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Resumen:  El  adenovirus  humano  (HAdV)  F40/41  es  un  patógeno  importante  en  los  casos  de  gastroenteritis  aguda  

pediátrica.  Sin  embargo,  la  diversidad  de  diseños  de  estudios  y  métodos  de  diagnóstico  a  menudo  conduce  a  

interpretaciones  erróneas  de  su  impacto.  Nuestro  estudio  exploró  la  diversidad  genética  de  HAdV­F40/41  en  Brasil  

utilizando  un  ensayo  de  qPCR  específico  para  HAdV  especie  F,  combinado  con  un  análisis  filogenético  de  los  genes  

parciales  de  hexón  y  fibra.  Nuestros  resultados  demostraron  que  las  cepas  HAdV­F41  predominaron  y  exhibieron  

una  mayor  diversidad  que  las  cepas  HAdV­F40.  Con  base  en  el  gen  hexón,  las  cepas  brasileñas  de  HAdV­F41  se  

agruparon  en  dos  grupos  de  tipos  de  genoma  (GTC),  divididos  a  su  vez  en  subgrupos,  y  la  mayoría  de  las  cepas  se  

agruparon  en  GTC2.  La  región  del  eje  parcial  del  gen  de  la  fibra  exhibió  una  mayor  conservación  entre  HAdV­F41.  El  

ensayo  de  qPCR  específico  para  la  especie  F  de  AdVH  identificó  AdVH­F  en  un  31,5  %  adicional  (34/108)  de  las  

muestras  positivas  para  AdVH  no  caracterizadas  previamente  detectadas  mediante  un  ensayo  de  qPCR  de  AdVH  no  

específico .  Ambos  ensayos  están  fuertemente  correlacionados  en  la  detección  de  HAdV­F,  y  el  ensayo  qPCR  

específico  para  tipos  entéricos  puede  mejorar  la  vigilancia  de  HAdV,  especialmente  cuando  no  es  posible  la  

secuenciación.  Nuestro  estudio  proporciona  conocimientos  novedosos  sobre  la  diversidad  genética  de  las  especies  HAdV­F  en  Brasil.
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La  especie  F  comprende  dos  tipos  bien  establecidos  (HAdV­40  y  ­41),  que  se  conocen  como  
HAdV  entérico  debido  a  su  tropismo  por  el  tracto  gastrointestinal  y  su  asociación  con  AGE.  Durante  
muchos  años  se  subestimó  la  importancia  del  AdVH  en  la  AGE  pediátrica.

La  gastroenteritis  aguda  (AGE)  es  una  de  las  principales  causas  de  morbilidad  y  mortalidad  en  
niños  menores  de  cinco  años,  especialmente  en  países  de  ingresos  bajos  y  medios  (PIBM),  donde  el  
acceso  adecuado  a  la  atención  sanitaria,  la  higiene  y  la  educación  suele  ser  limitado .  1,2].  Los  estudios  
realizados  en  países  de  ingresos  bajos  y  medianos  para  detectar  múltiples  enteropatógenos  han  
detectado  rotavirus,  norovirus  y  adenovirus  humano  (HAdV)  F40/41  como  los  principales  patógenos  
entéricos  detectados  en  pacientes  pediátricos  con  GEA  [3­6].
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Artículo

1.  Introducción
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HAdV,  miembros  de  la  familia  Adenoviridae  (género  Mastadenovirus),  son  virus  de  ADNbc  
lineales  sin  envoltura  con  un  genoma  de  ~  35  kpb  [7].  Según  análisis  genómicos  y  bioinformáticos,  
HAdV  se  divide  actualmente  en  siete  especies  con  más  de  100  tipos  caracterizados  
(hadvwg.gmu.edu/,  consultado  el  16  de  noviembre  de  2023)  [8].  Los  diferentes  tipos  de  HAdV  
exhiben  diferentes  tropismos  tisulares,  lo  que  resulta  en  una  amplia  gama  de  síntomas  clínicos.  
En  individuos  inmunocompetentes ,  los  síntomas  suelen  ser  leves  y  provocan  infecciones  
respiratorias,  gastrointestinales  y  conjuntivales  autolimitadas .  La  enfermedad  grave  suele  afectar  
a  personas  inmunocomprometidas,  lo  que  da  lugar  a  infecciones  persistentes  y  generalizadas  
que  también  pueden  afectar  el  tracto  genitourinario,  el  hígado,  el  sistema  nervioso  central  y  el  sistema  cardiovascular  [9­11].
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Hasta  principios  de  2022,  HAdV­F  era  un  patógeno  pediátrico  importante  en  los  casos  de  GEA,  
pero  su  diversidad  genómica  seguía  siendo  poco  comprendida.  En  marzo  de  ese  año  se  detectaron  
múltiples  casos  de  hepatitis  grave  de  origen  desconocido  en  niños  inmunocompetentes.  Investigaciones  
adicionales  revelaron  varios  casos  que  se  remontan  a  octubre  de  2021  en  más  de  40  países  [17,18].

Sin  embargo,  el  uso  de  técnicas  de  detección  molecular  como  método  de  diagnóstico  ha  revelado  su  
contribución  sustancial  a  la  carga  global  de  AGE  pediátrica  [12].  En  un  estudio  reciente  en  países  de  
ingresos  bajos  y  medianos,  la  Red  Mundial  de  Vigilancia  de  la  Diarrea  Pediátrica  identificó  al  HAdV­
F40/41  como  el  segundo  patógeno  más  frecuente  detectado  en  niños  menores  de  cinco  años  con  
AGE,  detrás  del  rotavirus  [3].  Como  se  pueden  detectar  diferentes  tipos  de  HAdV  en  muestras  de  
heces,  estudios  regionales  en  todo  el  mundo  han  informado  una  amplia  gama  de  tasas  de  positividad  
de  HAdV  ( tipos  entéricos  y  no  entéricos),  con  tasas  que  van  desde  el  1,6%  hasta  el  39,1%  [13­16].  El  
amplio  rango  en  las  tasas  de  positividad  de  HAdV  se  debe  a  múltiples  factores,  incluido  el  diseño  del  
estudio,  el  alcance,  los  métodos  de  diagnóstico,  las  variaciones  regionales  y  temporales  y  la  introducción  
de  la  inmunización  contra  rotavirus  [5,6].
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Este  estudio  incluyó  muestras  de  heces  positivas  para  AdVH  recolectadas  entre  enero  de  
2018  y  diciembre  de  2020  de  pacientes  hospitalizados  y  ambulatorios  (niños  y  adultos)  con  
síntomas  de  AGE,  como  se  describió  anteriormente  [15].  La  AGE  se  definió  como  la  aparición  
repentina  de  diarrea  (≥tres  evacuaciones  líquidas  o  semilíquidas  en  24  h)  que  puede  ir  
acompañada  de  fiebre,  náuseas,  vómitos  o  dolor  abdominal.  Las  muestras  de  heces  se  enviaron  
sistemáticamente  al  Laboratorio  Regional  de  Referencia  de  Rotavirus:  Laboratorio  de  Virología  
Comparada  y  Ambiental  (RRRL­LVCA)  a  través  de  sitios  centinela  en  los  Laboratorios  Centrales  
de  los  Estados.  El  RRRL­  LVCA  forma  parte  de  la  red  nacional  de  vigilancia  de  rotavirus,  
supervisada  por  la  Coordinación  General  de  Laboratorios  de  Salud  Pública  del  Ministerio  de  Salud  (MS)  de  Brasil.

Las  extracciones  de  ácidos  nucleicos  se  realizaron  a  partir  de  140  µl  de  suspensión  de  heces  
clarificada  (10  %  p/v)  con  el  kit  QIAamp  Viral  Mini  (Qiagen,  Valencia,  CA,  EE.  UU.)  en  la  plataforma  
automatizada  QIAcube,  siguiendo  las  instrucciones  del  fabricante.  Los  ácidos  nucleicos  virales  
extraídos  se  eluyeron  en  60  µL  del  tampón  de  elución  AVE  y  se  almacenaron  inmediatamente  a  –
80  ◦C  hasta  el  análisis  molecular.  Se  utilizó  agua  libre  de  RNasa/DNasa  como  control  negativo  en  
cada  protocolo  de  extracción.

Este  estudio  fue  aprobado  por  el  Comité  de  Ética  de  la  Fundación  Oswaldo  Cruz  (Fiocruz)  
(número  de  aprobación  CAAE:  94144918.3.0000.5248).  La  vigilancia  se  realizó  a  través  de  una  red  
jerárquica  en  la  que  las  muestras  fueron  proporcionadas  por  solicitud  médica  en  hospitales  y  
centros  de  salud,  monitoreados  por  el  Sistema  Único  de  Salud  (SUS).  Este  estudio  se  realizó  en  el  
ámbito  del  RRRL/MoH  como  parte  de  una  política  federal  de  salud  pública  para  la  vigilancia  de  AGE  
virales  en  Brasil.  El  Comité  de  Ética  de  Fiocruz  renunció  al  consentimiento  informado  del  paciente  
y  los  datos  de  los  pacientes  se  mantuvieron  de  forma  anónima  y  segura.

El  conocimiento  sobre  la  diversidad  genómica  del  HAdV­F40/41  y  su  contribución  real  a  los  casos  de  AGE,  
particularmente  en  Brasil,  sigue  siendo  limitado.  Para  abordar  esta  brecha  de  investigación,  nuestro  estudio  tuvo  
como  objetivo  evaluar  la  eficacia  de  un  protocolo  de  reacción  en  cadena  de  la  polimerasa  cuantitativa  (qPCR)  
específico  de  la  especie  F  para  determinar  el  verdadero  impacto  del  HAdV  entérico  en  los  casos  de  AGE.  Además,  
realizamos  una  secuenciación  y  un  análisis  filogenético  molecular  de  seis  regiones  hipervariables  del  gen  hexon,  
junto  con  una  secuenciación  parcial  de  la  región  del  eje  del  gen  de  la  fibra  de  cepas  HAdV­F40/41  detectadas  en  
pacientes  con  AGE,  para  proporcionar  información  sobre  la  diversidad  genética.  de  la  especie  F  en  Brasil.

2.1.  Colección  de  heces  y  declaración  de  ética

2.  Materiales  y  métodos

La  alta  tasa  de  detección  de  HAdV­F41  y  la  posibilidad  de  una  asociación  clínica  de  F41  con  hepatitis  grave  de  
origen  desconocido  aumentaron  la  urgencia  de  realizar  estudios  de  filogenia  molecular  más  completos  para  
comprender  mejor  la  evolución  de  la  especie  F,  identificar  nuevas  cepas  emergentes  y  obtener  más  datos.  para  
el  desarrollo  de  vacunas  [19].

2.2.  Extracción  de  ADN  viral
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Los  amplicones  esperados  de  640  y  664  nt  para  el  gen  hexon  y  508  y  530  nt  para  el  gen  de  fibra  
para  los  tipos  F40  y  F41,  respectivamente,  se  purificaron  utilizando  el  kit  de  extracción  en  gel  
QIAquick  (Qiagen),  siguiendo  las  instrucciones  del  fabricante.  Las  reacciones  de  secuenciación  de  
los  amplicones  purificados  se  realizaron  utilizando  el  kit  de  reacción  listo  para  secuenciación  de  ciclo  
Big  Dye  Terminator  v.  3.1  en  un  analizador  genético  ABI  Prism  3730  xl  (Applied  Biosystems,  Foster  
City,  CA,  EE.  UU.)  en  la  Plataforma  genómica  institucional  de  Fiocruz  para  la  secuenciación  de  ADN  ( PDTIS).

El  ensayo  qPCR  específico  para  la  detección  de  HAdV  entérico  [20],  dirigido  a  una  secuencia  
conservada  de  118  pb  del  gen  de  la  fibra  HAdV­F,  se  llevó  a  cabo  utilizando  el  cebador  directo  (5­
AACTTTCTCTCTTAATAGACGCC­3);  cebador  inverso  (5­AGGGGGCTAGAAACAAAA­  3)  y  sonda  
(5­CTGACACGGCACTCT­3).  Brevemente,  las  reacciones  de  qPCR  HAdV­F  se  realizaron  con  5  µl  
del  ADN  extraído  en  un  volumen  final  de  20  µl,  que  contenía  10  µl  del  kit  de  PCR  QuantiTect  Probe  
2x  (Qiagen,  Valencia,  CA,  EE.  UU.)  y  cebadores  y  sonda  con  concentraciones  finales  de  0,5  µM  y  
0,25  µM,  respectivamente.  Las  reacciones  se  realizaron  en  el  sistema  de  PCR  en  tiempo  real  
Applied  Biosystems  7500  (Applied  Biosystems,  Foster  City,  CA,  EE.  UU.)  en  las  siguientes  
condiciones  de  ciclo  térmico:  2  min  a  50  ◦C,  15  min  a  95  ◦C,  40  ciclos  de  15  s  a  95  ◦C,  y  1  min  a  60  
◦C.  Las  muestras  que  exhibieron  una  curva  sigmoidea  característica  y  cruzaron  la  línea  del  umbral  
con  un  valor  de  umbral  del  ciclo  (Ct)  <40  se  consideraron  positivas.  Todas  las  series  incluyeron  
controles  negativos  y  positivos  (muestra  de  heces),  así  como  un  control  sin  plantilla.

Se  utilizó  un  ensayo  qPCR  específico  para  HAdV­F  [20]  para  detectar  los  tipos  entéricos  F40  y  F41  
en  muestras  que  previamente  habían  dado  positivo  para  HAdV  usando  un  conjunto  degenerado  de  
cebadores  y  una  sonda  dirigida  a  una  región  conservada  de  la  primera  parte  del  hexón  del  adenovirus.  gen  [21].

2.4.  Diversidad  genética  de  AdVH­F  y  secuenciación  de  

nucleótidos  Para  evaluar  la  diversidad  genética  de  las  cepas  de  AdVH­F  que  circulan  en  Brasil,  se  
resecuenciaron  muestras  positivas  inicialmente  caracterizadas  como  tipos  F40  y  F41  [22] .  Nos  dirigimos  
a  las  seis  regiones  hipervariables  (HVR1­HVR6)  del  gen  hexon  utilizando  los  cebadores  S29  y  S52  [23]  y  
a  la  región  del  eje  parcial  del  gen  de  fibra  larga  utilizando  los  cebadores  AdF1  y  AdF2  [24].

Anteriormente  se  describió  información  detallada  sobre  los  métodos  iniciales  de  detección  y  cuantificación  
de  HAdV  [15].

2.3.  Detección  y  cuantificación  de  HAdV­F

Las  secuencias  de  nucleótidos  obtenidas  en  este  estudio  se  depositaron  en  la  base  de  datos  
GenBank  con  los  siguientes  números  de  acceso:  OQ442226  –  OQ442299.

Además,  para  investigar  la  diversidad  genética  de  las  cepas  brasileñas  de  HAdV­F,  se  compararon  
mutaciones  sinónimas  y  no  sinónimas  en  las  porciones  secuenciadas  de  los  genes  de  hexón  y  fibra  con  
cepas  prototipo  obtenidas  de  la  base  de  datos  GenBank.

2.5.  Análisis  filogenético  y  de  mutaciones  de  F40/41.  El  

análisis  de  cromatograma  y  las  secuencias  de  consenso  se  obtuvieron  utilizando  el  software  
Geneious  Prime  2021.1.1  (Biomatters  Ltd.,  Auckland,  Nueva  Zelanda).  Las  secuencias  de  hexones  y  
fibras  nt  de  los  tipos  F40  y  F41  se  analizaron  en  términos  de  identidad  más  cercana  con  las  secuencias  
disponibles  en  la  base  de  datos  GenBank  utilizando  la  herramienta  de  búsqueda  de  alineación  local  
básica  (BLAST)  (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/  explosión.cgi,  consultado  el  5  de  mayo  de  2023).  Las  
secuencias  se  alinearon  utilizando  ClustalW  [25],  y  el  método  de  máxima  verosimilitud  (ML)  se  utilizó  para  
el  análisis  filogenético  utilizando  el  programa  aleatorio  Accelerated  Maximum  Likelihood  (RAxML)  [26]  
con  el  modelo  general  reversible  en  el  tiempo  (GTR)  con  distribución  gamma.  tasa  de  heterogeneidad  
entre  sitios  y  1000  iteraciones  de  arranque  para  genes  de  hexones  y  fibras,  accesibles  en  CIPRES  
Science  Gateway  [27].  El  resultado  de  las  ejecuciones  RAxML  se  utilizó  en  MEGA11  v11.0.13  [28]  para  
visualizar  y  construir  los  árboles  filogenéticos.  Las  secuencias  de  referencia  se  obtuvieron  de  la  base  de  
datos  GenBank  del  Centro  Nacional  de  Información  Biotecnológica  (NCBI).
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Las  reacciones  de  PCR  se  realizaron  utilizando  la  enzima  Platinum  Taq  DNA  Polymerase  
(Invitrogen ,  Carlsbad,  CA,  EE.  UU.),  con  5  µL  de  ADN  extraído  en  un  volumen  de  reacción  final  de  25  µL.
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gen  hexon  (qPCR_HAdV)  para  detectar  la  presencia  de  HAdV  en  un  total  de  1235  muestras  de  heces.

(p  <  0,0001)  indica  una  fuerte  correlación  (valor  r  �=  1)  entre  la  carga  viral  estimada  obtenida  mediante  el  ensayo  
qPCR_HAdV­F  y  el  ensayo  qPCR_HAdV  (Figura  1a).  Para  cada  imprimación

Además,  utilizamos  el  ensayo  qPCR_HAdV­F  para  el  grupo  de  muestras  positivas  para  HAdV.

AdVHA  (todos  los  tipos)  y  qPCR  específica  para  AdVHA­F  se  evaluaron  mediante  la  correlación  de  Pearson

Valores  de  1,75  Ct  entre  los  ∆Cts  de  las  muestras,  que  oscilaron  entre  0,04  y  8,09.  Solo  tres

ensayos  en  cada  muestra  positiva  para  HAdV­F.  En  el  48,75%  (39/80)  de  las  muestras  analizadas,  los  valores  de  Ct

1

Inicialmente,  empleamos  un  conjunto  de  cebadores  de  qPCR  degenerado  dirigido  a  una  región  conservada  del

1

Se  secuenciaron  muestras  positivas  con  valores  bajos  de  Ct  para  caracterizar  aún  más  las  especies  de  HAdV

Para  la  comparación  del  protocolo  qPCR,  la  tabla  muestra  los  resultados  originales  de  la  caracterización  de  HAdV  para  el  sistema  seleccionado.

(qPCR_HAdV­F)  en  el  91%  de  las  muestras  previamente  secuenciadas  (112/123).  Usando  el  qPCR_HAdV­F

CT  >  30).  Entre  las  muestras  positivas  para  HAdV  no  secuenciadas  detectadas  previamente  con  el

1019Aplica.  Microbiol.  2024,  4

muestras,  como  se  publicó  anteriormente  [15].

obtenidos  utilizando  ambos  ensayos  para  cada  muestra  en  el  grupo  positivo  para  HAdV­F  (n  =  80).  Dispersión

coeficiente.  Para  todos  los  análisis,  un  valor  de  p  <0,05  se  consideró  estadísticamente  significativo.

3.1.  Detección  de  HAdV­F40/41  mediante  un  ensayo  de  qPCR  específico

3.  Resultados

2.6.  Análisis  estadístico

y  tipos,  con  el  39%  (123/315)  de  las  muestras  positivas  para  AdVH  secuenciadas  con  éxito  [15].

dio  negativo  usando  qPCR_HAdV­F  (Tabla  1).

(Tabla  1).

como  HAdV  no  entéricos.  Tres  muestras  originalmente  caracterizadas  como  pertenecientes  a  la  especie  C

Según  el  protocolo,  se  detectaron  especies  F  en  el  93,5%  (43/46)  de  las  muestras  secuenciadas  previamente  identificadas  

como  tipos  entéricos  F40  y  F41  y  en  el  4,5%  (3/66)  de  las  muestras  previamente  identificadas.

En  nuestro  estudio  anterior,  realizado  con  muestras  recolectadas  entre  enero  de  2018  y

En  el  presente  estudio,  utilizamos  un  protocolo  de  qPCR  con  cebadores  específicos  HAdV­F40/41.

qPCR_HAdV,  detectamos  HAdV­F  en  el  31,5%  de  las  muestras  (34/108)  con  el  nuevo  protocolo

protocolos.  Se  emplearon  pruebas  de  chi­cuadrado  o  exacta  de  Fisher  para  analizar  categorías

En  diciembre  de  2020,  investigamos  el  papel  del  AdVH  entre  pacientes  con  AGE  en  Brasil.

características  en  tablas  de  contingencia  y  la  correlación  de  los  valores  de  Ct  entre  qPCR  para

Los  análisis  estadísticos  se  realizaron  utilizando  el  software  GraphPad  Prism  versión  9.0.0.

Para  evaluar  la  eficiencia  del  ensayo  qPCR_HAdV­F,  comparamos  los  valores  de  Ct

que  no  se  pudieron  secuenciar  debido  a  la  baja  detección  viral  (generalmente  muestras  detectadas  con

Se  realizaron  gráficos  y  análisis  de  regresión  en  cada  muestra  para  determinar  la  correlación  entre  los  valores  de  Ct  para  

los  dos  ensayos.  Un  coeficiente  de  correlación  de  Pearson  de  0,96.

para  la  especie,  los  cebadores  específicos  de  F  fueron  más  bajos,  lo  que  sugiere  que  los  cebadores  específicos  de  HAdV­F

conjunto,  el  66,3%  de  las  muestras  analizadas  (53/80)  exhibieron  eficiencias  de  amplificación  por  PCR  similares

dieron  positivo  para  la  especie  F,  mientras  que  tres  muestras  caracterizadas  como  pertenecientes  a  la  especie  F

(Ct  2,5  ciclos)  (Figura  1b).  Las  eficiencias  de  PCR  estimadas  correspondieron  a  un  promedio  de

(GraphPad  Software,  San  Diego,  CA,  EE.  UU.;  www.graphpad.com,  consultado  el  15  de  octubre

qPCR  HAdV­F

63

Clasificación  HAdV
qPCR  degenerada  por  HAdV

36.4

3

Positividad  (%)

31,5
66

Tabla  1.  Comparación  entre  los  ensayos  de  qPCR  degenerados  de  HAdV  y  específicos  de  F.

93,53

140

4.5

220

43

80
HAdV  no  secuenciado

Negativo

46

7434

Positivo

Tipos  no  entéricos

Total

N◦  de  muestras  analizadas  positivas  para  AdVH

108

tipos  entéricos

las  muestras  mostraron  un  ∆Ct  superior  a  5,0  Ct.  Para  evaluar  el  rendimiento  del  conjunto  de  cebadores  
específicos  de  HAdV­F,  comparamos  los  valores  de  Ct  obtenidos  por  qPCR_HAdV­F  y  qPCR_HAdV.

2023).  Se  utilizó  la  prueba  U  de  Mann­Whitney  para  evaluar  diferencias  significativas  entre  qPCR
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utilizando  qPCR_HAdV  y  qPCR_HAdV­F  para  cada  muestra  positiva  HAdV­F  (Ct  <40),  representada  por

puntos)  y  HAdV­F­positivo  (puntos  rojos)  en  las  muestras  no  secuenciadas  detectadas  por  qPCR_HAdV  y

Figura  1.  (a)  Diagrama  de  dispersión  de  valores  de  Ct  comparativos  que  muestran  la  correlación  entre  los  valores  de  Ct  detectados

puntos  de  color  azul  claro  y  oscuro,  respectivamente.  (d)  Comparación  de  los  valores  de  Ct  entre  HAdV­F  negativos  (azul

Figura  1.  (a)  Diagrama  de  dispersión  de  valores  de  Ct  comparativos  que  muestran  la  correlación  entre  los  valores  de  Ct  de  
las  muestras  positivas  para  HAdV­F  (n  =  80)  utilizando  un  conjunto  de  cebadores  degenerados  para  HAdV  (qPCR_HAdV)  ySe  detectaron  muestras  positivas  para  HAdV­F  (n  =  80)  utilizando  un  conjunto  de  cebadores  degenerados  de  HAdV  y  un  
conjunto  de  cebadores  específicos  de  HAdV­F  (qPCR_HAdV­F).  El  coeficiente  de  correlación  de  Pearson  indica  la  fuerza.

El  100%  (10/10)  de  las  muestras  F40  y  el  61,4%  (27/44)  de  las  F41.

3.2.  Análisis  filogenético  de  genes  de  fibra  y  hexón  HAdV­F

de  dependencia  lineal  entre  los  diferentes  ensayos  de  qPCR.  (b)  Diferencia  ∆Ct  entre  qPCR_HAdV­F

Entre  el  43,9%  (54/123)  de  las  muestras  previamente  caracterizadas  como  HAdV­F,  según

En  los  ejemplos  detectados  previamente  en  el  ensayo  qPCR_HAdV  y  no  secuenciados,  observamos  que  los  detectados  
en  el  ensayo  qPCR_HAdV  y  no  secuenciados,  observamos  que  HAdV­F  positivo

ensayo  en  comparación  con  muestras  positivas  para  HAdV  no  F  detectadas  mediante  qPCR_HAdV  usando  muestras  
degeneradas  con  muestras  positivas  para  HAdV  no  F  detectadas  por  qPCR_HAdV  usando  cebadores  degenerados

Las  muestras  positivas  para  HAdV­F  tuvieron  valores  de  Ct  significativamente  más  bajos  detectados  por  qPCR_HAdV­F  
las  muestras  tuvieron  valores  de  Ct  significativamente  más  bajos  detectados  por  el  ensayo  qPCR_HAdV­F  en  comparación

cies  (Ct  2,5  ciclos)  (Figura  1b).  Las  eficiencias  de  PCR  estimadas  correspondieron  a  un  promedio  de  valores  de  1,75  Ct  

entre  los  ∆Cts  de  las  muestras,  que  oscilaron  entre  0,04  y  8,09.  Sólo  tres  muestras  mostraron  un  ∆Ct  superior  a  5,0  Ct.  

Para  evaluar  el  rendimiento  del  conjunto  de  cebadores  específicos  de  HAdV­F,  comparamos  los  valores  de  Ct  obtenidos  

mediante  los  ensayos  qPCR_HAdV­F  y  qPCR_HAdV  en  cada  muestra  positiva  de  HAdV­F.  En  el  48,75%  (39/80)  de  las  

muestras  analizadas,  los  valores  de  Ct  para  los  cebadores  específicos  de  la  especie  F  fueron  más  bajos,  lo  que  sugiere  

que  los  cebadores  específicos  de  HAdV­F  pueden  detectar  una  carga  viral  más  alta  para  la  misma  muestra  en  comparación  

con  el  decano .  detectar  una  carga  viral  más  alta  para  la  misma  muestra  en  comparación  con  los  cebadores  degenerados

cebadores  borrados  (p  =  0,0129;  valores  medios  de  Ct  de  35,9  y  36,6,  respectivamente).  Esto  indica  (p  =  0,0129;  valores  
medios  de  Ct  de  35,9  y  36,6,  respectivamente).  Esto  indica  una  mayor  viralidad.

tipos  (Figura  1d).

qPCR_HAdV­F,  respectivamente.  La  línea  discontinua  horizontal  indica  los  valores  medianos  de  Ct.  *  p  ≤  0,05.

muestras  F40  y  el  68,2%  (30/44)  de  las  muestras  F41  en  este  estudio  para  el  HVR1­HVR6  del
una  región  conservada  del  gen  hexon  [15],  secuenciamos  con  éxito  el  70%  (7/10)  del

generar  cebadores  (Figura  1c).  Al  comparar  los  valores  de  Ct  de  la  muestra  positiva  para  
HAdV  (Figura  1c).  Al  comparar  los  valores  de  Ct  de  las  muestras  positivas  para  HAdV  previamente

y  valores  de  Ct  del  ensayo  qPCR_HAdV  para  muestras  positivas  para  HAdV­F  con  Ct  <40  (n  =  80).  Cada  punto  azul

gen  hexón.  Además,  también  amplificamos  la  región  del  eje  parcial  del  gen  de  la  fibra  larga  en

una  mayor  excreción  de  carga  viral  en  muestras  de  heces  de  pacientes  detectados  
con  tipos  entéricos  de  AdVHA  (Figura  1d).

representa  una  sola  muestra.  La  línea  discontinua  indica  el  punto  en  el  que  la  diferencia  en  los  valores  de  Ct
encontrado  en  cada  ensayo  de  qPCR  es  igual  a  cero  (∆Ct  =  0).  (c)  Comparación  pareada  de  los  valores  de  qPCR  Ct  obtenidos
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juntos,  compartiendo  >99%  de  identidad  de  nucleótidos  (nt).  Además,  las  regiones  HVR1­HVR6  de

Figura  2.  Árbol  filogenético  basado  en  la  secuencia  de  nucleótidos  de  las  regiones  hipervariables

Las  cepas  F40  mostraron  >99%  de  identidad  nt  con  las  regiones  correspondientes  del  gen  hexon
de  la  cepa  prototipo  Dungan  (AB330121),  y  a  cepas  detectadas  previamente  en  Brasil

Las  cepas  F40  estaban  más  conservadas  que  las  cepas  F41.  Las  siete  cepas  F40  agrupadas
El  análisis  filogenético  HVR1­HVR6  de  las  cepas  brasileñas  reveló  que  la

HVR6)  del  gen  hexón.  Las  cepas  HAdV­F40  y  ­F41  aisladas  en  este  estudio  se  indican  con  (HVR1­HVR6)  
del  gen  hexon.  Las  cepas  HAdV­F40  y  ­F41  aisladas  en  este  estudio  se  indican  con

Figura  2.  Árbol  filogenético  basado  en  la  secuencia  de  nucleótidos  de  las  regiones  hipervariables  (HVR1­

círculo  relleno  de  naranja  y  rojo,  respectivamente.  Las  cepas  de  referencia  se  descargaron  del  repositorio  
de  GenBank  y  se  etiquetaron  con  su  número  de  acceso/tipo  de  HAdV/año  de  recolección/ID  del  aislado/país.

3.2.1.  Gen  hexón

y  China  (MK883611)  (Figura  2).
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un  círculo  relleno  de  naranja  y  rojo,  respectivamente.  Las  cepas  de  referencia  se  descargaron  del  
repositorio  Gen­Bank  y  se  etiquetaron  con  su  número  de  acceso/tipo  de  HAdV/año  de  colección/ID  del  
aislado/país.  Las  cepas  prototipo  para  los  tipos  F40  y  F41  están  marcadas  con  un  diamante  negro.  El  
árbol  filogenético  se  construyó  utilizando  el  método  de  máxima  verosimilitud  utilizando  el  programa  
aleatorio  Axelerated  Maximum  Likelihood  (RAxML),  con  el  modelo  general  reversible  en  el  tiempo  (GTR)  
con  una  tasa  de  heterogeneidad  distribuida  gamma  entre  sitios  y  1000  iteraciones  de  arranque,  y  el  
software  MEGA11  v11.  0,13  (Auckland,  Nueva  Zelanda)  para  construir  y  visualizar  el  árbol.  Los  valores  
porcentuales  de  arranque  de  ≥70%  se  muestran  en  cada  punto  de  ramificación.  Los  grupos  y  subgrupos  
de  tipo  genoma  hexón  (H­GTC)  están  indicados  para  las  cepas  F41.

(Figura  3).  Curiosamente,  ninguna  cepa  brasileña  se  agrupó  en  el  subgrupo  F­GTC2.2.

3.2.2.  Gen  de  fibra

El  análisis  filogenético  de  HVR1­HVR6  en  las  cepas  F41  mostró  que  las  secuencias  brasileñas  
se  agruparon  en  dos  linajes  diferentes,  H­GTC1  y  H­GTC2  (H­GTC:  grupo  de  tipo  genoma  basado  
en  el  gen  hexon).  Entre  ellas,  el  20  %  (6/30)  de  las  cepas  se  agruparon  en  H­GTC1,  mientras  que  
el  80  %  (24/30)  se  agruparon  en  H­GTC2  (Figura  2).  En  términos  de  identidad  entre  los  aislados  
brasileños,  las  cepas  H­GTC2  mostraron  un  rango  de  variación  ligeramente  más  amplio  (95,9–100  
%  de  identidad  nt)  en  comparación  con  las  cepas  H­GTC1  (96,2–100  %  de  identidad  nt).  Con  
respecto  al  prototipo  TAK  (DQ315364),  H­GTC2  (92,4–93,5%  de  identidad  nt)  mostró  un  mayor  
grado  de  divergencia  que  H­GTC1  (96,5–99,8%  de  identidad  nt).

Todas  las  demás  cepas  brasileñas  F41  (n  =  23)  se  agruparon  en  F­GTC2  (subgrupo  F­GTC2.1)  y  
compartieron  identidades  nt  que  oscilaron  entre  el  91,2%  y  el  100%  en  comparación  con  los  otros  
grupos.  La  identidad  nt  máxima  (>99%)  se  observó  con  cepas  de  Sudáfrica  (MK962809),  el  Reino  
Unido  (OP174926),  Irak  (MG925782)  y  Alemania  (ON532825  y  KX868523).
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Las  cepas  H­GTC2  se  segregaron  en  dos  subgrupos,  y  H­GTC2.2  alberga  la  mayoría  de  
las  secuencias.  Las  identidades  de  nt  compartidas  oscilaron  entre  el  98,4  %  y  el  100  %  con  
cepas  de  China  (KY316161),  Japón  (LC726493),  Sudáfrica  (MK962810),  Suecia  (KX868523)  y  
Estados  Unidos  (KF303069).  Finalmente,  una  secuencia  (LVCA_29342)  se  agrupó  en  H­
GTC2.1,  compartiendo  una  identidad  nt  máxima  (>98%)  con  cepas  de  países  asiáticos  
(AB610522,  AB610527,  KT210190  y  MT952501)  y  Estados  Unidos  (ON56501).

Las  cepas  brasileñas  F41  compartieron  >98%  de  identidad  nt  con  la  cepa  prototipo  TAK  
(DQ315364)  y  se  agruparon  en  dos  grupos  genéticos  (F­GTC:  grupo  de  tipo  de  genoma  basado  
en  el  gen  de  la  fibra).  Dentro  del  grupo  F­GTC1,  ninguna  cepa  se  agrupó  con  el  subgrupo  F­
GTC1.1.  Una  cepa  brasileña  (LVCA_29630)  se  agrupó  en  el  subgrupo  F­GTC1.2,  mientras  que  
otras  tres  cepas  se  agruparon  en  el  subgrupo  F­GTC1.3,  mostrando  identidades  nt  máximas  
(>99%)  con  cepas  de  China  (KY316160,  MT150355  y  AB610544)  y  Japón  (AB610540  y  AB246870).

La  región  del  eje  parcial  del  gen  de  la  fibra  estaba  más  conservada  que  el  gen  del  hexón,  
entre  las  secuencias  de  los  tipos  F40  y  F41.  Las  diez  cepas  brasileñas  F40  se  agruparon,  
mostrando  una  similitud  nt  de  >99%.  La  región  analizada  del  gen  de  la  fibra  exhibió  una  
identidad  de  secuencia  nt  máxima  de  >98%  con  la  cepa  de  referencia  Dungan  (L19443)  y  con  
cepas  detectadas  en  Finlandia  (KU162869),  India  (KU884631  y  MT952560)  y  Sudáfrica  
(MK955316).  (Figura  3).

Un  análisis  más  detallado  reveló  que  H­GTC1  se  subdividió  en  tres  subgrupos.  H­GTC1.1  
con  una  cepa  representativa  (LVCA_30376),  que  se  agrupó  con  cepas  detectadas  en  Asia  
(MK342151  y  KT210193),  Europa  (OP174923,  ON532825  y  MW567963)  y  Sudáfrica  
(MK962806),  compartiendo  >99%  nt  identidad.  Cuatro  cepas  se  agruparon  en  H­  GTC1.2  y  
exhibieron  una  identidad  nt  máxima  (>99%)  con  cepas  de  China  (HM565136  y  MH465394)  y  
Japón  (AB103345).  H­GTC1.3  tenía  una  única  cepa  representativa  (LVCA_30088),  que  se  
agrupaba  con  cepas  de  países  asiáticos  (AB103347,  MT952499  y  DQ336391)  y  Estados  Unidos  
(ON565007),  mostrando  >99  %  de  identidad  nt.
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Figura  3.  Árbol  filogenético  basado  en  la  secuencia  de  nucleótidos  de  la  región  del  eje  parcial  del  gen  de  la  
fibra.  Las  cepas  HAdV­F40  y  ­F41  aisladas  en  este  estudio  se  indican  con  un  círculo  relleno  de  naranja  y  
rojo ,  respectivamente.  Las  cepas  de  referencia  se  descargaron  del  repositorio  de  GenBank  y  se  etiquetaron  
con  su  número  de  acceso/tipo  de  HAdV/año  de  colección/ID  del  aislado/país.  Las  cepas  prototipo  para  los  
tipos  F40  y  F41  están  marcadas  con  un  diamante  relleno  de  negro.  El  árbol  filogenético  se  construyó  utilizando  
el  método  de  máxima  verosimilitud  utilizando  el  programa  Randomized  Axelerated  Maximum  Likelihood  
(RAxML),  con  el  modelo  general  reversible  en  el  tiempo  (GTR)  con  una  tasa  de  heterogeneidad  distribuida  
gamma  entre  sitios  y  1000  iteraciones  de  arranque,  y  el  software  MEGA11  v11.  Se  utilizó  0,13  para  construir  
y  visualizar  el  árbol.  Los  valores  porcentuales  de  arranque  de  ≥70%  se  muestran  en  cada  punto  de  
ramificación.  Los  grupos  y  subgrupos  de  tipos  de  genoma  de  fibra  (F­GTC)  están  indicados  para  las  cepas  F41.
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Las  cepas  brasileñas  HAdV­F40  detectadas  estaban  en  su  mayoría  conservadas  entre  sí  dentro  de  HVR1­
HVR6.  Una  muestra  (LVCA_29219)  mostró  una  mutación  de  transversión  (G850T),  que  resultó  en  un  cambio  de  
aminoácido  de  alanina  (A)  a  serina  (S).  Comparado  con  el  Dungan

3.3.  Análisis  de  mutaciones  del  hexón  y  de  la  proteína  de  fibra  de  las  cepas  HAdV­F  que  circulan  en  Brasil  3.3.1.  
Gen  hexón
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3.3.2.  Gen  de  fibra

prototipo,  todas  las  cepas  brasileñas  albergaban  una  mutación  que  resultó  en  un  cambio  de  
aminoácido  [serina  (S)  a  leucina  (L)  (C488T)]  (Figura  4).

Las  mutaciones  de  transición  y  transversión  están  resaltadas  en  rojo  y  naranja,  respectivamente.  Las  mutaciones  
de  aminoácidos  están  resaltadas  en  rosa.  La  posición  del  nucleótido  definida  en  la  figura  se  refiere  a  la  región  
codificante  de  los  cebadores  dentro  de  HVR1­HVR6  (posición  289–967  nt  en  el  gen  hexón).

Figura  4.  Genoma  de  HAdV  con  la  proteína  hexón  representativa  del  tamaño  TAK  (DQ315364)  del  
prototipo  F41  (2778  nt)  que  muestra  los  HVR.  Posiciones  de  nucleótidos  de  mutaciones  sinónimas  
acumuladas  con  sus  mutaciones  de  aminoácidos  acumuladas  en  el  HVR1­HVR6  del  hexón  en  
comparación  con  la  cepa  prototipo  Dungan  (L19443)  y  TAK  (DQ315364)  para  los  tipos  F40  y  F41,  respectivamente.
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Para  las  cepas  brasileñas  F40,  la  región  del  eje  parcial  del  gen  de  la  fibra  acumuló  más  mutaciones  en  
comparación  con  la  región  HVR1­HVR6  del  gen  hexon.  Todas  las  muestras  brasileñas  de  F40  se  agruparon,  
divergiendo  de  la  cepa  Dungan  de  referencia  con  mutaciones  que  resultaron  en  cambios  de  aminoácidos  en  las  
posiciones  G476A  [arginina  (R)  a  glutamina  (Q)],  A914G.

Por  el  contrario,  las  cepas  F41  acumularon  numerosas  mutaciones  sinónimas  y  no  sinónimas .  Sólo  una  
muestra  (LVCA_30376)  se  agrupó  con  la  cepa  TAK  de  referencia  (H­  GTC  1.1),  con  una  mutación  de  transición  
(T930C)  compartida  con  todas  las  cepas  brasileñas.  Mutaciones  adicionales  en  cuatro  cepas  brasileñas  
mostraron  características  similares  con  las  cepas  de  referencia  H­GTC1.2,  con  mutaciones  de  transición  y  

transversión  dentro  del  HRV1.  Estas  mutaciones  dieron  como  resultado  cambios  de  aminoácidos  en  A446G  

[asparagina  (N)  a  ácido  aspártico  (D)]  y  T477G  [asparagina  (N)  a  lisina  (K)].  Una  muestra  se  agrupó  en  H­GTC  
1.3  y  portaba  varias  mutaciones  de  H­GTC  1.2  junto  con  otras  mutaciones  no  sinónimas,  incluida  la  inserción  
del  aminoácido  asparagina  (N)  (CAA;  nt  420–422)  (Tabla  1).  La  mayoría  de  las  cepas  brasileñas  F41  detectadas  
(n  =  24)  se  agruparon  con  H­GTC  2.2,  acumulando  varias  mutaciones  en  los  seis  HVR  analizados.  Este  grupo  
se  distingue  de  los  demás  por  una  deleción  de  tres  nucleótidos  (TCA;  nt  507–509)  y  la  presencia  de  mutaciones  
sinónimas  (G438A)  y  no  sinónimas  (T448C;  CCA589–591GAC;  G686A;  G755A;  A767T;  T799G;  C801T ;  A856G)  
(Figura  4).
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Específicamente,  se  identificó  HAdV  en  el  30%  de  las  muestras  previamente  confirmadas  como  
positivas  para  norovirus  o  rotavirus  [15].  Nuestro  equipo  de  investigación  también  informó  tasas  
de  detección  del  32,1%  para  norovirus  [30]  y  del  12%  para  rotavirus  [31]  en  estudios  realizados  
en  las  mismas  regiones  de  Brasil.  Estos  hallazgos  resaltan  la  circulación  sustancial  de  estos  
importantes  virus  entéricos  en  el  país,  particularmente  entre  niños  menores  de  dos  años.  Como  
era  de  esperar,  la  probabilidad  de  codetecciones  aumenta  con  la  cantidad  de  patógenos  
analizados.  En  la  misma  línea,  un  reanálisis  del  Global  Enteric  Multicenter  Study  (GEMS)  reveló  
la  presencia  de  dos  o  más  patógenos  asociados  a  la  diarrea  en  el  38,9%  de  las  muestras  [29].

4.  Discusión

Entre  los  tipos  no  entéricos  de  HAdV,  las  especies  A,  B,  C  y  D  se  detectan  con  frecuencia  
en  muestras  de  heces  en  todo  el  mundo  [13,14,32–34].  Si  bien  con  frecuencia  se  detectan  
especies  de  HAdV  no  entéricas,  su  papel  preciso  en  los  casos  de  AGE  sigue  siendo  incierto  [12].  
Sin  embargo,  algunos  estudios  han  informado  la  detección  de  HAdV  no  entérico  como  único  
agente  en  lactantes  con  AGE.  Por  ejemplo,  en  un  brote  de  AGE  en  Brasil,  HAdV­A12  fue  el  único  
virus  entérico  detectado  entre  varios  otros  examinados,  con  altas  cargas  virales  detectadas  en  
cinco  de  nueve  muestras  de  heces  [35].  Un  estudio  de  casos  y  controles  realizado  en  China  
sugirió  una  fuerte  correlación  entre  HAdV­B3  y  diarrea  en  niños  [36].  En  Italia,  un  estudio  en  el  
que  participaron  niños  hospitalizados  con  síntomas  de  AGE  detectó  únicamente  HAdV­C1,  ­C2  y  
­B3  no  entéricos.  Entre  las  muestras  positivas  para  AdVH,  se  detectaron  tipos  no  entéricos  en  
más  del  75%  de  los  pacientes  como  único  patógeno  entérico  [37].  Estos  estudios  enfatizan  la  
importancia  del  seguimiento  y  caracterización  de  los  tipos  no  entéricos,  especialmente  durante  los  brotes  de  AGE.

Por  el  contrario,  para  las  muestras  brasileñas  F41,  la  región  del  eje  parcial  del  gen  de  la  fibra  estaba  más  
conservada  en  comparación  con  la  región  HVR1­HVR6  del  gen  hexon.  A  pesar  de  tener  menos  mutaciones,  las  
cepas  F41  se  dividieron  en  dos  F­GTC  principales.  En  comparación  con  la  cepa  TAK  de  referencia,  la  mayoría  
de  las  mutaciones  dieron  lugar  a  sustituciones  sinónimas.

La  AGE  causada  por  HAdV  entérico  impone  una  carga  significativa  y  a  menudo  subestimada  sobre  las  
enfermedades  diarreicas  pediátricas  en  los  países  de  ingresos  bajos  y  medianos  [3,12,29].  La  falta  de  una  
metodología  de  vigilancia  estandarizada ,  incluidos  métodos  de  detección  molecular  cuantitativa  específicos  del  
AdVH­F40/41,  impide  una  caracterización  más  precisa  del  AdVH  entérico  y  su  impacto  en  las  enfermedades  
diarreicas.  Nuestro  estudio  proporciona  un  análisis  comparativo  del  rendimiento  analítico  de  dos  ensayos  de  
qPCR  utilizados  para  la  detección  de  HAdV  general  y  entérico  específico  en  muestras  de  heces  y  agrega  
información  novedosa  sobre  la  diversidad  genética  de  las  cepas  HAdV­F40/41  detectadas  en  casos  de  AGE  en  
Brasil.

Sólo  se  detectaron  dos  mutaciones  no  sinónimas.  El  primero  se  encontró  en  todas  las  cepas  brasileñas  F41  de  
ambos  subgrupos  (G596A),  que  cambió  el  aminoácido  de  serina  (S)  a  asparagina  (N).  La  otra  mutación  no  
sinónima  en  el  gen  de  la  fibra  F41  se  detectó  solo  en  muestras  de  F­GTC2.2  (G748T),  lo  que  provocó  el  cambio  
de  aminoácido  de  valina  (V)  a  fenilalanina  (F).

[lisina  (K)  a  arginina  (R)]  y  G946A  [alanina  (A)  a  treonina  (T)].  Tres  de  estas  cepas  F40  tenían  una  mutación  
adicional  en  G502A  [ácido  aspártico  (D)  a  asparagina  (N)].

Al  emplear  un  ensayo  qPCR  dirigido  específicamente  a  HAdV­F,  confirmamos  su  sensibilidad  mediante  la  
detección  de  muestras  de  heces  de  HAdV­F  previamente  secuenciadas.  Además,  el  nuevo  ensayo  identificó  tres  
muestras  previamente  clasificadas  como  especie  C.  Esto  sugiere  una  posible  coinfección  de  distintas  especies  
de  HAdV  dentro  del  mismo  paciente.  Las  tres  muestras  pertenecían  a  pacientes  menores  de  dos  años  y  un  
paciente  mostró  además  una  detección  simultánea  de  rotavirus.
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La  secuenciación  parcial  de  las  proteínas  entéricas  de  la  cápside  del  HAdV  también  podría  ser  
un  método  eficaz  para  análisis  filogenéticos  y  seguimiento  de  nuevos  linajes  emergentes  cuando  no  
se  dispone  de  la  secuenciación  completa  del  genoma.  Diferentes  especies  presentan  diferentes  
mecanismos  de  evolución.  Por  ejemplo,  la  aparición  de  nuevos  tipos  en  las  especies  B,  C  y  D  de  
HAdV  se  asocia  con  la  recombinación  homóloga  dentro  de  los  tipos  de  especies  [38–40].  De  manera  
diferente,  para  la  especie  F  no  hay  evidencia  de  recombinación  entre  los  tipos  F40  y  F41,  y  su  estructura  molecular

En  nuestro  estudio  anterior,  también  observamos  codetecciones  entre  diferentes  virus  entéricos.
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Las  tasas  de  detección  más  altas  de  F41  en  comparación  con  F40  pueden  estar  relacionadas  con  su  mayor  
diversidad  genética,  una  tendencia  reportada  en  estudios  en  Brasil  y  varios  otros  países  [13,14,34,36]  que  puede  
conferir  una  ventaja  genética.  Los  análisis  filogenéticos  de  los  genes  de  hexón  y  fibra  de  F40  y  F41  revelan  que  
las  cepas  brasileñas  que  circulan  en  el  país  tienen  una  alta  similitud  genómica  con  las  que  circulan  a  nivel  mundial,  
sin  evidencia  de  una  nueva  variante  emergente  de  HAdV­F.

A  finales  de  2021  y  principios  de  2022,  se  informó  en  varios  países  del  mundo  la  aparición  de  
casos  de  hepatitis  aguda  en  niños .  Estos  casos  se  vincularon  inicialmente  con  altas  tasas  de  
detección  de  HAdV­F41,  sin  que  se  detectaran  virus  de  la  hepatitis  aguda  clásica  [45,46].  Al  principio,  
esta  observación  sugirió  la  circulación  de  una  nueva  cepa  potencialmente  virulenta  de  HAdV­F41.  En  
nuestro  estudio,  detectamos  algunas  mutaciones  en  los  genes  hexón  y  de  fibra  larga  parcialmente  
secuenciados  de  las  cepas  tipo  F41  que  circulaban  antes  de  los  casos  de  hepatitis  grave.  Además,  
varias  cepas  de  F41  identificadas  en  Brasil  más  de  dos  años  antes  de  la  aparición  de  casos  graves  
de  hepatitis  exhiben  una  alta  identidad  de  nucleótidos  con  cepas  de  F41  recientemente  secuenciadas  
detectadas  en  muestras  de  niños  afectados.  Nuestros  hallazgos  se  alinean  con  estudios  del  Reino  
Unido,  Alemania  y  Kenia  que  analizaron  la  diversidad  genómica  de  las  cepas  F41  circulantes  antes  y  
durante  la  aparición  de  casos  graves  de  hepatitis.  La  mayoría  de  las  cepas  pertenecían  al  linaje  2,  lo  
que  implica  que  puede  haber  factores  adicionales  involucrados  en  la  aparición  de  estos  casos  [41,43].  
Más  recientemente,  un  estudio  realizado  en  el  Reino  Unido  también  informó  que  los  linajes  F41  
detectados  antes  y  después  de  la  COVID  ya  estaban  circulando  en  el  Reino  Unido  [42].  Todos  estos  
estudios  detectaron  un  tercer  linaje,  mostrando  una  divergencia  significativa  en  la  fibra  corta,  lo  que  
sugiere  un  nuevo  recombinante  que  aún  no  ha  sido  detectado  en  Brasil.

De  acuerdo  con  los  resultados  obtenidos  en  el  este  de  la  India  [44],  nuestro  análisis  demostró  
que  las  cepas  brasileñas  de  HAdV­F40  eran  menos  predominantes  y  estaban  más  conservadas  
genéticamente  que  las  cepas  HAdV­F41.  Las  cepas  brasileñas  F41  se  dividieron  en  dos  linajes  o  
grupos  principales  según  el  análisis  filogenético  de  los  genes  de  fibra  larga  y  hexón  parcialmente  
secuenciados,  y  la  mayoría  de  las  cepas  que  circulan  en  el  país  se  agrupan  con  GTC2.  Otros  países  
han  informado  de  la  cocirculación  de  varias  cepas  F41,  con  predominio  del  linaje  2  [41,44].

En  el  estudio  actual,  exploramos  la  diversidad  genética  de  las  cepas  HAdV­F40/41  mediante  la  
amplificación  parcial  de  las  regiones  hipervariables  del  hexón  y  los  genes  de  fibra  larga  de

Hallazgos  recientes  han  indicado  que  la  coinfección  del  virus  adenoasociado  2  (AAV2)  con  
otros  patógenos,  incluido  HAdV­F41,  puede  provocar  enfermedad  hepática  [47,48].  Un  estudio  
epidemiológico  de  aguas  residuales  realizado  en  Irlanda  también  determinó  una  correlación  entre  la  
carga  de  casos  de  hepatitis  grave  y  la  carga  viral  diaria  de  HAdV  y  AAV2  en  las  aguas  residuales,  
lo  que  indica  que  la  circulación  comunitaria  de  estos  patógenos  puede  estar  asociada  con  el  brote  [49].

Esto  podría  llevar  a  una  interpretación  errónea  de  los  principales  grupos  que  circulan  en  el  país  y  
potencialmente  a  perder  información  clave  sobre  la  diversidad  de  HAdV­F.  Además,  nuestro  análisis  
de  la  evolución  de  la  especie  F  se  basó  en  segmentos  parciales  de  los  genes  del  hexón  y  de  la  fibra  
larga  en  lugar  del  genoma  completo.  Otros  genes,  como  el  gen  de  la  fibra  corta  y  las  regiones  E3  y  
E4,  son  puntos  críticos  conocidos  de  mutaciones  y  su  análisis  podría  proporcionar  nuevos  datos  
importantes  sobre  la  evolución  del  AdVHA  [41–43].

La  evolución  parece  estar  impulsada  por  la  acumulación  de  mutaciones  puntuales  en  varias  regiones  
del  genoma  dentro  de  cada  tipo.  Estudios  recientes  que  analizan  todo  el  genoma  de  HAdV­F41  han  
demostrado  que  los  genes  del  hexón  y  la  fibra  (tanto  cortos  como  largos),  junto  con  las  regiones  E3  
y  E4,  son  los  principales  puntos  críticos  de  mutaciones  [41­43].  Estudios  filogenéticos  recientes  del  
tipo  F41  identificaron  tres  linajes  o  grupos  genéticos  diferentes  [41].  Para  dilucidar  mejor  la  filogenia  
y  la  diversidad  genética  del  AdVHA  entérico  circulante  en  Brasil,  secuenciamos  el  HVR1­HVR6  del  
gen  hexón  y  la  región  del  eje  parcial  del  gen  de  la  fibra  de  muestras  positivas  para  AdVHA­F  
recolectadas  entre  2018  y  2020.  compararon  las  cepas  brasileñas  F41  con  las  secuencias  F41  
obtenidas  antes  y  durante  los  casos  de  hepatitis  grave.

5.  Conclusiones
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Nuestro  estudio  tiene  limitaciones.  En  primer  lugar,  no  pudimos  realizar  pruebas  qPCR­F  en  todas  
las  muestras  positivas  para  HAdV,  ni  pudimos  secuenciar  todas  las  muestras  positivas  de  los  tipos  F40  y  F41.
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