à alta variabilidade genômica, a prevalência do TTV está diretamente 

correlacionada com as sequências dos oligonucleotídeos escolhidos e a otimização 

dos métodos de amplificação de DNA (Biagini et al., 2006). Em um estudo realizado 

em fezes de 67 crianças saudáveis, dois diferentes pares de oligonucleotídeos foram 

utilizados para avaliar a prevalência do TTV (Lin et al., 2000). Utilizando os 

oligonucleotídeos NG061 e NG063 (Okamoto et al., 1999b) foi relatada a prevalência 

de 10,4%. A prevalência de detecção do TTV nas fezes subiu para 19,4% utilizando 

os oligonucleotídeos T801 e T935 (método NCR PCR) (Takahashi et al., 1998a). 

Quando combinados os resultados encontrados nos dois métodos de detecção a 

prevalência total encontrada foi de 22,4% (Lin et al., 2000), mostrando uma 

discrepância entre os resultados encontrados.  

Uma vez que, variações entre as metodologias de detecção por PCR são 

comumente encontradas, neste estudo, três diferentes métodos, incluindo dois 

convencionais e um em tempo-real, foram usados para investigar a presença do 

DNA do TTV em amostras de fezes de 135 pacientes brasileiros (0-90 anos de 

idade) com gastroenterite. Os resultados obtidos demonstraram diferenças 

significativas entre os métodos utilizados. O DNA do TTV foi detectado em 81 
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amostras (60%) quando utilizado o sistema grupo específico, ou seja, pelo menos 

um grupo genômico foi detectado. Já com o método de NCR PCR esse número foi 

de 75 amostras (55,6%). Entre as 81 amostras positivas pelo sistema grupo-

específico, 25 foram consideradas negativas utilizando o sistema NCR PCR, que 

atualmente é adotado como o mais eficiente. Por outro lado, se o estudo fosse 

realizado apenas com os iniciadores grupo-específicos, 31 dos 75 indivíduos dados 

como positivos pelo sistema NCR PCR seriam considerados negativos. Quando 

combinados os resultados, o DNA do TTV pode ser detectado em 106 amostras, 

havendo um aumento de 23% na detecção do TTV.  

O sistema de PCR quantitativo (Diniz-Mendes et al., 2008) mostrou ser o mais 

eficiente para detecção do TTV. A análise realizada pelo método de PCR em tempo-

real pode detectar o DNA do TTV em 120 (88,9%) amostras com carga viral variando 

102,7 a 106,5 gEq/g de fezes. Ao todo, 123 (91,1%) amostras foram positivas por pelo 

menos um dos métodos utilizados. Esta prevalência extremamente alta é similar à 

observada em diversos locais do mundo em amostras de soro de populações 

saudáveis (Vasilyev et al., 2009) e é a maior encontrada em fezes até o momento 

(Ross et al., 1999; Lin et al., 2000; Matsubara et al., 2000; Braham et al., 2009). 

Essas informações indicam que a detecção do TTV nas fezes, assim como nas 

amostras de soro, pode ser útil para se detectar a infecção por TTV e avaliar a 

prevalência em determinadas populações. Entretanto, estudos comparativos entre a 

detecção do TTV em fezes e soro serão necessários para que se determine se há 

correlação entre a detecção dos mesmos grupos genômicos do TTV em fezes e soro 

de um mesmo paciente. 

Os resultados encontrados pelas diferentes metodologias de PCR aplicadas no 

presente trabalho apresentaram correlação direta com o número de genogrupos, ou 

seja, quanto maior a quantidade de genogrupos detectados, maior o número de 

amostras positivas detectadas pelo NCR PCR e PCR em tempo-real. Quanto à 

distribuição grupo genômica, antes deste trabalho, ainda não se sabia quais os 

genótipos/genogrupos do TTV eram excretados nas fezes. Na literatura atual, o 

genogrupo 3 é o que contém o maior número de isolados descritos até agora e que 

os genogrupos 2 e 4 são menos prevalentes do que os demais (Hallett et al., 2000; 

Maggi et al., 2003; Devalle & Niel, 2004; Biagini et al., 2006). Alguns trabalhos 

propõem que o desenvolvimento de patogenias pode estar relacionado a diferentes 
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tipos de TTV, e que alguns genótipos, ou genogrupos, possam ter propriedades 

biológicas distintas (Hallett et al., 2000; Okamoto et al., 2000b; Maggi et al., 2006). 

Nesse caso, as formas de eliminação poderiam variar de um genogrupo para o 

outro. A detecção em soro de populações mistas de TTV contendo isolados de mais 

de um genogrupo já foi demonstrada por diversos autores (Ball et al., 1999; Forns et 

al., 1999; Niel et al., 2000; Devalle & Niel, 2004; Devalle et al., 2009). Além disso, 

estudos anteriores mostraram que indivíduos podem portar diferentes combinações 

de genótipos do TTV em diferentes órgãos, sugerindo uma relação entre os tipos do 

TTV e tecidos específicos (Deng et al., 2000; Okamoto et al., 2000b; Maggi et al., 

2003). 

O presente estudo pode mostrar que, nos pacientes com gastroenterite, todos 

os genogrupos conhecidos do TTV estão presentes nas fezes. As prevalências 

variaram de 20% para o genogrupo 2, o menos prevalente, até 42,2% para o 

genogrupo 3, o mais encontrado. Distribuição esta, semelhante à descrita no soro de 

doadores de sangue, de pacientes com hepatite B e de portadores de HIV no Brasil, 

o qual caracterizou os genogrupos 3 e 5 com alta prevalência e os genogrupos 2 e 4 

com as menores prevalências (Devalle & Niel, 2004. Anteriormente, já havia sido 

demonstrado que o genogrupo 2 apresentava baixa incidência na Inglaterra (Hallet 

et al., 2000). Na Itália, antes da caracterização do genogrupo 5, foram detectados 

apenas os genogrupos 1, 3 e 4 em soro e secreções nasais de crianças com 

doenças respiratórias agudas (Maggi et al., 2003). O fato do grupo genômico 2 não 

ter sito detectado reforça a idéia de uma menor prevalência desse genogrupo.   

Ademais, esse trabalho mostrou que a excreção simultânea de diferentes 

genogrupos do TTV é um evento comum, ao menos em pacientes com 

gastroenterite. Todas as possíveis combinações de pareamento entre os 

genogrupos do TTV (G1 + G2, G1 + G3, etc.) foram encontradas, demonstrando 

uma ausência de antagonismo entre os genogrupos. A mais frequente associação 

entre os genogrupos foi G1 + G3, encontrada em 27 amostras. É interessante 

ressaltar que, um estudo anterior mencionou uma possível existência de sinergia 

entre os genogrupos 1 e 3, mostrando que os indivíduos coinfectados com estes 

dois genogrupos tendem a ter uma carga viral maior do que a esperada (Maggi et 

al., 2005). No entanto, este fenômeno não foi observado nas 135 amostras de fezes 

analisadas no nosso trabalho, onde a carga viral (104.0 a 104.5 gEq/g de fezes) não 
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mostrou variação significativa dependendo dos genogrupos do TTV e suas 

associações.  

Quando avaliada a presença dos vírus causadores de gastroenterite em 

pacientes portadores de TTV, em 6 indivíduos foi detectada a presença de Rotavirus 

(RV) (4%), em 9 indivíduos a presença de Astrovirus (AstV) (10%) e em 38 

indivíduos a presença de Norovirus (NoV) (30%). Ao se analisar o inverso, a 

prevalência do TTV nos pacientes infectados pelos vírus causadores de 

gastroenterite, os resultados mostraram alta prevalência do TTV nos pacientes 

infectados por esses vírus. Em 95% dos indivíduos positivos para NoV, em 69,2% 

dos que apresentaram AstV e 85% dos pacientes com RV o TTV também estava 

presente. Apesar da alta prevalência do TTV nos pacientes infectados por vírus da 

gastroenterite, apenas o resultado encontrado nos pacientes infectados por AstV e 

TTV foi considerado significativo (p < 0,05). Além disso, houve correlação entre a 

presença dos sintomas clínicos de gastroenterite e a taxa de detecção de TTV. 

As três principais características epidemiológicas da infecção do TTV em soro 

são: alta prevalência em indivíduos saudáveis (Niel et al., 1999; Huang et al., 2001; 

Devalle & Niel, 2004), presença dos cinco grupos filogenéticos e coinfecção de 

genogrupos em um mesmo paciente (Peng et al., 2002; Devalle & Niel, 2004; 

Devalle et al., 2009). Nesse estudo, as três características da infecção do TTV em 

soro de indivíduos saudáveis também foram observadas nas amostras de fezes de 

pacientes com gastroenterite. Apesar de amostras de soro e fezes pareadas não 

terem sido comparadas, os resultados encontrados mostraram que as amostras de 

fezes também podem ser utilizadas para a caracterização molecular do TTV. Os 

resultados reforçam a hipótese previamente formulada que o TTV é excretado pelas 

fezes e pode se disseminar pela rota fecal-oral na população em geral (Ukita et al., 

1999). 
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6. CONCLUSÕES 

 Diferenças significativas entre os métodos de detecção do TTV por PCR foi 

observada (55,6% - NCR PCR, 60% - Grupo específico e 88,9% - PCR em 

tempo-real), mostrando que a detecção por PCR em tempo-real foi o mais 

eficiente para detecção do TTV em fezes. 

 

 Uma alta prevalência do TTV (91,1%) foi observada em fezes de pacientes 

com gastroenterite quando combinados os três métodos de detecção; 

 

 O sistema de PCR em tempo-real detectou o DNA do TTV em 88,9% das 

amostras com carga viral variando 102,7 a 106,5, resultado semelhante ao 

encontrado em soro de pacientes saudáveis estudado por outros autores. 

 

 Todos os genogrupos conhecidos do TTV estavam presentes nas fezes de 

pacientes com gastroenterite, sendo o grupo 3 o mais prevalente, seguido 

pelos genogrupos 1, 5, 4 e 2.  

 

 As cargas virais encontradas nas amostras de fezes foram aproximadamente 

0,5 log maior (4,34 – 3,84) no grupo de pacientes que tinham coinfecção de 

genogrupos do que nos pacientes monoinfectados. 

 

 A coinfecção entre os genogrupos 1 e 3 nas fezes foi a mais encontrada entre 

as amostras estudadas, corroborando resultados descritos previamente em 

amostras de soro. 

 

 Quando analisada a correlação entre o TTV e os vírus causadores de 

gastroenterite, apenas a correlação entre AstV e o TTV foi estatisticamente 

significativa.  
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7. PERSPECTIVAS 

 Correlacionar a detecção e os genótipos do TTV nas fezes com amostras 

ambientais 

 Caracterizar a presença do TTV em amostras pareadas de fezes e soro de 

indivíduos saudáveis. 
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