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Резюме:  Аденовирус  человека  (HAdV)  F40/41  является  важным  возбудителем  острых  гастроэнтеритов  у  детей.  

Однако  разнообразие  дизайнов  исследований  и  методов  диагностики  часто  приводит  к  неправильной  

интерпретации  их  воздействия.  В  нашем  исследовании  изучалось  генетическое  разнообразие  HAdV-F40/41  в  

Бразилии  с  использованием  специфического  анализа  qPCR  для  HAdV  вида  F  в  сочетании  с  филогенетическим  

анализом  генов  частичных  гексонов  и  волокон.  Наши  результаты  показали,  что  штаммы  HAdV-F41  преобладали  

и  демонстрировали  большее  разнообразие,  чем  штаммы  HAdV-F40.  На  основании  гена  гексона  бразильские  

штаммы  HAdV-F41  были  сгруппированы  в  два  кластера  геномных  типов  (GTC),  которые  далее  разделены  на  

субкластеры,  при  этом  большинство  штаммов  группируются  в  GTC2.  Частичная  область  стержня  гена  волокна  

продемонстрировала  более  высокую  консервативность  среди  HAdV-F41.  Специфический  анализ  qPCR  для  HAdV  

вида  F  выявил  HAdV-F  еще  в  31,5%  (34/108)  ранее  не  охарактеризованных  HAdV-положительных  образцов,  

обнаруженных  с  помощью  неспецифического  анализа  qPCR  HAdV.  Оба  анализа  тесно  коррелируют  при  

обнаружении  HAdV-F,  а  специальный  анализ  qPCR  для  кишечных  типов  может  улучшить  эпиднадзор  за  HAdV,  

особенно  когда  секвенирование  невозможно.  Наше  исследование  дает  новую  информацию  о  генетическом  разнообразии  видов  HAdV-F  в  Бразилии.
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Аденовирус  с  последующей  генетикой  на  основе  последовательностей
Оценка  количественной  ПЦР  для  селективного  обнаружения  кишечных

Характеристика  штаммов  F,  циркулирующих  в  Бразилии

1.  Введение

,

HAdV,  члены  семейства  Adenoviridae  (род  Mastadenovirus),  представляют  собой  безоболочечные  
линейные  вирусы  с  дцДНК  с  геномом  ~35  т.п.н.  [7].  На  основании  геномного  и  биоинформационного  
анализа  HAdV  в  настоящее  время  разделен  на  семь  видов,  охарактеризовано  более  100  типов  
(hadvwg.gmu.edu/,  по  состоянию  на  16  ноября  2023  г.)  [8].  Различные  типы  HAdV  обладают  разным  
тканевым  тропизмом,  что  приводит  к  разнообразию  клинических  симптомов.  У  иммунокомпетентных  
лиц  симптомы  обычно  выражены  слабо  и  приводят  к  самокупирующимся  респираторным,  желудочно-
кишечным  и  конъюнктивальным  инфекциям.  Тяжелое  заболевание  обычно  поражает  лиц  с  
ослабленным  иммунитетом,  что  приводит  к  стойким  и  широко  распространенным  инфекциям,  которые  
также  могут  поражать  мочеполовые  пути,  печень,  центральную  нервную  систему  и  сердечно-сосудистую  систему  [9–11].
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Острый  гастроэнтерит  (AGE)  является  одной  из  ведущих  причин  заболеваемости  и  смертности  детей  в  
возрасте  до  пяти  лет,  особенно  в  странах  с  низким  и  средним  уровнем  дохода  (LMIC),  где  надлежащий  доступ  к  
медицинскому  обслуживанию,  гигиене  и  образованию  часто  ограничен .  1,2].  Исследования ,  проведенные  в  
странах  с  низким  и  средним  уровнем  дохода  по  скринингу  на  множественные  энтеропатогены,  выявили  
ротавирус,  норовирус  и  аденовирус  человека  (HAdV)  F40/41  в  качестве  основных  кишечных  патогенов,  
выявляемых  у  педиатрических  пациентов  с  возрастным  возрастом  [3–6].

Вид  F  включает  два  хорошо  известных  типа  (HAdV-40  и  -41),  которые  известны  как  кишечные  HAdV  из-за  
их  тропизма  к  желудочно-кишечному  тракту  и  связи  с  ВОЗРАСТОМ.  Важность  HAdV  в  педиатрическом  возрасте  
недооценивалась  в  течение  многих  лет.
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Высокая  частота  выявления  HAdV-F41  и  возможность  клинической  ассоциации  F41  с  тяжелым  гепатитом  
неизвестного  происхождения  повысили  актуальность  более  комплексных  исследований  молекулярной  
филогении,  чтобы  лучше  понять  эволюцию  вида  F,  идентифицировать  новые  возникающие  штаммы  и  
получить  больше  данных.  для  разработки  вакцины  [19].

2.  Материалы  и  методы

До  начала  2022  года  HAdV-F  был  основным  педиатрическим  патогеном  в  случаях  КПГ,  однако  его  
геномное  разнообразие  оставалось  плохо  изученным.  В  марте  того  же  года  у  иммунокомпетентных  детей  
были  выявлены  множественные  случаи  тяжелого  гепатита  неясного  генеза.  Дальнейшее  расследование  
выявило  несколько  случаев,  датированных  октябрем  2021  года,  в  более  чем  40  странах  [17,18].

2.1.  Сбор  стула  и  заявление  об  этике

2.2.  Экстракция  вирусной  ДНК

В  это  исследование  были  включены  HAdV-положительные  образцы  стула,  собранные  в  период  с  
января  2018  г.  по  декабрь  2020  г.  у  стационарных  и  амбулаторных  пациентов  (детей  и  взрослых)  с  
симптомами  AGE,  как  описано  ранее  [15].  ВОЗРАСТ  определялся  как  внезапное  начало  диареи  (�  трех  
выделений  жидкости  или  полужидкости  в  течение  24  часов),  которая  может  сопровождаться  
лихорадкой,  тошнотой,  рвотой  или  болью  в  животе.  Образцы  стула  систематически  отправлялись  в  
Региональную  справочную  лабораторию  по  ротавирусам  —  Лабораторию  сравнительной  и  
экологической  вирусологии  (RRRL-LVCA)  через  дозорные  участки  в  центральных  лабораториях  штатов.  
RRRL-  LVCA  является  частью  национальной  сети  эпиднадзора  за  ротавирусной  инфекцией,  
контролируемой  Главным  управлением  лабораторий  общественного  здравоохранения  Министерства  здравоохранения  (МЗ)  Бразилии.

Однако  использование  методов  молекулярного  обнаружения  в  качестве  метода  диагностики  выявило  их  
существенный  вклад  в  глобальное  бремя  детского  возраста  [12].  В  недавнем  исследовании ,  проведенном  
в  странах  с  низким  и  средним  уровнем  дохода,  Глобальная  сеть  по  надзору  за  детской  диареей  определила  

HAdV-F40/41  как  второй  по  частоте  патоген,  выявляемый  у  детей  в  возрасте  до  пяти  лет  с  возрастом,  после  
ротавируса  [3].  Поскольку  в  образцах  стула  могут  быть  обнаружены  различные  типы  HAdV,  региональные  
исследования  по  всему  миру  сообщили  о  широком  диапазоне  показателей  положительности  HAdV  
(кишечных  и  некишечных  типов),  причем  показатели  варьируются  от  1,6%  до  39,1%  [13–16].  Широкий  
диапазон  показателей  положительности  HAdV  обусловлен  множеством  факторов,  включая  дизайн  
исследования,  масштаб,  методы  диагностики,  региональные  и  временные  вариации,  а  также  введение  
иммунизации  против  ротавируса  [5,6].
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Это  исследование  было  одобрено  Комитетом  по  этике  Фонда  Освальдо  Круза  (Fiocruz)  (номер  
утверждения  CAAE:  94144918.3.0000.5248).  Наблюдение  осуществлялось  через  иерархическую  сеть,  в  
которой  образцы  предоставлялись  по  медицинским  запросам  в  больницах  и  медицинских  центрах  под  
контролем  Единой  системы  здравоохранения  Бразилии  (SUS).  Это  исследование  было  проведено  в  рамках  
RRRL/МЗ  в  рамках  федеральной  политики  общественного  здравоохранения  по  эпиднадзору  за  вирусным  
возрастным  возрастом  в  Бразилии.  Этический  комитет  Fiocruz  отменил  информированное  согласие  
пациента ,  и  данные  пациентов  хранились  анонимно  и  надежно.

Знания  о  геномном  разнообразии  HAdV-F40/41  и  его  фактическом  вкладе  в  случаи  AGE,  особенно  в  
Бразилии,  остаются  ограниченными.  Чтобы  восполнить  этот  пробел  в  исследованиях,  наше  исследование  
было  направлено  на  оценку  эффективности  протокола  количественной  полимеразной  цепной  реакции  
(кПЦР)  для  вида  F  в  определении  истинного  воздействия  кишечного  HAdV  в  случаях  AGE.  Кроме  того,  мы  
провели  секвенирование  и  молекулярно-филогенетический  анализ  шести  гипервариабельных  областей  
гена  гексона,  а  также  частичное  секвенирование  области  стержня  гена  волокна  из  штаммов  HAdV-F40/41,  
обнаруженных  у  пациентов  с  AGE,  чтобы  получить  представление  о  генетическом  разнообразии.  вида  F  в  
Бразилии.

Экстракцию  нуклеиновых  кислот  проводили  из  140  мкл  осветленной  суспензии  стула  (10%  мас./об.)  с  
помощью  набора  QIAamp  Viral  Mini  (Qiagen,  Валенсия,  Калифорния,  США)  на  автоматизированной  
платформе  QIAcube  в  соответствии  с  инструкциями  производителя.  Выделенные  вирусные  нуклеиновые  
кислоты  элюировали  60  мкл  элюирующего  буфера  AVE  и  сразу  хранили  при  –80  �C  до  проведения  
молекулярного  анализа.  В  качестве  отрицательного  контроля  в  каждом  протоколе  экстракции  использовали  
воду,  не  содержащую  РНКазы/ДНКазы .
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Ожидаемые  ампликоны  длиной  640  и  664  нт  для  гена  гексона  и  508  и  530  нт  для  гена  волокна  для  типов  
F40  и  F41  соответственно  были  очищены  с  использованием  набора  QIAquick  Gel  Extraction  Kit  (Qiagen)  в  
соответствии  с  инструкциями  производителя.  Реакции  секвенирования  очищенных  ампликонов  проводили  
с  использованием  готового  к  циклическому  секвенированию  набора  Big  Dye  Terminator  v.  3.1  на  
генетическом  анализаторе  ABI  Prism  3730  xl  (Applied  Biosystems,  Фостер-  Сити,  Калифорния,  США)  на  
Институциональной  геномной  платформе  Fiocruz  для  секвенирования  ДНК  ( ПДТИС).

Специфический  анализ  qPCR  для  обнаружения  кишечного  HAdV  [20],  нацеленный  на  консервативную  
последовательность  гена  волокна  HAdV-F  длиной  118  п.н. ,  был  проведен  с  использованием  прямого  
праймера  (5-AACTTTCTCTCTCTTAATAGACGCC-3);  обратный  праймер  (5-AGGGGGCTAGAAAACAAAA-  3)  и  зонд  
(5-CTGACACGGGCACTCT-3).  Вкратце,  реакции  qPCR  HAdV-F  выполнялись  с  использованием  5  мкл  
экстрагированной  ДНК  в  конечном  объеме  20  мкл,  содержащего  10  мкл  2x  набора  QuantiTect  Probe  PCR  Kit  
(Qiagen,  Валенсия,  Калифорния,  США),  а  также  праймеры  и  зонд  с  конечные  концентрации  0,5  мкМ  и  0,25  
мкМ  соответственно.  Реакции  проводили  в  системе  ПЦР  в  реальном  времени  Applied  Biosystems  7500  
(Applied  Biosystems,  Фостер-Сити,  Калифорния,  США)  при  следующих  условиях  термоциклирования:  2  
минуты  при  50  �C,  15  минут  при  95  �C,  40  циклов  по  15  с.  при  95  �С  и  1  мин  при  60  �С.  Образцы,  которые  
имели  характерную  сигмовидную  кривую  и  пересекали  пороговую  линию  со  значением  порога  цикла  (Ct)  
<40,  считались  положительными.  Все  серии  включали  отрицательный  и  положительный  контроль  (образец  
стула),  а  также  контроль  без  шаблона.

2.5.  Филогенетический  и  мутационный  анализ  F40/41  

Анализ  хроматограмм  и  консенсусные  последовательности  были  получены  с  использованием  
программного  обеспечения  Geneious  Prime  2021.1.1  (Biomatters  Ltd.,  Окленд,  Новая  Зеландия).  
Последовательности  гексонов  и  волокон  типов  F40  и  F41  были  проанализированы  на  предмет  наиболее  
близкой  идентичности  с  последовательностями,  доступными  в  базе  данных  GenBank,  с  использованием  
инструмента  базового  поиска  локального  выравнивания  (BLAST)  (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/  Blast.cgi,  
доступ  5  мая  2023  г.).  Последовательности  выравнивали  с  помощью  ClustalW  [25],  а  для  филогенетического  
анализа  использовали  метод  максимального  правдоподобия  (ML)  с  использованием  рандомизированной  
программы  Accelerated  Maximum  Likelihood  (RAxML)  [26]  с  общей  обратимой  во  времени  (GTR)  моделью  с  
гамма-распределенной  моделью.  уровень  гетерогенности  между  сайтами  и  1000  итераций  начальной  
загрузки  для  генов  гексонов  и  волокон,  доступных  на  научном  портале  CIPRES  [27].  Результаты  прогонов  
RAxML  использовались  в  MEGA11  v11.0.13  [28]  для  визуализации  и  построения  филогенетических  деревьев.  
Эталонные  последовательности  были  получены  из  базы  данных  GenBank  Национального  центра  биотехнологической  информации  (NCBI).

Специфический  анализ  qPCR  для  HAdV-F  [20]  был  использован  для  обнаружения  кишечных  типов  F40  и  F41  в  

образцах,  которые  ранее  дали  положительный  результат  на  HAdV,  с  использованием  вырожденного  набора  

праймеров  и  зонда,  нацеленного  на  консервативную  область  первой  части  гексона  аденовируса.  ген  [21].

2.4.  Генетическое  разнообразие  HAdV-F  и  нуклеотидное  секвенирование.  

Для  оценки  генетического  разнообразия  штаммов  HAdV-F,  циркулирующих  в  Бразилии,  положительные  

образцы,  первоначально  охарактеризованные  как  типы  F40  и  F41  [22],  были  повторно  секвенированы.  Мы  

нацеливались  на  шесть  гипервариабельных  областей  (HVR1–HVR6)  гена  гексона,  используя  праймеры  S29  и  S52  

[23] ,  а  также  на  частичную  область  стержня  гена  длинных  волокон,  используя  праймеры  AdF1  и  AdF2  [24].

Подробная  информация  о  методах  первоначального  обнаружения  и  количественного  определения  HAdV  была  
описана  ранее  [15].

2.3.  Обнаружение  и  количественная  оценка  HAdV-F

Нуклеотидные  последовательности,  полученные  в  данном  исследовании,  были  депонированы  в  базе  данных  

GenBank  под  следующими  номерами  доступа:  OQ442226–OQ442299.

Кроме  того,  для  изучения  генетического  разнообразия  бразильских  штаммов  HAdV-F  синонимичные  и  

несинонимичные  мутации  в  секвенированных  участках  генов  гексонов  и  волокон  сравнивали  со  штаммами-

прототипами,  полученными  из  базы  данных  GenBank.
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ПЦР-реакции  проводили  с  использованием  фермента  ДНК-полимеразы  Platinum  Taq  (Invitrogen ,  
Карлсбад,  Калифорния,  США)  с  5  мкл  экстрагированной  ДНК  в  конечном  реакционном  объеме  25  мкл.
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1

ген  гексона  (qPCR_HAdV)  для  проверки  наличия  HAdV  в  общей  сложности  в  1235  образцах  стула.

(p  <0,0001)  указывает  на  сильную  корреляцию  (значение  r  ~  =  1)  между  расчетной  вирусной  нагрузкой,  полученной  с  

помощью  анализа  qPCR_HAdV-F  и  анализа  qPCR_HAdV  (рис.  1a).  Для  каждого  праймера

Кроме  того,  мы  использовали  анализ  qPCR_HAdV-F  для  группы  HAdV-положительных  образцов.

HAdV  (все  типы)  и  количественная  ПЦР,  специфичная  для  HAdV-F,  оценивалась  с  использованием  корреляции  Пирсона.

1,75  Значения  Ct  между  �Cts  образцов,  которые  колебались  от  0,04  до  8,09.  Только  три

анализы  каждого  положительного  образца  HAdV-F.  В  48,75%  (39/80)  исследованных  образцов  значения  Ct

Первоначально  мы  использовали  вырожденный  набор  праймеров  для  кПЦР,  нацеленный  на  консервативную  область

1

Положительные  образцы  с  низкими  значениями  Ct  были  секвенированы  для  дальнейшей  характеристики  видов  HAdV.

Для  сравнения  протоколов  qPCR  в  таблице  отображаются  исходные  результаты  характеристики  HAdV  для  выбранных
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образцы,  как  опубликовано  ранее  [15].

(qPCR_HAdV-F)  в  91%  ранее  секвенированных  образцов  (112/123).  Использование  qPCR_HAdV-F

Ст  >  30).  Среди  несеквенированных  HAdV-положительных  образцов,  ранее  обнаруженных  с  помощью

как  неэнтеральные  HAdV.  Три  образца,  первоначально  отнесенные  к  виду  C.

3.  Результаты

3.1.  Обнаружение  HAdV-F40/41  с  помощью  специального  анализа  qPCR

коэффициент.  Для  всех  анализов  значение  p  <0,05  считалось  статистически  значимым.

2.6.  Статистический  анализ

и  типы:  39%  (123/315)  HAdV-положительных  образцов  были  успешно  секвенированы  [15].

результат  теста  отрицательный  с  использованием  qPCR_HAdV-F  (таблица  1).

(Таблица  1).

полученные  с  использованием  обоих  анализов  для  каждого  образца  в  группе  с  положительным  результатом  на  HAdV-F  (n  =  80).  Разброс

В  декабре  2020  года  мы  исследовали  роль  HAdV  среди  пациентов  с  AGE  в  Бразилии.

В  настоящем  исследовании  мы  использовали  протокол  qPCR  со  специфическими  праймерами  HAdV-F40/41.

В  нашем  предыдущем  исследовании,  проведенном  на  образцах,  собранных  в  период  с  января  2018  года  по

qPCR_HAdV,  мы  обнаружили  HAdV-F  в  31,5%  образцов  (34  из  108)  с  новым  протоколом

протоколы.  Для  анализа  категориальных  оценок  использовались  хи-квадрат  или  точные  критерии  Фишера.

Согласно  протоколу,  виды  F  были  обнаружены  в  93,5%  (43/46)  секвенированных  образцов,  ранее  идентифицированных  

как  кишечные  типы  F40  и  F41,  и  в  4,5%  (3/66)  ранее  идентифицированных  образцов.

характеристики  в  таблицах  сопряженности  и  корреляция  значений  Ct  между  qPCR  для

Статистический  анализ  проводился  с  использованием  программного  обеспечения  GraphPad  Prism  версии  9.0.0.

Чтобы  оценить  эффективность  анализа  qPCR_HAdV-F,  мы  сравнили  значения  Ct.

которые  не  удалось  секвенировать  из-за  низкого  уровня  обнаружения  вируса  (обычно  образцы,  обнаруженные  с  помощью

Для  каждого  образца  были  проведены  графики  и  регрессионный  анализ,  чтобы  определить  корреляцию  между  значениями  

Ct  для  двух  анализов.  Коэффициент  корреляции  Пирсона  0,96.

для  вида  F-специфические  праймеры  были  ниже,  что  позволяет  предположить,  что  специфичные  для  HAdV-F  праймеры

набора,  66,3%  протестированных  образцов  (53/80)  продемонстрировали  одинаковую  эффективность  ПЦР-амплификации.

дал  положительный  результат  на  вид  F,  а  три  образца  охарактеризованы  как  принадлежащие  к  виду  F.

(Ct  2,5  цикла)  (рис.  1б).  Расчетная  эффективность  ПЦР  соответствовала  в  среднем

(GraphPad  Software,  Сан-Диего,  Калифорния,  США;  www.graphpad.com,  доступ  15  октября

108

Классификация  HAdV
HAdV-F  кПЦР

63
Кишечные  типы

3

HAdV-вырожденная  qPCR
Позитивность  (%)

31,5
66

Таблица  1.  Сравнение  анализов  qPCR  с  вырожденным  HAdV  и  F-специфичным  анализом.

36,4

3

140

4,5
93,543

80220

46

Общий
Несеквенированный  HAdV

Отрицательный

7434

Позитивный

Неэнтеральные  типы

N�  протестированных  образцов  с  HAdV-положительным  результатом

образцы  показали  �Ct  выше  5,0  Ct.  Чтобы  оценить  эффективность  набора  специфических  
праймеров  HAdV-F,  мы  сравнили  значения  Ct,  полученные  с  помощью  qPCR_HAdV-F  и  qPCR_HAdV.

2023).  U-тест  Манна-Уитни  использовался  для  оценки  существенных  различий  между  qPCR.
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точки)  и  HAdV-F-положительные  (красные  точки)  в  несеквенированных  образцах,  обнаруженных  с  помощью  qPCR_HAdV  и

Рисунок  1.  (а)  Диаграмма  разброса  сравнительных  значений  Ct,  показывающая  корреляцию  между  обнаруженными  значениями  Ct.
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использование  qPCR_HAdV  и  qPCR_HAdV-F  для  каждого  положительного  образца  HAdV-F  (Ct  <  40),  представленного  как

светлые  и  темно-синие  точки  соответственно.  (d)  Сравнение  значений  Ct  среди  HAdV-F-отрицательных  (синий

Рисунок  1.  (a)  Диаграмма  разброса  сравнительных  значений  Ct,  показывающая  корреляцию  между  значениями  Ct  de-  
для  HAdV-F-положительных  образцов  (n  =  80)  с  использованием  набора  праймеров,  вырожденных  по  HAdV  (qPCR_HAdV)  идиагностировано  для  HAdV-F-положительных  образцов  (n  =  80)  с  использованием  набора  вырожденных  HAdV  праймеров  
и  набора  специфичных  для  HAdV-F  праймеров  (qPCR_HAdV-F).  Коэффициент  корреляции  Пирсона  указывает  на  силу

3.2.  Филогенетический  анализ  генов  гексонов  и  волокон  HAdV-F

100%  (10/10)  образцов  F40  и  61,4%  (27/44)  образцов  F41.

Среди  43,9%  (54  из  123)  образцов,  ранее  охарактеризованных  как  HAdV-F,  на  основании

линейной  зависимости  между  различными  анализами  qPCR.  (б)  Разница  �Ct  между  qPCR_HAdV-F

Если  ранее  обнаруженные  в  анализе  qPCR_HAdV  и  не  секвенированные,  мы  наблюдали,  что  обнаруженные  в  анализе  
qPCR_HAdV  и  несеквенированные,  мы  наблюдали,  что  HAdV-F-положительный

анализ  по  сравнению  с  не-F  HAdV-положительными  образцами,  обнаруженными  с  помощью  qPCR_HAdV  с  использованием  
дегенерированных  или  не-F  HAdV-положительных  образцов,  обнаруженных  с  помощью  qPCR_HAdV  с  использованием  вырожденных  праймеров

Положительные  образцы  HAdV-F  имели  значительно  более  низкие  значения  Ct,  обнаруженные  с  помощью  qPCR_HAdV-F.  
Образцы  имели  значительно  более  низкие  значения  Ct,  обнаруженные  с  помощью  анализа  qPCR_HAdV-F,  по  сравнению  с

(циклы  Ct  2,5)  (рис.  1б).  Расчетная  эффективность  ПЦР  соответствовала  среднему  значению  1,75  Ct  между  �Cts  образцов,  

которые  варьировались  от  0,04  до  8,09.  Только  три  образца  показали  �Ct  выше  5,0  Ct.  Чтобы  оценить  эффективность  

набора  специфических  праймеров  HAdV-F,  мы  сравнили  значения  Ct,  полученные  с  помощью  анализов  qPCR_HAdV-F  и  

qPCR_HAdV,  на  каждом  положительном  образце  HAdV-F.  В  48,75%  (39/80)  протестированных  образцов  значения  Ct  для  

видовых  F-специфичных  праймеров  были  ниже,  что  позволяет  предположить,  что  специфичные  для  HAdV-F  праймеры  

могут  выявлять  более  высокую  вирусную  нагрузку  для  того  же  образца  по  сравнению  с  деканом .  обнаружить  более  

высокую  вирусную  нагрузку  для  того  же  образца  по  сравнению  с  вырожденными  праймерами

эрированные  праймеры  (p  =  0,0129;  медианные  значения  Ct  35,9  и  36,6  соответственно).  Это  указывает  на  (p  =  0,0129;  
медианные  значения  Ct  35,9  и  36,6  соответственно).  Это  указывает  на  более  высокую  вирусность

типы  (рис.  1г).

qPCR_HAdV-F  соответственно.  Горизонтальная  пунктирная  линия  указывает  медианные  значения  Ct.  *  р  �  0,05.

и  значения  Ct  анализа  qPCR_HAdV  для  HAdV-F-положительных  образцов  с  Ct  <40  (n  =  80).  Каждая  синяя  точка

генерировать  праймеры  (рис.  1c).  При  сравнении  значений  Ct  HAdV-положительных  
сам-  (рис .  1в).  При  сравнении  значений  Ct  ранее  HAdV-положительных  образцов

консервативной  области  гена  гексона  [15],  мы  успешно  секвенировали  70%  (7/10)
Образцы  F40  и  68,2%  (30/44)  образцов  F41  в  этом  исследовании  для  HVR1-HVR6
ген  гексона.  Кроме  того,  мы  также  амплифицировали  частичную  область  стержня  гена  длинных  волокон  в

более  высокая  экскреция  вирусной  нагрузки  в  образцах  стула  пациентов,  у  которых  выявлен  кишечный  HAdV.  
Экскреция  кишечной  нагрузки  в  образцах  стула  пациентов,  у  которых  обнаружен  кишечный  тип  HAdV  (рис.  1d).

представляет  собой  единый  образец.  Пунктирная  линия  указывает  точку,  в  которой  разница  значений  Ct
найденное  в  каждом  анализе  qPCR,  равно  нулю  (�Ct  =  0).  ( в )  Парное  сравнение  полученных  значений  qPCR  Ct.
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HVR6)  гена  гексона.  Штаммы  HAdV-F40  и  -F41,  выделенные  в  этом  исследовании,  обозначены  (HVR1-HVR6)  гексонного  гена.  
Штаммы  HAdV-F40  и  -F41,  выделенные  в  этом  исследовании,  обозначены

Рисунок  2.  Филогенетическое  древо,  основанное  на  нуклеотидной  последовательности  гипервариабельных  областей  (HVR1-

круг  с  оранжевой  и  красной  заливкой  соответственно.  Эталонные  штаммы  были  загружены  из  репозитория  GenBank  и  
помечены  их  инвентарным  номером/типом  HAdV/годом  сбора/идентификатором  изолята/счетом.

вместе,  имея  >99%  идентичности  нуклеотидов  (нт).  Кроме  того,  регионы  HVR1-HVR6
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Штаммы  F40  были  более  консервативными,  чем  штаммы  F41.  Семь  штаммов  F40  сгруппированы

Штаммы  F40  показали  >99%  идентичности  нт  с  соответствующими  областями  гена  гексона.

Филогенетический  анализ  HVR1-HVR6  бразильских  штаммов  показал,  что

прототипного  штамма  Dungan  (AB330121)  и  штаммов,  ранее  обнаруженных  в  Бразилии.
(MT791000),  Индия  (KU884615,  MT952448),  Финляндия  (KU162869),  Южная  Африка  (MK955319),
и  Китай  (MK883611)  (рис.  2).

3.2.1.  Гексон  Джин
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Рисунок  2.  Филогенетическое  дерево,  основанное  на  нуклеотидной  последовательности  гипервариабельных  областей.
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Все  остальные  бразильские  штаммы  F41  (n  =  23)  сгруппированы  в  F-GTC2  (субкластер  F-GTC2.1)  
и  имеют  общую  идентичность  nt  в  диапазоне  от  91,2%  до  100%  по  сравнению  с  другими  
кластерами.  Максимальная  идентичность  nt  (>99%)  наблюдалась  у  штаммов  из  Южной  Африки  
(MK962809),  Великобритании  (OP174926),  Ирака  (MG925782)  и  Германии  (ON532825  и  KX868523).

Филогенетический  анализ  HVR1-HVR6  в  штаммах  F41  показал,  что  бразильские  
последовательности  группируются  в  две  разные  линии,  H-GTC1  и  H-GTC2  (H-GTCs:  кластер  типа  
генома  на  основе  гена  гексона).  Среди  них  20%  (6/30)  штаммов  группировались  в  H-GTC1,  а  80%  
(24/30)  группировались  в  H-GTC2  (рис.  2).  С  точки  зрения  идентичности  бразильских  изолятов  
штаммы  H-GTC2  демонстрировали  несколько  более  широкий  диапазон  вариаций  (идентичность  
нт  95,9–100%)  по  сравнению  со  штаммами  H-GTC1  (идентичность  нт  96,2–100%).  Что  касается  
прототипа  TAK  (DQ315364),  H-GTC2  (идентичность  92,4–93,5%  нт)  демонстрировал  более  высокую  
степень  дивергенции,  чем  H-GTC1  (идентичность  96,5–99,8%  нт).

Частичная  область  стержня  гена  волокна  была  более  консервативной,  чем  ген  гексона,  среди  
последовательностей  типов  F40  и  F41.  Десять  бразильских  штаммов  F40  сгруппированы  вместе,  
демонстрируя  сходство  nt  >99%.  Анализируемый  участок  гена  волокна  продемонстрировал  
максимальную  идентичность  последовательности  nt  >98%  с  эталонным  штаммом  Dungan  (L19443)  
и  со  штаммами,  обнаруженными  в  Финляндии  (KU162869),  Индии  (KU884631  и  MT952560)  и  Южной  
Африке  (MK955316).  (Рисунок  3).

Бразильские  штаммы  F41  имели  более  98%  идентичности  нт  с  прототипным  штаммом  TAK  
(DQ315364)  и  сгруппированы  в  два  генетических  кластера  (F-GTC:  кластер  типа  генома,  основанный  
на  гене  волокна).  В  кластере  F-GTC1  не  было  штаммов,  кластеризованных  с  субкластером  F-GTC1.1.  
Один  бразильский  штамм  (LVCA_29630)  сгруппирован  в  субкластер  F-GTC1.2,  тогда  как  три  других  
штамма  сгруппированы  в  субкластер  F-GTC1.3,  демонстрируя  максимальную  идентичность  nt  
(>99%)  со  штаммами  из  Китая  (KY316160,  MT150355  и  AB610544)  и  Япония  (AB610540  и  AB246870).

Штаммы  H-GTC2  разделились  на  два  субкластера,  причем  H-GTC2.2  содержит  большую  часть  
последовательностей.  Общая  идентичность  nt  варьировалась  от  98,4%  до  100%  для  штаммов  из  
Китая  (KY316161),  Японии  (LC726493),  Южной  Африки  (MK962810),  Швеции  (KX868523)  и  США  
(KF303069).  Наконец,  одна  последовательность  (LVCA_29342)  кластеризовалась  в  H-GTC2.1,  разделяя  
максимальную  идентичность  nt  (>98%)  со  штаммами  из  азиатских  стран  (AB610522,  AB610527,  
KT210190  и  MT952501)  и  США  (ON56501).

Дальнейший  анализ  показал,  что  H-GTC1  был  разделен  на  три  субкластера.  H-GTC1.1  с  одним  
репрезентативным  штаммом  (LVCA_30376),  который  группировался  со  штаммами,  обнаруженными  
в  Азии  (MK342151  и  KT210193),  Европе  (OP174923,  ON532825  и  MW567963)  и  Южной  Африке  
(MK962806),  разделяя  >99%  нт.  личность.  Четыре  штамма  сгруппировались  в  H-  GTC1.2  и  
продемонстрировали  максимальную  идентичность  nt  (>99%)  со  штаммами  из  Китая  (HM565136  и  
MH465394)  и  Японии  (AB103345).  H-GTC1.3  имел  единственный  репрезентативный  штамм  
(LVCA_30088),  который  группировался  со  штаммами  из  азиатских  стран  (AB103347,  MT952499  и  
DQ336391)  и  США  (ON565007),  демонстрируя  >99%  идентичности  нт.

кружок  с  оранжевой  и  красной  заливкой  соответственно.  Эталонные  штаммы  были  загружены  из  
репозитория  Gen-Bank  и  помечены  их  инвентарным  номером/типом  HAdV/годом  сбора/идентификатором  
изолята/страной.  Штаммы-прототипы  типов  F40  и  F41  отмечены  ромбом  черного  цвета.  Филогенетическое  
дерево  было  построено  с  использованием  метода  максимального  правдоподобия  с  использованием  
рандомизированной  программы  Axelerated  Maximum  Likelihood  (RAxML),  с  общей  обратимой  во  времени  
(GTR)  моделью  с  гамма-распределенной  степенью  гетерогенности  по  сайтам  и  1000  итерациями  начальной  
загрузки  и  программным  обеспечением  MEGA11  v11.  0,13  (Окленд,  Новая  Зеландия)  использовался  для  

построения  и  визуализации  дерева.  В  каждой  точке  ветвления  показаны  процентные  значения  бутстрепа  
�70  %.  Кластеры  и  субкластеры  гексонного  типа  генома  (H-GTC)  указаны  для  штаммов  F41.
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(Рисунок  3).  Интересно,  что  ни  один  бразильский  штамм  не  сгруппирован  с  субкластером  F-GTC2.2.

3.2.2.  Волокно  Ген
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3.3.  Мутационный  анализ  гексона  и  белка-волокна  штаммов  HAdV-F,  циркулирующих  в  Бразилии  3.3.1.  Гексон  
Джин

Выявленные  бразильские  штаммы  HAdV-F40  в  основном  консервативны  между  собой  в  пределах  HVR1-
HVR6.  В  одном  образце  (LVCA_29219)  была  обнаружена  трансверсионная  мутация  (G850T),  которая  привела  к  
замене  аминокислоты  с  аланина  (A)  на  серин  (S).  По  сравнению  с  дунганами
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Рисунок  3.  Филогенетическое  древо,  основанное  на  нуклеотидной  последовательности  частичного  участка  

стержня  гена  волокна .  Штаммы  HAdV-F40  и  -F41,  выделенные  в  этом  исследовании,  обозначены  оранжевым  и  

красным  кружком  соответственно.  Эталонные  штаммы  были  загружены  из  репозитория  GenBank  и  помечены  

их  инвентарным  номером/типом  HAdV/годом  сбора/идентификатором  изолята/страной.  Штаммы-прототипы  

типов  F40  и  F41  отмечены  ромбом  черного  цвета.  Филогенетическое  дерево  было  построено  с  использованием  

метода  максимального  правдоподобия  с  использованием  программы  Randomized  Axelerated  Maximum  Likelihood  

(RAxML),  с  общей  обратимой  во  времени  (GTR)  моделью  с  гамма-распределенной  степенью  гетерогенности  по  

сайтам  и  1000  итерациями  начальной  загрузки  и  программным  обеспечением  MEGA11  v11.  0.13  использовался  

для  построения  и  визуализации  дерева.  Значения  процента  начальной  загрузки  �70%  показаны  в  каждой  точке  

ветвления.  Кластеры  и  субкластеры  типа  волокнистого  генома  (F-GTC)  указаны  для  штаммов  F41.
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Рисунок  4.  Геном  HAdV  с  репрезентативным  гексонным  белком  прототипа  F41  TAK  (DQ315364)  
размером  (2778  нт),  демонстрирующим  HVR.  Нуклеотидные  позиции  накопленных  
синонимичных  мутаций  с  их  накопленными  аминокислотными  мутациями  в  HVR1-HVR6  гексона  
в  сравнении  со  штаммом-прототипом  Dungan  (L19443)  и  TAK  (DQ315364)  для  типов  F40  и  F41  соответственно.
Мутации  перехода  и  трансверсии  выделены  красным  и  оранжевым  цветом  соответственно.  Мутации  
аминокислот  выделены  розовым  цветом.  Положение  нуклеотида,  определенное  на  рисунке,  относится  к  
кодирующей  области  праймеров  внутри  HVR1-HVR6  (положение  289–967  нт  в  гене  гексона).

3.3.2.  Волокно  Ген

В  прототипе  все  бразильские  штаммы  содержали  одну  мутацию,  которая  привела  к  замене  
аминокислоты  [серин  (S)  на  лейцин  (L)  (C488T)]  (рис.  4).
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У  бразильских  штаммов  F40  частичная  область  стержня  гена  волокна  накопила  больше  мутаций  по  
сравнению  с  областью  HVR1-HVR6  гена  гексона.  Все  бразильские  образцы  F40  сгруппированы  вместе  и  
отличаются  от  эталонного  штамма  Dungan  мутациями,  приводящими  к  изменению  аминокислот  в  
положениях  G476A  [аргинин  (R)  на  глутамин  (Q)],  A914G.

Напротив,  штаммы  F41  накопили  многочисленные  несинонимичные  и  синонимичные  мутации.  
Только  один  образец  (LVCA_30376)  кластеризован  с  эталонным  штаммом  TAK  (H-  GTC  1.1)  с  переходной  
мутацией  (T930C),  общей  для  всех  бразильских  штаммов.  Дополнительные  мутации  в  четырех  бразильских  
штаммах  показали  сходные  характеристики  с  эталонными  штаммами  H-GTC1.2,  как  с  переходными,  так  и  с  

трансверсионными  мутациями  внутри  HRV1.  Эти  мутации  привели  к  изменению  аминокислот  в  A446G  

(аспарагин  (N)  на  аспарагиновую  кислоту  (D))  и  T477G  (аспарагин  (N)  на  лизин  (K)).  Один  образец  
сгруппирован  в  H-GTC  1.3  и  несет  несколько  мутаций  H-GTC  1.2,  а  также  дополнительные  несинонимичные  
мутации,  включая  вставку  аминокислоты  аспарагин  (N)  (CAA;  nt  420–422)  (таблица  1).  Большинство  
обнаруженных  бразильских  штаммов  F41  (n  =  24)  кластеризовались  с  H-GTC  2.2,  накапливая  несколько  
мутаций  в  шести  проанализированных  HVR.  Эта  группа  отличается  от  остальных  делецией  трех  нуклеотидов  
(TCA;  nt  507–509)  и  наличием  синонимичных  (G438A)  и  несинонимичных  мутаций  (T448C;  CCA589–591GAC;  
G686A;  G755A;  A767T;  T799G;  C801T). ;  А856Г)  (рис.  4).
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В  частности,  HAdV  был  идентифицирован  в  30%  образцов,  ранее  подтвержденных  положительными  на  
норовирус  или  ротавирус  [15].  Наша  исследовательская  группа  также  сообщила  о  показателях  обнаружения  
норовируса  32,1%  [30]  и  12%  ротавируса  [31]  в  исследованиях,  проведенных  в  тех  же  регионах  Бразилии.  

Эти  результаты  подчеркивают  значительную  циркуляцию  этих  основных  кишечных  вирусов  в  стране,  
особенно  среди  детей  в  возрасте  до  двух  лет.  Как  и  ожидалось,  вероятность  совместного  обнаружения  
увеличивается  с  увеличением  количества  проверенных  патогенов.  В  том  же  духе  повторный  анализ  
Глобального  многоцентрового  исследования  кишечных  инфекций  (GEMS)  выявил  наличие  двух  или  более  
патогенов,  связанных  с  диареей,  в  38,9%  образцов  [29].

4.  Дискуссия

Среди  неэнтеральных  типов  HAdV  виды  A,  B,  C  и  D  часто  выявляются  в  образцах  стула  во  всем  мире  
[13,14,32–34].  Хотя  неэнтеральные  виды  HAdV  выявляются  часто,  их  точная  роль  в  случаях  КПГ  остается  
неопределенной  [12].  Тем  не  менее,  в  некоторых  исследованиях  сообщалось  об  обнаружении  
неэнтерального  HAdV  в  качестве  единственного  возбудителя  у  младенцев  с  ВОЗРАСТНЫМ  возрастом.  
Например,  во  время  вспышки  AGE  в  Бразилии  HAdV-A12  был  единственным  обнаруженным  кишечным  
вирусом  среди  нескольких  других,  прошедших  скрининг,  при  этом  высокие  вирусные  нагрузки  были  
обнаружены  в  пяти  из  девяти  образцов  стула  [35].  Исследование  «случай-контроль»,  проведенное  в  Китае,  
показало  сильную  корреляцию  между  HAdV-B3  и  диареей  у  детей  [36].  В  Италии  исследование  с  участием  
госпитализированных  детей  с  симптомами  AGE  выявило  только  неэнтеральные  HAdV-C1,  -C2  и  -B3.  Среди  
HAdV-положительных  образцов  неэнтеральные  типы  были  обнаружены  более  чем  у  75%  пациентов  как  
единственный  кишечный  возбудитель  [37].  Эти  исследования  подчеркивают  важность  мониторинга  и  
характеристики  неэнтеральных  типов,  особенно  во  время  вспышек  КПГ.

Напротив,  для  бразильских  образцов  F41  частичная  область  стержня  гена  волокна  была  более  
консервативной  по  сравнению  с  областью  HVR1-HVR6  гена  гексона.  Несмотря  на  меньшее  количество  
мутаций,  штаммы  F41  были  разделены  на  два  основных  F-GTC.  По  сравнению  с  эталонным  штаммом  ТАК  
большинство  мутаций  привели  к  синонимичным  заменам.

ВОЗРАСТ,  вызванный  кишечным  HAdV,  налагает  значительное  и  часто  недооцененное  бремя  на  
педиатрические  диарейные  заболевания  в  странах  с  низким  и  средним  доходом  [3,12,29].  Отсутствие  
стандартизированной  методологии  надзора,  включая  методы  количественного  молекулярного  обнаружения,  
специфичные  для  HAdV-F40/41,  затрудняет  более  точную  характеристику  кишечного  HAdV  и  его  влияния  на  
диарейные  заболевания.  Наше  исследование  представляет  собой  сравнительный  анализ  аналитических  
характеристик  двух  анализов  qPCR,  используемых  для  обнаружения  общего  и  кишечно-специфического  
HAdV  в  образцах  стула,  и  добавляет  новую  информацию  о  генетическом  разнообразии  штаммов  HAdV-
F40/41,  обнаруженных  в  случаях  AGE  в  Бразилии.

Были  обнаружены  только  две  несинонимичные  мутации.  Первый  был  обнаружен  у  всех  бразильских  
штаммов  F41  обоих  субкластеров  (G596A),  у  которых  аминокислота  была  заменена  с  серина  (S)  на  аспарагин  
(N).  Другая  несинонимичная  мутация  в  гене  волокна  F41  была  обнаружена  только  в  образцах  F-GTC2.2  
(G748T),  что  привело  к  замене  аминокислоты  с  валина  (V)  на  фенилаланин  (F).

[лизин  (K)  в  аргинин  (R)]  и  G946A  [аланин  (A)  в  треонин  (T)].  Три  из  этих  штаммов  F40  имели  дополнительную  
мутацию  в  G502A  (аспарагиновая  кислота  (D)  на  аспарагин  (N)).

Применив  анализ  qPCR,  специально  нацеленный  на  HAdV-F,  мы  подтвердили  его  чувствительность  
путем  обнаружения  ранее  секвенированных  образцов  стула  HAdV-F.  Более  того,  новый  анализ  выявил  три  
образца,  ранее  классифицированные  как  вид  C.  Это  предполагает  потенциальную  коинфекцию  разных  
видов  HAdV  у  одного  и  того  же  пациента.  Все  три  образца  принадлежали  пациентам  в  возрасте  до  двух  лет,  
причем  у  одного  пациента  дополнительно  было  выявлено  одновременное  обнаружение  ротавируса.
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В  нашем  предыдущем  исследовании  мы  также  наблюдали  одновременное  обнаружение  различных  кишечных  вирусов.

Частичное  секвенирование  кишечных  капсидных  белков  HAdV  также  может  быть  
эффективным  методом  филогенетического  анализа  и  мониторинга  новых  появляющихся  
линий,  когда  полное  секвенирование  генома  недоступно.  Разные  виды  демонстрируют  
разные  механизмы  эволюции.  Например,  появление  новых  типов  у  HAdV  видов  B,  C  и  D  
связано  с  гомологичной  рекомбинацией  внутри  видовых  типов  [38–40].  Иными  словами,  
для  вида  F  нет  никаких  свидетельств  рекомбинации  между  типами  F40  и  F41,  а  его  молекулярная
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Это  может  привести  к  неправильной  интерпретации  основных  кластеров,  циркулирующих  в  стране,  
и  потенциально  упустить  ключевую  информацию  о  разнообразии  HAdV-F.  Кроме  того,  наш  анализ  
эволюции  вида  F  был  основан  на  частичных  сегментах  генов  гексонов  и  длинных  волокон,  а  не  на  
полном  геноме.  Другие  гены,  такие  как  ген  коротких  волокон  и  области  E3  и  E4,  являются  
известными  очагами  мутаций,  и  их  анализ  может  предоставить  важные  новые  данные  об  эволюции  
HAdV  [41–43].

Недавние  данные  показали,  что  совместная  инфекция  аденоассоциированного  вируса  2  
(AAV2)  с  другими  патогенами,  включая  HAdV-F41,  может  привести  к  заболеванию  печени  [47,48].  
Эпидемиологическое  исследование  сточных  вод  в  Ирландии  также  выявило  корреляцию  между  
бременем  случаев  тяжелого  гепатита  и  ежедневной  вирусной  нагрузкой  HAdV  и  AAV2  в  сточных  
водах,  указывая  на  то,  что  циркуляция  этих  патогенов  в  сообществе  может  быть  связана  со  вспышкой  [49].

эволюция,  по-видимому,  обусловлена  накоплением  точечных  мутаций  в  различных  областях  
генома  каждого  типа.  Недавние  исследования,  анализирующие  весь  геном  HAdV-F41,  показали ,  
что  гены  гексонов  и  волокон  (как  коротких,  так  и  длинных),  а  также  области  E3  и  E4  являются  
основными  очагами  мутаций  [41–43].  Недавние  филогенетические  исследования  типа  F41  выявили  
три  разные  линии  или  генетические  кластеры  [41].  Чтобы  лучше  выяснить  филогению  и  
генетическое  разнообразие  циркулирующего  кишечного  HAdV  в  Бразилии,  мы  секвенировали  
HVR1-HVR6  гена  гексона  и  частичную  область  стержня  гена  волокна  из  положительных  образцов  
HAdV-F,  собранных  в  период  с  2018  по  2020  год.  Мы  также  сравнили  бразильские  штаммы  F41  с  
последовательностями  F41,  полученными  до  и  во  время  тяжелых  случаев  гепатита.

5.  Выводы

Наше  исследование  имеет  ограничения.  Во-первых,  мы  не  смогли  провести  тестирование  qPCR-F  на  всех  
HAdV-положительных  образцах,  а  также  не  смогли  секвенировать  все  положительные  образцы  типов  F40  и  F41.

Более  высокие  показатели  обнаружения  F41  по  сравнению  с  F40  могут  быть  связаны  с  его  большим  
генетическим  разнообразием,  тенденция,  отмеченная  в  исследованиях  в  Бразилии  и  ряде  других  стран  
[13,14,34,36] ,  что  может  дать  генетическое  преимущество.  Филогенетический  анализ  генов  гексонов  и  
волокон  F40  и  F41  показывает,  что  бразильские  штаммы,  циркулирующие  в  стране,  имеют  большое  сходство  
генома  со  штаммами,  циркулирующими  во  всем  мире,  без  каких-либо  доказательств  нового  возникшего  
варианта  HAdV-F.

В  конце  2021  –  начале  2022  года  возникновение  случаев  острого  гепатита  у  детей  было  
зарегистрировано  в  ряде  стран  мира.  Первоначально  эти  случаи  были  связаны  с  высокими  показателями  
выявления  HAdV-F41,  при  этом  вирусы  классического  острого  гепатита  не  были  обнаружены  [45,46].  
Поначалу  это  наблюдение  предполагало  циркуляцию  нового  потенциально  вирулентного  штамма  HAdV-F41.  
В  нашем  исследовании  мы  обнаружили  несколько  мутаций  в  частично  секвенированных  генах  гексонов  и  
длинных  волокон  штаммов  типа  F41,  циркулирующих  до  случаев  тяжелого  гепатита.  Кроме  того,  несколько  
штаммов  F41,  идентифицированных  в  Бразилии  за  два  года  до  начала  тяжелых  случаев  гепатита,  
демонстрируют  высокую  нуклеотидную  идентичность  с  недавно  секвенированными  штаммами  F41,  
обнаруженными  в  образцах  от  больных  детей.  Наши  результаты  согласуются  с  исследованиями,  
проведенными  в  Великобритании,  Германии  и  Кении,  в  которых  анализировалось  геномное  разнообразие  
циркулирующих  штаммов  F41  до  и  во  время  возникновения  тяжелых  случаев  гепатита.  Большинство  
штаммов  принадлежало  к  линии  2,  что  означает,  что  могут  существовать  дополнительные  факторы,  
участвующие  в  возникновении  этих  случаев  [41,43].  Совсем  недавно  исследование,  проведенное  в  
Великобритании,  также  показало,  что  линии  F41,  обнаруженные  до  и  после  COVID,  уже  циркулируют  в  
Великобритании  [42].  Все  эти  исследования  выявили  третью  линию,  показывающую  значительное  
расхождение  в  коротких  волокнах,  что  позволяет  предположить  наличие  нового  рекомбинанта ,  который  еще  не  обнаружен  в  Бразилии.

В  соответствии  с  результатами,  полученными  в  восточной  Индии  [44],  наш  анализ  показал,  что  
бразильские  штаммы  HAdV-F40  были  менее  преобладающими  и  более  генетически  консервативными,  чем  
штаммы  HAdV-F41.  Бразильские  штаммы  F41  были  разделены  на  две  основные  линии  или  кластера  на  
основе  филогенетического  анализа  частично  секвенированных  генов  гексонов  и  длинных  волокон,  при  
этом  большинство  штаммов,  циркулирующих  в  стране,  кластеризуются  с  GTC2.  В  других  странах  сообщалось  
о  совместной  циркуляции  различных  штаммов  F41  с  преобладанием  линии  2  [41,44].

В  настоящем  исследовании  мы  исследовали  генетическое  разнообразие  штаммов  HAdV-F40/41  путем  
частичной  амплификации  гипервариабельных  областей  генов  гексонов  и  длинных  волокон  из
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