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Zusammenfassung: Das humane Adenovirus (HAdV) F40/41 ist ein wichtiger Erreger bei akuter Gastroenteritis
bei Kindern. Die Vielfalt der Studiendesigns und Diagnosemethoden fuhrt jedoch haufig zu Fehlinterpretationen
ihrer Auswirkungen. Unsere Studie untersuchte die genetische Vielfalt von HAdV-F40/41 in Brasilien mithilfe
eines spezifischen gPCR-Tests fur HAdV-Spezies F, kombiniert mit einer phylogenetischen Analyse der partiellen
Hexon- und Fasergene. Unsere Ergebnisse zeigten, dass HAdV-F41-Stdmme vorherrschten und eine héhere
Vielfalt aufwiesen als HAdV-F40-Stamme. Basierend auf dem Hexon-Gen wurden brasilianische HAdV-F41-
Stamme in zwei Genomtyp-Cluster (GTC) gruppiert, die weiter in Untercluster unterteilt wurden, wobei sich die
meisten Stdmme zu GTC2 gruppierten. Der partielle Schaftbereich des Fasergens war unter HAdV-F41 stérker
konserviert. Der spezifische gPCR-Test fur HAdV-Spezies F identifizierte HAdV-F in weiteren 31,5 % (34/108)
der zuvor nicht charakterisierten HAdV-positiven Proben, die mit einem unspezifischen HAdV- qPCR-Test

check for nachgewiesen wurden. Beide Tests korrelierten stark beim Nachweis von HAdV-F, und der spezifische gPCR-

updates Test fiir enterische Typen kann die HAdV-Uberwachung verbessern, insbesondere wenn eine Sequenzierung
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1. Einleitung
Im Umlauf in Brasilien. Appl. Microbiol. 2024,
4, 1016-1029. hitps://doi.org/ 10.3390/ Akute Gastroenteritis (AGE) ist eine der haufigsten Ursachen fir Morbiditat und Mortalitat bei
applmicrobiol4030069 Kindern unter fiinf Jahren, insbesondere in Landern mit niedrigem und mittlerem Einkommen

(LMICs), in denen der Zugang zu Gesundheitsversorgung, Hygiene und Bildung oft eingeschrankt
ist [1,2]. In LMICs durchgefiihrte Studien zum Screening auf mehrere Enteropathogene haben
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Der Einsatz molekularer Nachweistechniken als Diagnosemethode hat jedoch gezeigt, dass diese
Techniken erheblich zur globalen Belastung durch AGE bei Kindern beitragen [12]. In einer
aktuellen Studie in LMICs hat das Global Pediatric Diarrhea Surveillance Network HAdV-F40/41
als zweith&ufigsten Erreger bei Kindern unter funf Jahren mit AGE identifiziert, nach dem Rotavirus
[3]. Da in Stuhlproben unterschiedliche HAdV-Typen nachgewiesen werden kdnnen, haben
regionale Studien weltweit eine groRe Bandbreite an HAdV-Positivitatsraten (enterische und nicht-
enterische Typen) berichtet, wobei die Raten von 1,6 % bis 39,1 % reichen [13—16]. Die grol3e
Bandbreite der HAdV-Positivitatsraten ist auf mehrere Faktoren zurtickzufiihren, darunter
Studiendesign, Umfang, Diagnosemethoden, regionale und zeitliche Unterschiede sowie die
Einfihrung der Rotavirus- Immunisierung [5,6].

Bis Anfang 2022 war HAdV-F ein wichtiger padiatrischer Erreger bei AGE-Féllen, seine genomische
Vielfalt war jedoch noch wenig erforscht. Im Méarz desselben Jahres wurden bei immunkompetenten
Kindern mehrere Falle schwerer Hepatitis unbekannter Ursache festgestellt. Weitere Untersuchungen
ergaben mehrere Félle, die bis in den Oktober 2021 zurtickreichen und in tber 40 Landern auftraten [17,18].
Die hohe Nachweisrate von HAdV-F41 und die Mdglichkeit eines klinischen Zusammenhangs zwischen
F41 und schwerer Hepatitis unbekannter Ursache erhéhten die Dringlichkeit umfassenderer molekularer
Phylogenese-Studien, um die Evolution der Spezies F besser zu verstehen, neu auftretende Stimme zu

identifizieren und mehr Daten fur die Impfstoffentwicklung zu erhalten [19].
Das Wissen uber die genomische Vielfalt von HAdV-F40/41 und ihren tatsachlichen Beitrag zu AGE-Féallen,

insbesondere in Brasilien, ist nach wie vor begrenzt. Um diese Forschungsliicke zu schlief3en, zielte unsere
Studie darauf ab, die Wirksamkeit eines fiir die Spezies F spezifischen Protokolls zur quantitativen Polymerase-
Kettenreaktion (QPCR) bei der Ermittlung der tatsachlichen Auswirkungen von enterischem HAdV in AGE-Fallen
zu bewerten. Darliber hinaus fuhrten wir eine Sequenzierung und molekulare phylogenetische Analyse von
sechs hypervariablen Regionen des Hexon-Gens sowie eine Teilsequenzierung der Schaftregion des Fasergens
von HAdV-F40/41-Stammen durch, die bei AGE-Patienten nachgewiesen wurden, um Einblicke in die genetische
Vielfalt der Spezies F in Brasilien zu erhalten .

2. Materialien und Methoden
2.1. Stuhlprobenentnahme und Ethikerklarung

Diese Studie umfasste HAdV-positive Stuhlproben, die zwischen Januar 2018 und Dezember
2020 von stationdren und ambulanten Patienten (Kinder und Erwachsene) mit AGE-Symptomen,
wie zuvor beschrieben, gesammelt wurden [15]. AGE wurde als plétzlich auftretender Durchfall (y
drei fliissige oder halbflissige Stuhlgange innerhalb von 24 Stunden) definiert, der von Fieber,
Ubelkeit, Erbrechen oder Bauchschmerzen begleitet sein kann. Stuhlproben wurden systematisch
Uber Sentinel-Stellen in den Zentrallabors der Bundesstaaten an das Regionale Rotavirus-
Referenzlabor — Labor fiir Vergleichende und Umweltvirologie (RRRL-LVCA) geschickt. Das RRRL—
LVCA ist Teil des nationalen Netzwerks zur Rotavirus-Uberwachung, das von der Generalkoordination
der Labore fur 6ffentliche Gesundheit im brasilianischen Gesundheitsministerium (MoH) beaufsichtigt wird.
Diese Studie wurde vom Ethikkomitee der Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz) genehmigt
(Genehmigungsnummer CAAE: 94144918.3.0000.5248). Die Uberwachung erfolgte {iber ein hierarchisches
Netzwerk, in dem Proben auf medizinische Anfrage in Krankenh&usern und Gesundheitszentren bereitgestellt
wurden , die vom brasilianischen Einheitlichen Gesundheitssystem (SUS) Uberwacht wurden. Diese Studie
wurde im Rahmen des RRRL/MoH als Teil einer féderalen Gesundheitspolitik zur Uberwachung viraler AGE in
Brasilien durchgefiihrt. Das Ethikkomitee von Fiocruz verzichtete auf die Einwilligung des Patienten nach
Aufklarung und die Patientendaten wurden anonym und sicher aufbewahrt.

2.2. Extraktion viraler DNA

Die Nukleinsaureextraktionen wurden aus 140 pl geklarter Stuhlsuspension (10 % w/v) mit dem QlAamp
Viral Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) auf der automatisierten QIAcube-Plattform gemaf den Anweisungen
des Herstellers durchgefiihrt. Die extrahierten viralen Nukleinsduren wurden in 60 pl des Elutionspuffers AVE
eluiert und bis zur molekularen Analyse sofort bei —80 yC gelagert. RNase/DNase-freies Wasser wurde in jedem
Extraktionsprotokoll als Negativkontrolle verwendet .
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2.3. HAdV-F-Nachweis und Quantifizierung

Ein spezifischer gPCR-Test fir HAdV-F [20] wurde verwendet, um die enterischen Typen F40 und F41 in Proben
zu erkennen, die zuvor positiv auf HAdV getestet worden waren. Hierzu wurde ein degenerierter Satz von Primern und
eine Sonde verwendet, die auf einen konservierten Bereich des ersten Teils des Adenovirus-Hexon-Gens abzielt [21].
Detaillierte Informationen zu den ersten Methoden zur Erkennung und Quantifizierung von HAdV wurden bereits zuvor
beschrieben [15].

Der spezifische qPCR-Test zum Nachweis von enterischem HAdV [20], der auf eine
konservierte 118-bp- Sequenz des HAdV-F-Fasergens abzielt, wurde unter Verwendung des
Vorwartsprimers (5-AACTTTCTCTCTTAATAGACGCC-3), des Ruckwartsprimers (5-
AGGGGGCTAGAAAACAAAA- 3) und der Sonde (5-CTGACACGGGCACTCT-3) durchgefihrt.
Kurz gesagt wurden HAdV-F-gPCR-Reaktionen mit 5 pl der extrahierten DNA in einem
Endvolumen von 20 pl durchgeftihrt, das 10 pl des 2x QuantiTect Probe PCR Kit (Qiagen,
Valencia, CA, USA) sowie Primer und Sonde mit Endkonzentrationen von 0,5 pM bzw. 0,25 pM
enthielt. Die Reaktionen wurden im Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) unter den folgenden thermischen Zyklusbedingungen
durchgefuhrt: 2 min bei 50 °C, 15 min bei 95 °C, 40 Zyklen von 15 s bei 95 °C und 1 min bei 60
°C. Proben, die eine charakteristische Sigmoidkurve aufwiesen und die Schwellenlinie mit einem
Zyklusschwellenwert (Ct) < 40 tberschritten, wurden als positiv betrachtet. Alle Laufe umfassten
negative und positive Kontrollen (Stuhlprobe) sowie eine Nicht-Vorlagenkontrolle.

2.4. Genetische Vielfalt und Nukleotidsequenzierung von HAdV-F Um

die genetische Vielfalt der in Brasilien zirkulierenden HAdV-F-Stamme zu bewerten, wurden positive Proben ,
die urspriinglich als Typen F40 und F41 [22] charakterisiert wurden, erneut sequenziert. Wir zielten mit den Primern
S29 und S52 auf die sechs hypervariablen Regionen (HVR1-HVR6) des Hexon-Gens [23] und mit den Primern AdF1
und AdF2 auf die partielle Schaftregion des Langfaser-Gens [24].

PCR-Reaktionen wurden unter Verwendung des Enzyms Platinum Tag DNA-Polymerase (Invitrogen ,
Carlsbad, CA, USA) mit 5 pl extrahierter DNA in einem endgliltigen Reaktionsvolumen von 25 pl durchgefihrt.
Die erwarteten Amplicons von 640 und 664 nt fur das Hexon-Gen und 508 und 530 nt fiir das
Fiber-Gen flr die Typen F40 und F41 wurden mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)

geman den Anweisungen des Herstellers gereinigt. Sequenzierungsreaktionen der gereinigten
Amplicons wurden mit dem Big Dye Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction Kit auf
einem ABI Prism 3730 x| Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) auf der
Fiocruz Institutional Genomic Platform for DNA sequencing (PDTIS) durchgefihrt .

2.5. Phylogenetische und Mutationsanalyse von F40/41

Chromatogrammanalyse und Konsensussequenzen wurden mit der Software Geneious Prime 2021.1.1
(Biomatters Ltd., Auckland, Neuseeland) durchgefiihrt. Die Hexon- und Fiber-nt- Sequenzen der Typen F40 und F41
wurden auf ihre gréRte Ubereinstimmung mit Sequenzen analysiert, die in der GenBank-Datenbank verfugbar sind.
Dazu wurde das Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) verwendet.
abgerufen am 5. Mai 2023). Die Sequenzen wurden mit ClustalW [25] ausgerichtet, und die Maximum-Likelihood-
Methode (ML) wurde fir die phylogenetische Analyse unter Verwendung des randomisierten Accelerated Maximum
Likelihood-Programms (RAxML) [26] mit dem allgemeinen zeitreversiblen (GTR) Modell mit einer gamma-verteilten
Heterogenitatsrate Gber alle Standorte und 1000 Bootstrap-Iterationen fiir Hexon- und Fasergene verwendet, zuganglich
Uiber das CIPRES Science Gateway [27]. Die Ausgabe der RAXML-Laufe wurde in MEGA11 v11.0.13 [28] verwendet ,
um die phylogenetischen Baume zu visualisieren und zu konstruieren. Referenzsequenzen wurden aus der GenBank-
Datenbank des National Center for Biotechnology Information (NCBI) bezogen.

Um aulRerdem die genetische Vielfalt der brasilianischen HAdV-F-Stamme zu untersuchen, wurden synonyme und
nicht synonyme Mutationen in den sequenzierten Teilen der Hexon- und Fasergene mit Prototypstammen aus der
GenBank-Datenbank verglichen.

Die in dieser Studie erhaltenen Nukleotidsequenzen wurden in der GenBank-Datenbank mit den folgenden
Zugangsnummern hinterlegt: 0Q442226—-0Q442299.
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2.6. Statistische Analyse

Statistische Analysen wurden mit der Software GraphPad Prism Version 9.0.0 durchgefihrt.
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA; www.graphpad.com, abgerufen am 15. Oktober
2023). Der Mann-Whitney-U-Test wurde verwendet, um signifikante Unterschiede zwischen gPCR
Protokolle. Chi-Quadrat- oder Fisher's exakte Tests wurden zur Analyse kategorialer
Merkmale in Kontingenztabellen und die Korrelation von Ct-Werten zwischen gPCR fir
HAdV (alle Typen) und gPCR spezifisch fur HAdV-F wurden mithilfe der Pearson-Korrelation bewertet
Koeffizient. Fir alle Analysen wurde ein p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant angesehen.

3. Ergebnisse
3.1. Nachweis von HAdV-F40/41 mittels spezifischem gPCR-Test

In unserer vorherigen Studie, die an Proben durchgefiihrt wurde, die zwischen Januar 2018 und
Im Dezember 2020 haben wir die Rolle von HAdV bei Patienten mit AGE in Brasilien untersucht.

Zunachst verwendeten wir einen degenerierten gPCR-Primersatz, der auf eine konservierte Region des
Hexon-Gen (QPCR_HAdV), um insgesamt 1235 Stuhlproben auf das Vorhandensein von HAdV zu testen.
Positive Proben mit niedrigen Ct-Werten wurden sequenziert, um die HAdV-Arten weiter zu charakterisieren
und Typen, wobei 39 % (123/315) der HAdV-positiven Proben erfolgreich sequenziert wurden [15].

In der vorliegenden Studie verwendeten wir ein gPCR-Protokoll mit HAdV-F40/41 spezifischen Primern
(gPCR_HAdV-F) in 91% der zuvor sequenzierten Proben (112/123). Mit dem qPCR_HAdV-F
Protokoll, F-Spezies wurden in 93,5% (43/46) der sequenzierten Proben nachgewiesen, die zuvor als enterische
Typen F40 und F41 identifiziert wurden, und in 4,5% (3/66) der zuvor identifizierten Proben
als nicht-enterische HAdVs. Drei Proben, die urspriinglich als zur Spezies C gehorig charakterisiert wurden
wurde positiv auf die Art F getestet, wahrend drei Proben, die als zur Art F gehdrig charakterisiert wurden,
Der Test mit qPCR_HAdV-F war negativ (Tabelle 1).

Tabelle 1. Vergleich zwischen HAdV-degenerierten und F-spezifischen gqPCR-Tests.

1

HAdV Degenerierte gPCR HAdV-F qPCR
HAdV-Klassifikation " Positivitat (%)
Anzahl der HAdV-positiven getesteten Proben Positiv Negativ
Enterische Typen 46 43 3 93,5
Nicht-enterische Typen 66 3 63 45
Nicht sequenziertes HAdV 108 34 74 31,5
Gesamt 220 80 140 36,4

L Fir den gPCR-Protokollvergleich zeigt die Tabelle die urspriinglichen HAdV-Charakterisierungsergebnisse fiir die ausgewéhlten
Proben, wie bereits veroffentlicht [15].

Dariiber hinaus verwendeten wir den qPCR_HAdV-F-Test fiir die Gruppe der HAdV-positiven Proben
die aufgrund der geringen Virusnachweisrate nicht sequenziert werden konnten (normalerweise Proben, die mit
Ct > 30). Unter den nicht sequenzierten HAdV-positiven Proben, die zuvor mit dem
gPCR_HAdV, wir haben HAdV-F in 31,5 % der Proben (34/108) mit dem neuen Protokoll nachgewiesen
(Tabelle 1).

Um die Effizienz des gPCR_HAdV-F-Tests zu bewerten, verglichen wir die Ct-Werte
erhalten durch Verwendung beider Tests fiir jede Probe in der HAdV-F-positiven Gruppe (n = 80). Streuung
Fur jede Probe wurden Diagramme und Regressionsanalysen durchgefuihrt, um die Korrelation zwischen den Ct-
Werten fur die beiden Tests zu bestimmen. Ein Pearson-Korrelationskoeffizient von 0,96
(p < 0,0001) weist auf eine starke Korrelation (r-Wert y= 1) zwischen der geschétzten Viruslast aus dem
gPCR_HAdV-F-Test und dem gPCR_HAdV-Test hin (Abbildung 1a). Fir jeden Primer
66,3 % der getesteten Proben (53/80) zeigten &hnliche PCR-Amplifikationseffizienzen
(Ct 2,5 Zyklen) (Abbildung 1b). Die geschatzten PCR-Effizienzen entsprachen im Durchschnitt
1,75 Ct-Werte zwischen den yCts der Proben, die zwischen 0,04 und 8,09 lagen. Nur drei
Proben zeigten einen yCt-Wert von Uber 5,0 Ct. Um die Leistung des HAdV-F-spezifischen Primer-Sets
zu bewerten, verglichen wir die Ct-Werte, die durch gPCR_HAdV-F und gPCR_HAdYV erhalten wurden.
Tests auf jeder HAdV-F-positiven Probe. In 48,75 % (39/80) der getesteten Proben waren die Ct-Werte
fur die Spezies F-spezifische Primer waren niedriger, was darauf schlieBen lasst, dass HAdV-F spezifische Primer
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cies (Ct 2,5 Zyklen) (Abbildung 1b). Die geschétzten PCR-Effizienzen entsprachen einem
Durchschnitt von 1,75 Ct-Werten zwischen den yCts der Proben, die zwischen 0,04 und 8,09
lagen. Nur drei Proben zeigten einen yCt von tber 5,0 Ct. Um die Leistung des HAdV-F-
spezifischen Primer-Sets zu bewerten, verglichen wir die Ct-Werte, die durch gPCR_HAdV-F-
Appl. Microbiol. 2024, 4 und gPCR_HAdV-Tests bei jeder HAdV-F-positiven Probe erhalten wurden. Bei 48,75 % 1020
(39/80) der getesteten Proben waren die Ct-Werte fur die Spezies F-spezifischen Primer
niedriger, was darauf hindeutet, dass HAdV-F-spezifische Primer eine héhere Viruslast fir
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F-spezifischen Primer-Sets (qPCR_HAdV-F) nachgewiesen. Der Korrelationskoeffizient nach Pearson gibt die Starke
der linearen Abhangigkeit zwischen den verschiedenen qPCR-Tests. (b) yCt-Differenz zwischen gPCR_HAdV-F
und gPCR_HAdV-Assay Ct-Werte fiir HAdV-F-positive Proben mit Ct < 40 (n = 80). Jeder blaue Punkt
stellt eine einzelne Probe dar. Die gestrichelte Linie zeigt den Punkt an, an dem der Unterschied in den Ct-Werten
in jedem qPCR-Test gefunden gleich Null (yCt = 0). (c) Paarvergleich der erhaltenen qPCR-Ct-Werte
unter Verwendung von gPCR_HAdV und gPCR_HAdV-F fiir jede HAdV-F-positive Probe (Ct < 40), dargestellt durch
hell- bzw. dunkelblaue Punkte. (d) Vergleich der Ct-Werte bei HAdV-F-negativen (blau

Punkte) und HAdV-F-positiv (rote Punkte) auf den nicht sequenzierten Proben, die durch die gPCR_HAdV und
gPCR_HAdV-F. Die horizontale gestrichelte Linie gibt die mittleren Ct-Werte an. * p y 0,05.

3.2. Phylogenetische Analyse der HAdV-F-Hexon- und Fiber-Gene

Unter den 43,9 % (54/123) der Proben, die zuvor als HAdV-F charakterisiert wurden, basierend auf
eine konservierte Region des Hexon-Gens [15], konnten wir 70% (7/10) der
F40-Proben und 68,2 % (30/44) der F41-Proben in dieser Studie fur die HVR1-HVR6 der
hexon-Gen. Daruber hinaus amplifizierten wir auch die partielle Schaftregion des Langfasergens in
100 % (10/10) der F40-Proben und 61,4 % (27/44) der F41.
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3.2.1. Hexon-Gen

Die phylogenetische Analyse der brasilianischen Stamme HVR1-HVR6 ergab, dass die
F40-Stamme waren stérker konserviert als F41-Stamme. Die sieben F40-Stamme gruppierten sich

zusammen und teilen >99% Nukleotididentitat (nt). Zusatzlich sind die HYR1-HVR6-Regionen von
F40-Stamme zeigten >99% nt-Identitat mit den entsprechenden Regionen des Hexon-Gens

des Prototyp-Stammes Dungan (AB330121) und zu Stdmmen, die zuvor in Brasilien nachgewiesen wurden
aop. uiroiol. 2024+ (N PGTPOOOY relieser (KUBB4615, MT952448), Finnland (KU162869), Siidafrika (MK955319),’

und China (MK883611) (Abbildung 2).

. DQ315364/HAV-F41/XXXX/Tak/Netherands
MT952508/HAAV-F41/2018/NICED-KOL-666/Indlia
|- MK736643/HAdV-F41/2017/Shenzhen063/China
@ 0Q442280/HAJV-F41/2019/LVCA-30376/RBrazil GTC 1.1
MK342151/HAQV-F41/2016/242/Iran
ON532825/HAV-F41/2022/Hannover-6/Germany
MK952806/HAGV-F41/2009/SA13026/South Africa
OP174923/HAV-F41/2019/HOUA-GOSHO5/United Kingdom
@ 0Q442288/HAIV-F41/2020/LVCA-30674/RS/Brazil
| @ 0Q442297/HAV-F41/2018/LVCA-20397/PE/Brazi GTC1
@ 0Q442298/HAAV-F41/2018/LVCA-29398/MG/Brazil
. @ 0Q442294/HAAV-F41/2018/LVCA-29123/SC/Brazil GTC1.2
MHA65394/HAAV-F41/2017/Anhui/China
HMS65136/HAAV-F41/2007/NIVD103/China
| AB103345/HAAV-F41/XXXX/JP3106/Japan
- MT952499/HAdV-F41/2017/NICED-KOL-159/India
4y | AB103347/HAGV-F41/XXXX/Ks35/Korea —
| ONSB5007/HAGV-F41/2021/Alabama-109210/USA :
@ ©Q442275/HAIV-F41/2019/LVCA-30088/SC/Brazil
@ ©Q442276/HAAV-F41/2019/LVCA-30106/BA/Brazi
KF303069/HAGV-F41/2010/NY-4849/USA
@ 0Q442279/HAAV-F41/2019/LVCA-30375/R ) /Brazil
@ 0Q442273/HAAV-F41/2019/LVCA-30053/RU/Brazil
@ 00Q442270/HAdV-F41/2018/LVCA-29838/RS/Brazil
MK952810/HAGV-F41/2009/SA12680/South Africa
@ 0Q442277/HAAV-F41/2019/LVCA-30373/R) /Brazil F41
@ 0Q442271/HAAV-F41/2018/LVCA-29908/PB/Brazi
"5 | @ 0Q442281/HADV-F41/2019/LVCA-30402/R J/Brazi
@ ©Q442278/HAAV-F41/2019/LVCA-30374/R/Brazi
LC726493/HAAV-F41/2022/HC22-14/Japan
KXB68523/HAAV-F41/2000/GyK253/Sweden
@ 0Q442274/HAIV-F41/2019/LVCA-30081/RS Brazil
KY3168161/HAQV-F41/2015/SH-D187/China orc 22
@ 0Q442272/HAAV-F41/2018/LVCA-29909/PB/Brazi
| @ 0Q442285HAAV-F41/2019/LVCA-30398/RJ/Brazil
@ 0Q442283/HAAV-F41/2018/LVCA-29910/PB/Brazil GTC 2
@ 0Q442291/HAdV-F41/2019/LVCA-30302/BA/Brazi
@ 0Q442286/HAAV-F41/2019/LVCA-30054/R)/Brazil
@ 0Q442284/HAAV-F41/2019/LVCA-30051/SC/Brazil
@ 0Q442293/HAAV-F41/20191LVCA-30371/RU/Brazil
@ 0Q442290/HAJV-F41/2018/LVCA-29050/SC/Brazil
@ ©Q442295/HAAV-F41/2018/LVCA-29237/BA/Brazi
@ 0Q442299/HAAV-F41/2019/LVCA-30526/SC/Brazil
@ 0Q442292/HAAV-F41/2019/LVCA-30370/RBrazi
@ 0Q442287/HAIV-F41/2020/LVCA-30639/RS-Brazil
@ 0Q442289/HAV-F41/ 2018/LVCA-29121/RJ/Brazil
@ 0Q442282/HAAV-F41/2020/LVCA-30620/BA/Brazi
ON565011/HACV-F41/2021/Alabama-15764/USA
‘ @ 0Q442296/HAAV-F41/2018/LVCA-29342/RY/Brazil
KT210190/HAGV-F41/2013/KOL-413222/India GTC 2.1
‘ MT952501/HAAV-F41/2017/NICED-KOL-216/India
# | AB610522/HAV-F41/XXXX/D26/Japan
ABB10527/HAAV-F41/XXXX/D31/Thailand
@ AB330121/HAAV-F40/1977/Dugan/Netherlands
© MK955310/HAAV-F40/2009/SA12303/South Africa
MT952448/HAQV-F40/2017/NICED-KOL-337/India
MKBB3611/HAJV-F40/2016/FX3-1613263/China
0Qu42268/HAAV-FA0/2018/LVCA-29726/BABrazil
0Qu42267/HAAV-F40/2019/LVCA-29955/RS/Brazil
KU162869/HAAV-F40/1979/HoviX/Finland F40
MT791000/HadV-F40/2014/033-Araguaina/Brazil
0Q442266/HAAV-F40/2019/LVCA-30064/SE/Brazil
0 0Q442265/HAdV-F40/2019/L VCA-30569/RS/Brazil
0Q442263/HAAV-F40/2018/LVCA-29727/BABraz
0Q442264/HAAV-F40/2019/LVCA-30108/8A/Brazi
0Q442269/HAAV-F40/2018/LVCA-29219/SE/Brazi
KF268119/HAAV-A31/2005/Colorado-UFLP31H31F31/USA
MF044052/HAAV-C2/2014/Hong Kong-HKS1/China
KY996447/HAGV-E4/2015/4054-PAHAF 4/USA
i | MF416150/HAAV-DB4/2011/P309886-PA43H1 7TF84/Panama

100

I

Abbildung 2. Phﬂ%%@ﬁ&ﬁ&'@ﬁﬁﬂ?%u@?éﬂ&ﬁﬁf AN GRIHHCAERTAN e Ry PRI Sr RN ST deBdHERY

6) des Hexon-Gens. HAdV-F40- und -F41-Stamme, die in dieser Studie isoliért wurden, sind mit einem
(HVR1-HVR®) des Heé%&@f&?&ﬁm%ﬁéﬁ Ki‘éig.\/d:égré%%té:rﬂﬁémﬁﬁn ‘3§§'BQPﬁ%&ME—ﬁQBS&MWWuﬁBﬁ’g@'&&W%d

mit ihrer Zugangsnummer/HAdV-Typ/Sammeljahr/Isolat-ID/Land beschriftet.
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ein orangefarbener bzw. rot ausgefiillter Kreis. Referenzstamme wurden aus dem Gen-Bank-Repository
heruntergeladen und mit ihrer Zugangsnummer/HAdV-Typ/Sammeljahr/Isolat-ID/Land beschriftet.
Prototypstamme fir die Typen F40 und F41 sind mit einer schwarz ausgefiiliten Raute markiert. Der
phylogenetische Baum wurde mit der Maximum-Likelihood-Methode unter Verwendung des randomisierten
Axelerated Maximum Likelihood (RAXML)-Programms erstellt, mit dem allgemeinen zeitreversiblen (GTR)
Modell mit einer gammaverteilten Heterogenitatsrate tber alle Standorte und 1000 Bootstrap-lterationen, und
MEGAL11 -Software v11.0.13 (Auckland, Neuseeland) wurde verwendet, um den Baum zu konstruieren und
zu visualisieren. Die Bootstrap- Prozentwerte von y70 % werden an jedem Verzweigungspunkt angezeigt.
Hexon-Genomtyp-Cluster (H-GTC) und -Subcluster sind fiir F41-Stamme angegeben.

Die phylogenetische Analyse von HVR1-HVR®6 in F41-Stdmmen ergab, dass die brasilianischen
Sequenzen in zwei unterschiedliche Linien gruppiert waren, H-GTC1 und H-GTC2 (H-GTCs: Genomtyp
-Cluster basierend auf dem Hexon-Gen). Davon gruppierten sich 20 % (6/30) der Stamme zu H-GTC1,
wahrend 80 % (24/30) zu H-GTC2 gruppierten (Abbildung 2). In Bezug auf die Identitat zwischen den
brasilianischen Isolaten zeigten H-GTC2-Stdmme eine etwas groRere Variationsbreite (95,9-100 % nt-
Identitat) als H-GTC1-Stamme (96,2—-100 % nt-Identitat). In Bezug auf den Prototyp TAK (DQ315364)
wies H-GTC2 (92,4-93,5 % nt-Identitat) einen héheren Grad an Divergenz auf als H-GTC1 (96,5-99,8
% nt-ldentitat).

Weitere Analysen zeigten, dass H-GTCL1 in drei Subcluster unterteilt war. H-GTC1.1 mit einem
reprasentativen Stamm (LVCA_30376), der mit Stdmmen aus Asien (MK342151 und KT210193), Europa
(OP174923, ON532825 und MW567963) und Siidafrika (MK962806) gruppiert war und eine nt-ldentitat
von >99 % aufwies. Vier Stdmme gruppierten sich zu H- GTC1.2 und wiesen die héchste nt-ldentitat (>99
%) mit Stdmmen aus China (HM565136 und MH465394) und Japan (AB103345) auf. H-GTC1.3 hatte
einen einzigen reprasentativen Stamm (LVCA_30088), der sich mit Stimmen aus asiatischen Léndern
(AB103347, MT952499 und DQ336391) und den Vereinigten Staaten (ON565007) gruppierte und eine nt-
Identitat von >99 % aufwies.

H-GTC2-Stamme teilten sich in zwei Untercluster auf, wobei H-GTC2.2 die Mehrheit der Sequenzen
enthielt. Die gemeinsamen nt-ldentitaten lagen zwischen 98,4 % und 100 % bei Stammen aus China
(KY316161), Japan (LC726493), Studafrika (MK962810), Schweden (KX868523) und den Vereinigten
Staaten (KF303069). SchlieRlich gruppierte sich eine Sequenz (LVCA_29342) in H-GTC2.1 und teilte eine
maximale nt-ldentitét (>98 %) mit Stammen aus asiatischen Landern (AB610522, AB610527, KT210190
und MT952501) und den Vereinigten Staaten (ON56501).

3.2.2. Fasergen

Der partielle Schaftbereich des Fasergens war unter den Sequenzen der Typen F40 und F41 starker
konserviert als das Hexon-Gen. Die zehn brasilianischen F40-Stamme gruppierten sich und zeigten eine
nt-Ahnlichkeit von >99 %. Der analysierte Bereich des Fasergens wies eine maximale nt-Sequenzidentitét
von >98 % mit dem Referenzstamm Dungan (L19443) und mit Stdmmen auf, die in Finnland (KU162869),
Indien (KU884631 und MT952560) und Siidafrika (MK955316) nachgewiesen wurden (Abbildung 3).

Die brasilianischen F41-Stamme wiesen eine nt-ldentitat von >98 % mit dem TAK-Prototypstamm
(DQ315364) auf und gruppierten sich in zwei genetische Cluster (F-GTC: Genomtypcluster basierend auf
dem Fasergen). Innerhalb des Clusters F-GTC1 gruppierten sich keine Stdmme mit dem Subcluster F-
GTCL1.1. Ein brasilianischer Stamm (LVCA_29630) gruppierte sich in das Subcluster F-GTC1.2, wahrend
sich drei andere Stamme in das Subcluster F-GTC1.3 gruppierten und maximale nt-ldentitaten (>99 %)
mit Stdmmen aus China (KY316160, MT150355 und AB610544) und Japan (AB610540 und AB246870) aufwiesen .
Alle anderen brasilianischen F41-Stdmme (n = 23) wurden in F-GTC2 (Untercluster F-GTC2.1) gruppiert
und wiesen im Vergleich zu den anderen Clustern gemeinsame nt-ldentitaten von 91,2 % bis 100 %
auf. Die hochste nt-Identitat (> 99 %) wurde bei Stammen aus Sidafrika (MK962809), dem Vereinigten
Konigreich (OP174926), dem Irak (MG925782) und Deutschland (ON532825 und KX868523) beobachtet.

(Abbildung 3). Interessanterweise wurde kein brasilianischer Stamm dem Subcluster F-GTC2.2 zugeordnet.
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KUBB4631/HAAV-F40/2014/KOL 406339/India
@ L193443HAdV-F40/1973/Dugan/Netherlands
MT952660/HAAV-FA0/2019/NICED-KOL-11488/India
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@ 0Q242261/HAAV-F41/2018/1LVCA-30088/SC/Brazil
@ 0Q242256/HAAV-F4112018LVCA-30051/SC/Brazil
@ 00442262/HAAV-F41/2019/LVCA-30515/R/Brazil
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. 0Q442244/HAAV-F41/2020/L VCA-30639/RS/Brazil
@ 0Q44224TIHAGV-F 4112018/ VCA-30081/RS/Brazil
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MT F4112013/120-Port
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. 0Q442255/HAV-F41/2018/LVCA-30374/RJ/Brazil
MGE25782/HALY-F41/2016MUZ2/rag
@ 00442251/HAAV-F41120181LVCA-29908/PB/Brazil
@® oa F41/2018/LVCA I
OP1749268/HAdV-F41/2022/HOUA-JBB27/United Kingdom
MK962808HAGV-F41/2008/5A7335/South Africa
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| MT952547/HAGV-F41/2018/NICED-KOL-BB971ndia
| MTe7SS48MHAGY-F41/2019/NICED-KOL-11032fIndia
EU755359/HAAVIF41/2006/701/Kuwait GTC 1.1
& DO315364/HAIV-F411973/ TakiNetherands
MBO327/HAGV-F41/19B3FB585{South Africa
ABEB10540/HAAV-F4 1750000028 apan
ABE10538MHAIV-FA1/XXXX/D4/China
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ABE10544/HAGY-FA1/X0GXIDI0IChInG GTC 1
@ oo F41/201BILVCA-296 30/BA/B!
1 MT150355/Had\V-F41/2012/Q1108/China.
|| KY316160/HALV-FA1/2015/SH-D16/China
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ABS10541/HACV-FA1/XXXX/D27/Japan
MT150382/HAAV-F41/2018/F1824/China
— MH465394/HACV-F41/2017/AnhuliChina

®

GTC 2

GTC1.3

MFO44052/HAGV-C2/2014/Hong Kong-HK91/China

KF268119/HAdV-A31/2005/Colorado-UFLP31H31F31/USA
MF416150/HAdY-D84/2011/P309886-P43H1 7R84 Paname

KY996447/HAGV-F4/2015/4054-P4HAF4/USA

Abbildung 3. Phylogenetischer Baum basierend auf der Nukleotidsequenz der partiellen Schaftregion des Fibergens .
HAdV-F40- und -F41-Stamme, die in dieser Studie isoliert wurden, sind mit einem orangefarbenen bzw. rot
ausgefullten Kreis gekennzeichnet. Referenzstamme wurden aus dem GenBank-Repository heruntergeladen und mit
ihrer Zugangsnummer/HAdV-Typ/Sammeljahr/Isolat-ID/Land gekennzeichnet. Prototypstamme fur die Typen F40

und F41 sind mit einer schwarz ausgefiillten Raute gekennzeichnet. Der phylogenetische Baum wurde mit der
Maximum-Likelihood-Methode unter Verwendung des Programms Randomized Axelerated Maximum Likelihood
(RAXML) erstellt , wobei das allgemeine zeitreversible (GTR) Modell mit einer gammaverteilten Heterogenitatsrate

Uber Standorte und 1000 Bootstrap-Iterationen verwendet wurde, und die MEGA11-Software v11.0.13 wurde
verwendet, um den Baum zu erstellen und zu visualisieren. Die Bootstrap-Prozentwerte von y70 % werden an jedem
Verzweigungspunkt angezeigt. Fir F41-Stamme werden Fasergenomtyp -Cluster (F-GTC) und -Subcluster angegeben.

3.3. Mutationsanalyse des Hexon- und Fiber-Proteins der in Brasilien zirkulierenden HAdV-F-Stamme 3.3.1. Hexon-
Gen

Die nachgewiesenen brasilianischen HAdV-F40-Stdmme waren innerhalb von HVR1-HVR6 grofitenteils
untereinander konserviert . Eine Probe (LVCA_29219) zeigte eine Transversionsmutation (G850T), die zu einem

Aminosaurewechsel von Alanin (A) zu Serin (S) fuhrte. Im Vergleich zu den Dungan
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Prototyp: Alle brasilianischen Stamme wiesen eine Mutation auf, die zu einer Aminoséureénderung [Serin (S) zu
Leucin (L) (C488T)] fuhrte (Abbildung 4).

Hexon Fiber

15,000 20,000 30,000

20,375

F40 F41

Nucleotide position

DUGAN (4B330121)  C
Brazihan samples (n=8)
[ Lveca_z219.

HGTC22 | =

Accumulated
mutations

H-GTC 1.1
H-GTC12  — [F|N
HGTC13 [N
H-GTC 2.2 =

Abbildung 4. HAdV-Genom mit dem reprasentativen Hexon-Protein des F41-Prototyps TAK

(DQ315364) in der GroRe (2778 nt), das die HVRs anzeigt. Nukleotidpositionen angesammelter

synonymer Mutationen mit ihren angesammelten Aminosauremutationen im HVR1-HVR6 des

Hexons im Vergleich mit dem Prototypstamm Dungan (L19443) und TAK (DQ315364) fur die Typen F40 bzv
Ubergangs- und Transversionsmutationen sind rot bzw. orange hervorgehoben. Aminosauremutationen sind

rosa hervorgehoben. Die in der Abbildung definierte Nukleotidposition bezieht sich auf die Primer- codierende

Region innerhalb des HVR1-HVR6 (Position 289—-967 nt im Hexon-Gen).

Im Unterschied dazu akkumulierten die F41-Stdmme zahlreiche nicht-synonyme und synonyme Mutationen.
Nur eine Probe (LVCA_30376) gruppierte sich mit dem Referenzstamm von TAK (H- GTC 1.1) und wies eine
Transitionsmutation (T930C) auf, die alle brasilianischen Stamme gemeinsam hatten. Weitere Mutationen in vier
brasilianischen Stammen zeigten &hnliche Eigenschaften wie die H-GTC1.2-Referenzstamme , mit sowohl
Transitions- als auch Transversionsmutationen innerhalb des HRV1. Diese Mutationen fihrten zu
Aminosaureveranderungen in A446G [Asparagin (N) zu Asparaginsaure (D)] und T477G [Asparagin (N) zu Lysin
(K)]. Eine Probe gruppierte sich in H-GTC 1.3 und trug mehrere H- GTC 1.2-Mutationen sowie weitere nicht-
synonyme Mutationen, darunter die Einfligung der Asparagin(N)-Aminosaure (CAA; nt 420—-422) (Tabelle 1). Die
meisten der nachgewiesenen brasilianischen F41-Stdmme (n = 24) gruppierten sich mit H-GTC 2.2 und
akkumulierten mehrere Mutationen Uber die sechs analysierten HVR. Diese Gruppe unterscheidet sich von den
anderen durch eine Deletion von drei Nukleotiden (TCA; nt 507-509) und das Vorhandensein synonymer (G438A)
und nicht synonymer Mutationen (T448C; CCA589-591GAC; G686A; G755A; A767T; T799G; C801T; A856G)
(Abbildung 4).

3.3.2. Fasergen

Bei den brasilianischen F40-Stémmen akkumulierte der partielle Schaftbereich des Fasergens mehr
Mutationen als der HVR1-HVR6-Bereich des Hexon-Gens. Alle brasilianischen F40- Proben gruppierten sich und
unterschieden sich vom Referenzstamm Dungan mit Mutationen, die zu Aminosaureénderungen an den Positionen
GA476A [Arginin (R) zu Glutamin (Q)], A914G flhrten.
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[Lysin (K) zu Arginin (R)] und G946A [Alanin (A) zu Threonin (T)]. Drei dieser F40- Stdmme wiesen eine zusatzliche
Mutation bei G502A [Asparaginsaure (D) zu Asparagin (N)] auf.

Im Gegensatz dazu war bei den brasilianischen F41-Proben der partielle Schaftbereich des Fasergens im
Vergleich zum HVR1-HVR6-Bereich des Hexon-Gens starker konserviert. Obwohl sie weniger Mutationen
aufwiesen, wurden die F41-Stamme in zwei groBe F-GTCs unterteilt. Im Vergleich zum Referenzstamm TAK
fuhrten die meisten Mutationen zu synonymen Substitutionen.

Es wurden nur zwei nicht-synonyme Mutationen festgestellt. Die erste wurde in allen brasilianischen F41-Stammen
aus beiden Unterclustern (G596A) gefunden und veranderte die Aminosaure von Serin (S) zu Asparagin (N). Die
andere nicht-synonyme Mutation im F41-Fasergen wurde nur in Proben von F-GTC2.2 (G748T) festgestellt und
fuhrte zur Veranderung der Aminosaure von Valin (V) zu Phenylalanin (F).

4. Diskussion

Durch enterisches HAdV verursachte AGE stellt eine erhebliche und oft unterschatzte Belastung fir padiatrische
Durchfallerkrankungen in LMICs dar [3,12,29]. Das Fehlen einer standardisierten Uberwachungsmethodik , einschlieRlich quantitativer
molekularer Nachweismethoden, die spezifisch fur HAdV-F40/41 sind, verhindert eine genauere Charakterisierung von enterischem
HAdV und seiner Auswirkungen auf Durchfallerkrankungen. Unsere Studie bietet eine vergleichende Analyse der analytischen
Leistung von zwei qPCR-Tests, die zum Nachweis von allgemeinem und enterischem HAdV in Stuhlproben verwendet werden, und

liefert neue Informationen zur genetischen Vielfalt von HAdV-F40/41- Stammen, die in AGE-Féllen in Brasilien nachgewiesen wurden.

Mithilfe eines gPCR-Tests, der speziell auf HAdV-F abzielt, konnten wir dessen Sensitivitat anhand der
Erkennung zuvor sequenzierter HAdV-F-Stuhlproben bestatigen. Darliber hinaus identifizierte der neue Test drei
Proben, die zuvor als Spezies C klassifiziert wurden. Dies deutet auf eine mogliche Koinfektion verschiedener
HAdV-Spezies innerhalb desselben Patienten hin. Alle drei Proben gehdrten zu Patienten unter zwei Jahren,
wobei bei einem Patienten zusétzlich gleichzeitig Rotavirus nachgewiesen wurde.

In unserer vorherigen Studie haben wir auch eine gemeinsame Erkennung verschiedener Darmviren beobachtet.
Insbesondere wurde HAdV in 30 % der Proben identifiziert, die zuvor positiv auf Norovirus oder Rotavirus
getestet worden waren [15]. Unser Forschungsteam berichtete auch uber Nachweisraten von 32,1 % fir
Norovirus [30] und 12 % flr Rotavirus [31] in Studien, die in denselben Regionen Brasiliens durchgefihrt
wurden. Diese Ergebnisse unterstreichen die erhebliche Verbreitung dieser wichtigen Darmviren im
Land, insbesondere unter Kindern unter zwei Jahren. Wie erwartet steigt die Wahrscheinlichkeit von
Konachweisen mit der Anzahl der untersuchten Erreger. In &hnlicher Weise ergab eine Neuanalyse der
Global Enteric Multicenter Study (GEMS) das Vorhandensein von zwei oder mehr mit Durchfall
assoziierten Erregern in 38,9 % der Proben [29].

Unter den nicht-enterischen HAdV-Typen werden die Arten A, B, C und D weltweit haufig in
Stuhlproben nachgewiesen [13,14,32—-34]. Wahrend nicht-enterische HAdV-Arten haufig nachgewiesen
werden, ist ihre genaue Rolle in Fallen von AGE unklar [12]. Dennoch wurde in einigen Studien uber
den Nachweis von nicht-enterischem HAdV als einzigem Erreger bei Sauglingen mit AGE berichtet. Bei
einem AGE-Ausbruch in Brasilien beispielsweise war HAdV-A12 das einzige enterische Virus, das neben
mehreren anderen untersuchten Viren nachgewiesen wurde, wobei in fiinf von neun Stuhlproben hohe
Viruslasten festgestellt wurden [35]. Eine in China durchgefiihrte Fall-Kontroll-Studie deutete auf eine
starke Korrelation zwischen HAdV-B3 und Durchfall bei Kindern hin [36]. In Italien wurden in einer Studie
mit hospitalisierten Kindern mit AGE-Symptomen nur die nicht-enterischen HAdV-C1, -C2 und -B3
nachgewiesen. Unter den HAdV-positiven Proben wurden bei tber 75 % der Patienten nicht-enterische
Typen als einziger enterischer Erreger nachgewiesen [37]. Diese Studien unterstreichen die Bedeutung
der Uberwachung und Charakterisierung nicht-enterischer Typen, insbesondere bei AGE-Ausbriichen.

Die partielle Sequenzierung der enterischen HAdV-Kapsidproteine kdnnte auch eine effektive
Methode fiir phylogenetische Analysen und die Uberwachung neuer entstehender Linien sein, wenn
keine vollstandige Genomsequenzierung verfugbar ist. Verschiedene Arten weisen unterschiedliche
Evolutionsmechanismen auf. So ist beispielsweise die Entstehung neuer Typen in den HAdV-Arten B,

C und D mit homologer Rekombination innerhalb der Artentypen verbunden [38—-40]. Im Gegensatz
dazu gibt es fur die Art F keine Hinweise auf eine Rekombination zwischen den Typen F40 und F41, und ihre mol
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Die Evolution scheint durch die Anhaufung von Punktmutationen in verschiedenen Genomregionen innerhalb jedes
Typs vorangetrieben zu werden. Jiingste Studien, die das gesamte Genom von HAdV-F41 analysierten, haben
gezeigt, dass die Hexon- und Fiber-Gene (sowohl kurz als auch lang) zusammen mit den Regionen E3 und E4 die
priméaren Hotspots fir Mutationen sind [41-43]. Jungste phylogenetische Studien des Typs F41 identifizierten drei
verschiedene Linien oder genetische Cluster [41]. Um die Phylogenese und genetische Vielfalt des zirkulierenden
enterischen HAdV in Brasilien besser aufzuklaren, haben wir die HVR1-HVR6 des Hexon-Gens und die partielle
Schaftregion des Fiber-Gens aus HAdV- F-positiven Proben sequenziert, die zwischen 2018 und 2020 gesammelt
wurden. Auf3erdem haben wir die brasilianischen F41- Stéamme mit den F41-Sequenzen verglichen, die vor und
wahrend der schweren Hepatitisfalle erhalten wurden.

In Ubereinstimmung mit den in Ostindien erzielten Ergebnissen [44] zeigte unsere Analyse, dass brasilianische
HAdV-F40-Stamme weniger vorherrschend und genetisch stéarker konserviert waren als HAdV-F41-Stamme. Die
brasilianischen F41-Stamme wurden anhand der phylogenetischen Analyse der teilweise sequenzierten Hexon- und
Langfasergene in zwei Hauptlinien oder Cluster unterteilt , wobei die Mehrheit der im Land zirkulierenden Stamme
mit GTC2 gruppiert ist. Andere Lander haben eine Kozirkulation verschiedener F41-Stamme gemeldet, wobei Linie
2 vorherrschte [41,44].

Die héheren Nachweisraten von F41 im Vergleich zu F40 kdnnten mit seiner groReren genetischen Vielfalt
zusammenhéangen, ein Trend, der in Studien in Brasilien und mehreren anderen Landern [13,14,34,36] festgestellt
wurde und einen genetischen Vorteil verschaffen kann. Die phylogenetischen Analysen der Hexon- und Fiber -Gene
von F40 und F41 zeigen, dass die im Land zirkulierenden brasilianischen Stamme eine hohe Genomahnlichkeit mit
den weltweit zirkulierenden Stammen aufweisen, ohne dass es Hinweise auf eine neue HAdV-F-Variante gibt.

Ende 2021 und Anfang 2022 wurde in mehreren Landern weltweit das Auftreten akuter Hepatitisfélle bei
Kindern gemeldet. Diese Félle wurden zundchst mit hohen Nachweisraten von HAdV-F41 in Verbindung gebracht,
wobei keine klassischen akuten Hepatitisviren nachgewiesen wurden [45,46]. Diese Beobachtung deutete zunachst
auf die Zirkulation eines potenziell virulenten neuen Stamms von HAdV-F41 hin. In unserer Studie entdeckten wir
einige Mutationen in den teilweise sequenzierten Hexon- und Langfasergenen von Stdmmen des Typs F41, die vor
den Fallen schwerer Hepatitis zirkulierten. Dartber hinaus weisen mehrere F41- Stdmme, die in Brasilien Gber zwei
Jahre vor dem Auftreten schwerer Hepatitisfalle identifiziert wurden, eine hohe Nukleotididentitat mit kirzlich
sequenzierten F41-Stammen auf, die in Proben betroffener Kinder nachgewiesen wurden. Unsere Ergebnisse
stimmen mit Studien aus GrofRbritannien, Deutschland und Kenia tiberein, in denen die genomische Vielfalt
zirkulierender F41-Stamme vor und wahrend des Auftretens schwerer Hepatitisfalle analysiert wurde. Die Mehrheit
der Stamme gehorte zur Linie 2, was darauf schlieBen lasst, dass bei der Entstehung dieser Falle moglicherweise
weitere Faktoren eine Rolle spielen [41,43]. Kirzlich wurde in einer in Gro3britannien durchgefiihrten Studie auch
berichtet, dass F41-Linien, die vor und nach COVID entdeckt wurden, bereits in GroRbritannien im Umlauf waren
[42]. Alle diese Studien entdeckten eine dritte Linie, die eine signifikante Divergenz in der Kurzfaser aufwies, was
auf eine neue Rekombinante hindeutet , die in Brasilien noch nicht entdeckt wurde.

Jungste Erkenntnisse deuten darauf hin, dass eine Koinfektion des Adeno-assoziierten Virus 2 (AAV2) mit
anderen Krankheitserregern, einschlielich HAdV-F41, zu Lebererkrankungen fuhren kann [47,48]. Eine
epidemiologische Abwasserstudie aus Irland stellte zudem einen Zusammenhang zwischen der Belastung durch
schwere Hepatitisfélle und der téglichen Viruslast von HAdV und AAV2 im Abwasser fest, was darauf hindeutet,
dass die Verbreitung dieser Krankheitserreger in der Bevolkerung mit dem Ausbruch in Zusammenhang stehen konnte [49].

Unsere Studie weist Einschrankungen auf. Erstens konnten wir weder bei allen HAdV-positiven Proben
einen qPCR-F-Test durchfiihren, noch konnten wir alle positiven Proben der Typen F40 und F41 sequenzieren.
Dies konnte zu einer Fehlinterpretation der im Land zirkulierenden Hauptcluster filhren und méglicherweise
wichtige Informationen zur Diversitat von HAdV-F tbersehen. Darliber hinaus basierte unsere Evolutionsanalyse
der Spezies F auf Teilsegmenten der Hexon- und Langfasergene und nicht auf dem vollstandigen Genom. Andere
Gene, wie das Kurzfasergen und die Regionen E3 und E4, sind bekannte Hotspots fiir Mutationen und ihre Analyse
kénnte wichtige neue Daten zur HAdV-Evolution liefern [41-43].

5. Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Studie untersuchten wir die genetische Vielfalt der HAdV-F40/41-Stdmme durch partielle
Amplifikation der hypervariablen Regionen der Hexon- und Langfasergene von
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Patienten mit AGE. Die phylogenetische Analyse ergab, dass die Mehrheit der brasilianischen F41-

Stadmme innerhalb der GCT2-Linie gruppiert war. Umgekehrt waren F40-Stamme in beiden analysierten

Genen starker konserviert. Unsere Studie liefert neue Erkenntnisse zur genetischen Vielfalt der HAdV-F-

Arten in Brasilien. Dartiber hinaus haben wir die Nutzlichkeit sowohl enterischer als auch nicht-

enterischer HAdV-Nachweis-gPCR-Tests nachgewiesen, die die HAdV- Uberwachung erheblich

verbessern kdnnen, insbesondere in Féllen, in denen eine Sequenzierung nicht mdglich ist. Diese Tests

sollten fur die Implementierung optimierter molekulardiagnostischer Tests in viralen AGE-
Uberwachungsprogrammen in Betracht gezogen werden. SchlieRlich bietet unsere Studie umfassende
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