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RESUMEN

El objetivo del estudio fue caracterizar molecularmente los serotipos 4, 8b y 11 de Adenovirus
aviar grupo | (FAdV-I) aislados de explotaciones avicolas peruanas mediante la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa Multiple (PCRm) basada en el gen de la fibra adenoviral. Para ello, se
disefiaron cebadores a partir de secuencias de oligonucledtidos especificas del gen de la fibra para
FAdV-4, 8by 11. Se caracterizaron 30 aislamientos recolectados entre 1998 al 2021 compatibles
a Hepatitis por Cuerpos de Inclusién (HCI) por histopatologia. Se optimiz6 la PCRm a través de
distintas condiciones y se desarrollaron controles plasmidicos positivos mediante clonacion de
los productos amplificados en un sistema bacteriano del tipo Escherichia coli. La PCRm
optimizada presentd una sensibilidad de hasta 0.1132 ng/uL y 0.1132 pg/uL usando como
templado ADN viral y plasmidico, respectivamente. Del total de 30 muestras evaluadas se
identificaron que 14 aislados (46.7%) fueron positivos a FAdV-4, 12 (40%) a FAdV-8b vy, dos
(6.7%) a FAdV-11. Asimismo, se evidenci6 coinfeccion de FAdV-4 y 11 en un aislado (3.3%).
Los resultados del PCRm se compararon con el secuenciamiento en base al gen del hexon (prueba
de referencia); siendo la sensibilidad de 100% para identificar FAdV-4, 92.3% para FAdV-8b y
100% para FAdV-11. Los hallazgos del presente estudio sostienen que la caracterizacion
molecular de la fibra mediante la PCRm puede constituir una técnica importante y practica para

la deteccion y diferenciacion de los serotipos de FAdV-I.

Palabras clave: Adenovirus Aviar, PCR multiple, fibra, Per(



ABSTRACT

The objective of the study was to molecularly characterize Fowl adenovirus group | (FAdV-I)
serotypes 4, 8b and 11 isolated from Peruvian poultry farms using the Multiple Polymerase Chain
Reaction (mMPCR) based on the adenoviral fiber gene. For this purpose, primers were designed
from specific oligonucleotide sequences of the fiber gene for FAdV-4, 8b and 11. 30 samples
collected between 1998 and 2021 compatibles with Inclusion Body Hepatitis (IBH) by
histopathology were characterized. The mPCR was optimized through different conditions and
the positive control plasmids were developed by cloning of amplified products in a bacterial
system of Escherichia coli type. Optimized mPCR presented a sensitivity of up to 0.1132 ng/uL
and 1132 pg/uL using viral and plasmid DNA as template, respectively. Of the total of 30 samples
evaluated, it was identified that 14 samples (46.7%) were positive for FAdV-4, 12 (40%) for
FAdV-8b and, two (6.7%) for FAdV-11. Additionally, FAdV-4 and 11 coinfection was evidenced
in one sample (3.3%). mPCR results were compared with hexon gene-based sequencing (gold
standard test); being the sensitivity of 100% to identify FAdV-4, 92.3% for FAdV-8b and 100%
for FAdV-11. The findings of the present study support that the molecular characterization of the
fiber by mPCR could constitute an important and practical technique for the detection and

differentiation of FAdV-I serotypes.

Keywords: Fowl adenovirus, multiplex PCR, fiber, Peru



INTRODUCCION

El Adenovirus aviar grupo | (FAdV-1) es un patégeno reportado en la industria avicola
que afecta a pollos de engorde, gallinas ponedoras y reproductoras (Yasmeen et al., 2017;

Schachner et al., 2018).

Los FAdV-I, son virus de doble cadena de ADN sin envoltura, de aproximadamente 43 -
45 Kilo pares de bases (kbp) y 70 a 90 nm de didmetro (Hess et al., 2000; Benko et al.,
2005). Su material genético esta cubierto por una capside icosaédrica de 252 capsémeros
en total, 240 conocidos como hexones y 12 como bases de penton. Estos Gltimos se
encuentran unidos a uno o dos fibras que sobresalen de él y cuya unién se denomina
pentdn (Gelderblom y Maichle 1982; Hess et al., 1995). Ademas de su importancia
estructural, el hexon, la base del pentony la fibra, median la interaccion con los receptores
de la célula hospedera durante la infeccion viral (Russell et al., 2009). Por otro lado, los
FAdV-I se dividen en 5 especies que a su vez se agrupan en 12 serotipos: FAdV-A
(FAdV-1), FAdV-B (FAdV-5), FAdV-C (FAdV-4y 10), FAdV-D (FAdV-2, 3,9y 11) y

FAdV-E (FAdV-6, 7, 8a 'y 8b) (Harrach et al., 2012).

Este virus se trasmite de forma vertical, de aves reproductoras a su progenie; asi como
también de forma horizontal, a través del contacto con aves infectadas mediante la cama,
heces, agua o fomites. Entre las enfermedades clinicas causadas por este virus se
encuentran la erosion de la molleja, la pancreatitis, el hidropericardio, y la hepatitis por
cuerpos de inclusion (HCI). Esta ultima se caracteriza por lesiones en el higado; el cual
puede hallarse hemorragico, necrotico, palido, e incluso presentar agrandamiento y
textura friable. Las aves presentan letargia y depresion, siendo afectada su conversién
alimenticia y ganancia de peso; lo cual termina disminuyendo la produccion de las

explotaciones (Hess, 2000). Esta patologia puede manifestarse por un repentino aumento



de mortalidad cuyo pico se da a los tres a cuatro dias post infeccion, cesando entre los
cinco y seis dias después. Sin embargo, en algunos brotes las muertes han continuado
hasta las tres semanas representando entre el 10% y hasta 30% de mortalidad (Silvera et

al., 2016).

Mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se ha identificado a FAdV-I a
partir de regiones especificas y conservadas del gen hexon. Asimismo, al complementar
esta técnica con el polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) o el
secuenciamiento de nucle6tidos, se ha logrado diferenciar sus 12 serotipos (Raue y Hess

1998; Meulemans et al., 2001; Meulemans et al., 2004).

En Per, se han caracterizado los serotipos 4, 8 y 11 del FAdV-I de muestras recolectadas
en diferentes zonas entre el 2009 y el 2011, mediante PCR-RFLP basado en el gen del
hexon (Chumbe et al., 2012). Posteriormente, Rodriguez et al. (2014) por medio del
analisis de una region del hexon, determinaron que 47 muestras de HCI aisladas en el pais
pertenecian al serotipo 4 del grupo FAdV-C; mientras que Silvera et al. (2016)
identificaron en un brote de HCI la presencia de los serotipos 4 y 8b, de los cuales 18
(27.3%) pertenecieron al FAdV-4 y 48 (72.7%) a FAdV-8b. Por otro lado, a través del
secuenciamiento del genoma completo de una cepa aislada en Arequipa, se identificd que
ésta pertenecia al serotipo 8b (lzquierdo et al., 2016). Asimismo, Gémez-Sanchez et al.
(2010) reportaron la presencia de FAdV-5 valiéndose de la técnica de PCR-RFLP basado

en el hexodn.

De igual forma, la fibra constituye una proteina importante para el diagnéstico debido a
la variabilidad de secuencias entre los serotipos de FAdV-I. El papel principal de esta
proteina es el reconocimiento de los receptores celulares del huésped, lo que permite el

ingreso del virus y afianza su tropismo celular. Siendo éstas las caracteristicas que la



relacionan con la infectividad y patogenicidad de FAdV-1 (Hess et al., 1995; Guardado

etal., 2007; Zhang et al., 2018).

La fibra es variable entre las especies de adenovirus, siendo una fibra sencilla para FAdV-
B (FAdV-5), FAdV-D (FAdV-2, 3,9y 11) y FAdV-E (6, 7, 8ay 8b) y doble (fibra 1y
fibra 2) para FAdV-A (FAdV-1) y FAdV-C (FAdV-4 y 10). Su composicion de
aminoacidos (aa) varia segun el serotipo, asi la fibra 1 de FAdV-4 posee 431 aa y la fibra
2 posee 479 aa (Marek et al.,2012). Mientras, la Unica fibra de FAdV-8b contiene 523 aa
y la fibra de FAdV-11 contiene 572 aa (Grgic et al.,2014). Inicialmente, mediante el
andlisis filogenético, secuenciamiento, y la técnica de PCR-RFLP del gen de la fibra se
han identificado cepas que pertenecen a un mismo serotipo pero que se han diferenciado
en patogenicidad (Pallister et al., 1996; Okuda et al., 2006; Mase et al., 2010).
Recientemente se ha reconocido que la fibra 2 participa como un determinante de
patogenicidad (Zhang et al., 2018); mientras que la fibra 1 de FAdV-4 se encuentra
directamente ligada a la infeccion viral a través de los dominios de su eje y cabeza (Wang
et al., 2020). Asimismo, la fibra 1 puede inducir proteccién contra cepas hipervirulentas
y participar en la unién al receptor adenoviral y coxsackie (coxsackie and adenovirus
receptor, “CAR”), importante para la infeccion de FAdV-4 (Wang et al., 2018; Pan et al.,

2020; Wang et al., 2020).

Si bien la PCR basada en el hexdn seguida de la digestién enzimatica o secuenciamiento
puede identificar especies y serotipos de FAdV-I, los avances en biologia molecular han
ampliado la posibilidad de un diagndstico mas rapido y efectivo como la reaccion en
cadena de la polimerasa multiple (PCRm) (Bolivar et al., 2014). Esta técnica tiene la
ventaja de detectar y distinguir multiples agentes patdgenos usando una mezcla de

diferentes sets de cebadores en una sola reaccidn, en lugar de correr varias PCR en forma
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independiente (Elnifro et al., 2000). En la industria avicola solo se han desarrollado
PCRm capaces de diferenciar entre distintos patdgenos incluyendo al FAdV-1, aunque no
entre sus serotipos (Caterina et al., 2004; Freick et al., 2008; Yao et al., 2019).
Considerando lo mencionado, la PCRm facilitaria el diagndstico de este virus en Peru,
mas aun cuando no se cuenta con registros epidemioldgicos de los serotipos circulantes
desde el afio 2016. De acuerdo a lo descrito, la PCRm constituye una técnica efectiva
para un diagnostico rapido; por lo que el objetivo del presente estudio fue caracterizar la
presencia del gen de la fibra de los serotipos de FAdV-4, 8b y 11 en aislados provenientes

de explotaciones avicolas peruanas mediante la optimizacion de la técnica de PCRm.
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MATERIALES Y METODOS

Disefio del estudio

Estudio observacional descriptivo. Con el fin de identificar molecularmente el gen de la
fibra para los serotipos FAdV-4, 8b y 11 de FAdV-I en muestras positivas a HCI, se
estandarizo la técnica de PCRm a partir del disefio de cebadores especificos para cada

serotipo.

Recoleccién de muestras

Se trabajaron 30 muestras de higados de embrion de pollo con diagnostico compatible a
HCI. Las muestras estuvieron almacenadas a -20°C y provinieron de un criobanco del
laboratorio de Investigacion y Desarrollo de Quimtia S.A. Se obtuvieron después de
pasajes en huevos libres de patdgenos especificos (SPF) a partir de aislados de higado de
pollo con diagnéstico a HCI (mediante histopatologia), los cuales fueron recolectados
entre 1998 al 2021 procedentes de diferentes zonas de Per(. Las aves reportaron depresién
severa, pérdida de peso, disminucion de la conversion alimenticia; ademas de presentar
hepatomegalia y petequias distribuidas en el higado durante la necropsia.

Para la optimizacion de la PCRm se utilizaron tres muestras previamente identificadas
como FAdV-4, 8b y 11 mediante secuenciamiento en base al gen del hexdn en el Poultry

Diagnostic and Research Center (PDRC) de la Universidad de Georgia en EEUU.

Extraccién de ADN genomico/viral (ADNQ)

La extraccion de ADN gendmico se realizé a partir de 0.25 mg de muestras de higado de
embrion de pollo utilizando el kit de extraccion comercial PureLink Genomic DNA mini

kit (Invitrogen-Thermo Scientific, EEUU) vy siguiendo las recomendaciones del
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fabricante. La concentracion de ADN y pureza se determind por espectrofotometria
usando el NanoDrop One C (Thermo Scientific, EEUU). Las muestras fueron dispuestas

en alicuotas y conservadas a -20°C hasta su uso.

Disefio de cebadores para la PCRm

In silico, mediante el programa informético Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
de la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) se
seleccionaron las secuencias idénticas a la secuencia problema (query sequence) de la
fibray fibra 1 de FAdV. Se recopilé en formato FASTA la informacion de 83 secuencias,
siendo 49 secuencias de la fibra 1 para FAdV-4, 18 y 16 secuencias de la fibra para los
serotipos FAdV-8b y FAdV-11, respectivamente (Anexo 1). Las secuencias se
sometieron a un alineamiento multiple mediante el programa Clustal Omega (v. 2.0.12)
para disefiar los cebadores (sentido y antisentido) de regiones variables entre los serotipos
FAdV-4, 8by 11, aunque de regiones conservadas para su serotipo diana. Se tuvieron en
cuenta los siguientes parametros: nimero de nucleétidos o longitud (20 a 25), temperatura
de Fusion (TF) (50-60°C), porcentaje de nucleétidos Guanina y Citosina (GC%) (40-
60%). Ademas, con el programa Oligo Calc (Oligonucleotide Properties Calculator) se
evalué la auto complementariedad y formacién de estructuras secundarias de los
cebadores. Finalmente, las secuencias de los cebadores se enviaron a sintetizar a un

laboratorio externo (Integrated DNA Laboratory, EEUU).

Evaluacion de la especificidad de los cebadores

In silico

Cada par de cebadores disefiados fueron sometidos a un analisis por BLAST nucledtidos
(Rodriguez et al.,2018) para evaluar el porcentaje de identidad del serotipo al que

pertenecen dentro de la base de datos del NCBI.
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PCR convencional individual

A partir de las muestras de ADN identificadas previamente por secuenciamiento como
serotipos FAdV-4, 8b y 11 se evalud la especificidad de los cebadores sintetizados
mediante la amplificacion de los fragmentos esperados para cada serotipo. Para optimizar
las condiciones de la PCR, se realizaron dos reacciones usando el PCR Master Mix 2x
(Promega corporation, EEUU); la primera con 7.14 uM de concentracion final de
cebadores a dos distintas temperaturas de alineamiento (Ta) a 52 y 54°C (debido a la
temperatura de fusién o melting mas baja de los cebadores menos 5°C), y la segunda
condicion con 0.7 uM de concentracidn final de cebadores a una Ta de 54°C (Anexo 2,
3). Ambas reacciones se trabajaron con 40 ciclos en las condiciones del termociclador
(Anexo 4). Luego, cada juego de cebadores se enfrentd a las tres muestras pertenecientes
a cada serotipo para evaluar su especificidad, tomando en cuenta las condiciones de PCR
del Anexo 3y 4 (54°C de Ta). Las reacciones se realizaron en el termociclador T100 (Bio
Rad, EEUU). Un control negativo se coloco en cada ensayo conteniendo agua ultrapura

o libre de nucleasas en lugar de ADN.

Optimizacion de la PCRm empleando ADN gendmico/viral

Se sometieron las condiciones optimizadas de la PCR convencional empleando los tres
juegos de cebadores y los tres ADN templados (FAdV-4, 8b y 11) en una sola reaccion.
Para ello, se incrementd el volumen de PCR Master Mix 2x debido a la adicién de

componentes (Anexo 5). Se siguio la programacion de termociclador del Anexo 6.

Adicion de MgSO; a diferentes temperaturas de alineamiento

Para obtener mejor eficiencia de la reaccion se adiciond 3.77 uM de MgSQO4 (Anexo 7)

y; se realizd una gradiente de la temperatura alineamiento en la programacion del
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termociclador (Anexo 8) debido a las diferentes temperaturas de fusién de los juegos de

cebadores detallados en el Anexo 11.

Tiempo de extension y nimero de ciclos

Con el fin de eliminar la presencia de bandas inespecificas y dimeros, se disminuyo el
tiempo de extension a 1 minuto y 30 segundos (tiempo promedio de extension de acuerdo
al tamafio de los fragmentos de la fibra) y, se redujo el nimero de ciclos a 20. De esta
manera, las condiciones estandarizadas para la reaccién de PCRm de una sola muestra de
ADN se muestran en el Anexo 9, mientras que las condiciones del termociclador se

describen en el Anexo 10.

Deteccidn de los productos amplificados

Los productos fueron separados por electroforesis en 0.9% de gel de Agarosa (Cleaver
Scientific, Reino Unido) sumergido en buffer Tris-acetate-EDTA (TAE) (Cleaver
Scientific, Reino Unido) a una concentracion de 1X a 120 voltios por 70 minutos. Se
empleo el colorante SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen-Thermo Scientific, EEUU) en
una proporcién 1:10000 en el gel, mientras que el colorante de carga 6X TriTrack DNA
Loading Dye (Invitrogen-Thermo Scientific, EEUU) se empled a una relacion de 1:5 con
cada producto de PCR. Se utiliz6 como marcador de peso molecular al 1Kb Opti-DNA
Marker (Applied Biological Materials Inc., Canada). Transcurrido el tiempo mencionado
se visualizo en el transiluminador la positividad del gen amplificado mediante la

presencia de una banda brillante del tamafio que le correspondiera segun el serotipo.
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Desarrollo de controles positivos con ADN plasmidico (ADNp)

Purificacion del ADN a partir del gel de agarosa

Los productos de ADN obtenidos para cada serotipo se extrajeron y purificaron a partir
del gel de agarosa mediante el kit Zymoclean Gel DNA Recovery (Zymo Research,

EEUU), siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Clonacién y transformacion

Con la finalidad de tener a disposicion constante las secuencias de cada serotipo viral
amplificado, se procedio al clonamiento de éstas en un sistema bacteriano. Se utilizo el
vector TOPO TA cloning kit for subcloning (Invitrogen-Thermo Scientific, EEUU),
siguiendo las sugerencias del fabricante. Seguidamente, se realizO el proceso de
transformacion por choque térmico con las células competentes de Escherichia coli DH5
alfa (Invitrogen-Thermo Scientific, EEUU). Las bacterias se sembraron en agar LB
(Sigma-Aldrich, EEUU) conteniendo ampicilina, IPTG y X-gal para realizar la técnica de
cribado azul/blanco (visualizacién de colonias blancas con inserto de secuencias
amplificadas, y colonias azules sin inserto). Se seleccionaron las colonias blancas
conteniendo a los clones de ADN plasmidico (ADNp) para elaborar la MASTER PLATE
(placa maestra con clones de trabajo). Posteriormente, mediante el kit GenElute Plasmid
Miniprep (Sigma-Aldrich, EEUU) se purific6 el ADNp, verificando su correcta
extraccion al visualizar las diferentes formas del plasmido (superenrollado, circular,

linear) en electroforesis. en una electroforesis.

Digestion con enzimas de restriccion

Para corroborar que los insertos esperados de las secuencias de FAdV 4, 8b y 11 se
encuentren integrados en los plasmidos obtenidos, se empleo la enzima ECO RI (Thermo

Scientific, EEUU) segun las indicaciones del fabricante. Al término del procedimiento se
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realizo una electroforesis de los plasmidos digeridos en donde se evalué la presencia de
dos bandas, una del tamafio del vector (3.9 kbp) y la otra correspondiente al tamafio del

del inserto de la fibra segun el serotipo.

Secuenciamiento por el método de Sanger

Los ADN plasmidicos provenientes de la clonacion de productos de PCR, se secuenciaron
en la empresa Macrogen (Seul, Corea). Mediante BLAST nucle6tidos se verificd el
porcentaje de identidad del fragmento amplificado frente a las secuencias del serotipo al

que pertenecen dentro de la base de datos del NCBI.

Sensibilidad de la PCRm

Para conocer el limite de deteccion de la PCRm, se realizaron diluciones seriadas (1:10)
de las tres muestras de ADN gendmico trabajadas, y de las tres muestras de ADN
plasmidico desarrolladas. Bajo las condiciones del Anexo 7, se prepard la primera
reaccion con una concentracion final de cada ADN de 11.32 ng/uL y, posteriormente se
realizaron 8 diluciones seriadas hasta alcanzar una concentracion final para cada ADN de
11.32 x 108 ng/uL. Las condiciones del termociclador se encuentran descritos en el Anexo

10.

Especificidad de la PCRm

Para conocer la capacidad de la PCRm de solo detectar y diferenciar FAdV-4, 8by 11, se
prepararon reacciones empleando el ADN de otros virus aviares: virus de la enfermedad
de Newcastle (NDV), virus de la bursitis infecciosa (IBDV), virus de la laringotraqueitis
infecciosa (ILTV), Adenovirus aviar grupo Il (FAdV-I11I), y los serotipos FAdV-7y 9 de

FAdV-I. Se utilizé como control positivo el ADNp obtenido de cada serotipo.
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Evaluacion de las muestras de HCI mediante la PCRm

Se realiz6 una reaccion de la PCRm optimizada para cada muestra de ADNg; mientras
que la reaccioén del control positivo emple6 los tres ADNp desarrollados en simultaneo.
Las condiciones de la PCRm y termociclador se describen en los Anexos 9 y 10. La
concentracion final de cada ADNg estuvo dentro del rango de 7.54-15.09 ng/plL vy, la

concentracion empleada para cada ADNp fue de 11.32 x 10 ng/ uL 0 11.32 pg/ pL.

Por otro lado, los 30 aislados diagnosticados por histopatologia como HCI fueron
enviados a secuenciamiento en base al gen del hexon (prueba de referencia) en el PDRC

para la identificacion de su serotipo.

Analisis de los datos

Cada producto amplificado de las muestras del criobanco se compararon con los controles
plasmidicos para identificar a qué serotipo de FAdV-l pertenecieron. Asimismo; se
compararon estos resultados con los obtenidos por secuenciamiento del hexon,
determinandose en una tabla la sensibilidad de la técnica optimizada (PCRm basado en

la fibra) frente a la prueba de referencia (secuencimiento basado en el hexén).
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RESULTADOS

Extraccion de ADN genémico/viral

Las concentraciones de ADNg dieron entre 200 a 500 ng/puL por espectrofotometria,
confirmando su pureza con una relacion de absorbancia A260/280 entre 1,8-2,0. Para su
uso en las reacciones de PCR se llevaron a una concentracion dentro del rango de 100 a

200 ng/uL.

Disefio de cebadores para la PCRm

In silico se obtuvieron las secuencias de los cebadores sentido y antisentido para cada
serotipo de FAdV-I (Cuadro 1). Los parametros de cada cebador segun el laboratorio de

origen se muestran en el Anexo 10.

Cuadro 1. Cebadores disefiados para la identificacion de los serotipos de FAdV-I

Serotipo Gen  Nombre Secuencias Posicion ~ Producto(pb?®)

5 GTACCTTTGGAG

1 -
o Ad4s CGTGCGA 3 87-107
FAdV-4 1186
1 ,
Adap? 5 CGTTGGGGGAGT  ,rn 1576
AGACGTAACCCT 3’
5 GTTGATGATGTC
Ad8bS? 460-484
FAdV- GACTGGGAGTTA 3’
Fibra 978

8b
AdBbA? 5 TGCGGAAGGTCC 1416-1438

CTTGTATCTC 3
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5 ATGGGACAGCAC

1 -
EAdV- AdBbS TCCAGCCGAA T 31-53
Fibra 1655
11 ,
Ad8bA? 5 ACAGGAGTAGAA 1663-1686
AAGGGTCCGAT 3
1 sentido

Zantisentido

3pares de bases

Evaluacion de la especificidad de los cebadores

In silico

Mediante el analisis por BLAST de nucledétidos, se verifico la especificidad de cada juego
de cebadores con sus correspondientes secuencias dianas. Se obtuvo un porcentaje de
identidad entre 90-100% entre serotipos de su misma especie, sin interferencia con otras

especies de Adenovirus aviar u otros virus aviares.

PCR convencional individual

La primera reaccion de PCR con una concentracion final de cebadores de 7.14 uM y a
dos distintas Ta (52°C y 54°C), mostré por electroforesis la amplificacién de los
fragmentos esperados para cada serotipo (Figura 1). No se observé diferencias entre las
Ta, por lo que la segunda reaccion se trabajé con una Ta a 54°C debido a ser la
temperatura mas cercana a la temperatura de fusion de los cebadores de FAdV 4 y 11.
Asimismo, al disminuir la concentracion final de los cebadores de 7.14 uM a 0.7 uM, se
observo una mejor eficiencia de los productos amplificados y una disminucién en la
cantidad de dimeros (Figura 2). Finalmente, con las condiciones de la segunda reaccion,
se evalud la especificidad de los cebadores para cada serotipo (Figura 3). La electroforesis
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reveld los productos esperados para cada serotipo, los cebadores Ad4S y Ad4A

amplificaron un producto de 1186 pb perteneciente a FAdV-4, pero no amplificaron los

productos para las muestras de los serotipos FAdV-8b y 11. El par de cebadores Ad8bS

y Ad8bA amplificaron un producto de 978 pb aproximadamente para FAdV-8b y no

amplificaron para FAdV-4 y 11. Por ultimo, el par de cebadores Ad11S y AdllA

amplificaron un producto de 1655 pb para la muestra FAdV-11 pero no para FAdV-4y

8b. Los resultados obtenidos determinaron que los cebadores disefiados fueron

especificos para cada serotipo.

52°C 54°C

FAdV 4 FAdV 8b FAdV 11 FAdV 4 FAdV 8b FAdV 11

M 1 2 3 4 5 6 M 1 2 3

2000 pb
1500 pb
1000 pb

Figura 1. Electroforesis de la PCR con Ta de 52 y 54°C, concentracion final de cebadores

a 7.14 uM. M: marcador; carril 1: muestra FAdV-4; carril 2: control sin ADN; carril 3:

muestra FAdV-8b; carril 4: control sin ADN; carril 5: muestra FAdV-11; carril 6: control

sin ADN.

FAdV 4 FAdV 8b FAdV 11

M 1 2 3 4 5 6

2000 pb
1500 pb

1000 pb
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Figura 2. Electroforesis de la PCR con Ta de 54°C, concentracion final de cebadores a
0.7 uM. M: marcador; carril 1: muestra FAdV-4; carril 2: control sin ADN; carril 3:
muestra FAdV-8b; carril 4: control sin ADN; carril 5: muestra FAdV-11; carril 6: control

sin ADN.

Cebadores Cebadores Cebadores
FAdV 4 FAdV 8b FAdV 11

2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

M 1

2000 pb
1500 pb

1000 pb

Figura 3. Electroforesis de la PCR para evaluar especificidad de los cebadores. M:
marcador; FAdV-4: PCR con cebadores de FAdV-4; FAdV-8h: PCR con cebadores de
FAdV-8b; FAdV-11: PCR con cebadores de FAdV-11. Carril 1: muestra FAdV-4; carril

2: muestra FAdV-8b; carril 3: muestra FAdV-11; carril 4: control sin ADN.

Optimizacion de la PCRm empleando ADN genomico/viral

Al emplear las condiciones del Anexo 5y 6, en la Figura 4a se visualiz6 dos amplicones
intensos pertenecientes a FAdV-4 y 11. Sin embargo, no se logré observar el tercer

amplicén correspondiente al FAdV-8b a la temperatura de alineamiento a 54°C.

Adicion de MgSOg a diferentes temperaturas de alineamiento

Al adicionar MgSO4 se mejord la visualizacion de los amplicones, siendo estos mas
definidos y sin presencia de barrido. A la Ta de 51°C se logro observar los tres amplicones

esperados intensos y definidos, aunque aparecieron bandas inespecificas entre los 400 y
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600 bp (Figura 4b). En la PCRm con 54°C de Ta se observé amplicones definidos e
intensos de FAdV-4 y 11, mientras que el amplicén de FAdV-8b se present6 tenue.
Nuevamente, se observa una banda inespecifica de 400 pb (Figura 4c). A una Tade 57°C
solo se observo los amplicones pertenecientes a FAdV-4 y 11, mientras que la banda
inespecifica se presento tenue (Figura 4d). Estos resultados mostraron que a Ta de 51°C
se obtuvo los tres amplicones més definidos comparados a las otras dos Ta. Aungue, con

presencia de bandas inespecificas y dimeros.

Sin adicién de MgSO, Adicion de MgS0O,

57°C

a. —___54C b, — 51°C__ c. —_54C
M P B

o

2000 pb
1500 pb

1000 pb

2000 pb
1500 pb

1000 pb

2000 phb m—|
1500 pb =—

M
—
[o—
—
pu—
-
[
J—
—
-
—
—_—

1000 pb =

]
!

1

Figura 4. Electroforesis de la PCRm sin adicion de MgSOa4y con adicion de MgSOs a
diferentes temperaturas de alineamiento. M: marcador; P: PCRm con tres templados

(FAdV-4, 8b y 11); B: control sin ADN.

Tiempo de extensién y nimero de ciclos

Para eliminar las bandas inespecificas y los dimeros se disminuy0 el tiempo de extension
y el nimero de ciclos manteniendo la Ta de 51°C. Bajo estas condiciones se observo la
desaparicion de las bandas inespecificas entre los 400-600 pb, y una evidente disminucién

de la cantidad de dimeros (Figura 5).
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2000 pb
1500 pb

1000 pb

Figura 5. Electroforesis de la PCRm a menor tiempo de extensién y menor nimero de
ciclos. M: marcador; P: PCRm con tres templados (FAdV-4, 8b y 11); B: control sin

ADN.

Desarrollo de controles positivos con ADN plasmidico

Purificacion del ADN a partir del gel de agarosa

A partir de la electroforesis de la Figura 3, se obtuvieron los amplicones para FAdV-4,

8by 11, los cuales se extrajeron del gel para su purificacion.

Clonacion y Transformacion

Luego del proceso clonacion/transformacion se diferencié colonias blancas de clones con
vector, a partir de las cuales se realiz6 un banco maestro de clones que se conservaron a
-20°C. A partir de éstos, se extrajeron los ADNp de cada serotipo verificando su correcta

purificacion al visualizar las distintas formas del plasmido en la electroforesis (Figura 6).
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FAdV 4 FAdV 8b FAdV 11

M 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 45 B

6000 pb

5000 pb
4000 pb

Figura 6. Electroforesis de plasmidos purificados con el inserto amplificado segun cada
serotipo. M: marcador; FAdV-4: plasmidos de FAdV-4; FAdV-8b: plasmidos de FAdV-
8b; FAdV-11: plasmidos de FAdV-11. B: control sin ADN. Flecha roja: formas del

plasmido.

Digestion con enzimas de restriccion

Mediante la digestion de los plasmidos con la enzima ECO RI, se comprob0 la presencia
de los insertos del fragmento de la fibra y la banda perteneciente al resto del vector (Figura
7). Laenzima cortd a los extremos del inserto en el vector TOPO TA (3.9 kb) brindando
dos fragmentos: uno correspondiente al tamafio del inserto (FAdV-4: 1186, 8b: 976y 11:

1655) y otro correspondiente al tamafio del resto de bp del vector.

FAdV 4 FAdV 8b FAdV 11

M1 2 3 4 58S 1 2 3 4 58 1 2 3 4 5 SE

Figura 7. Electroforesis de la digestion enzimatica de los plasmidos conteniendo la

secuencia de FAdV segun cada serotipo. M: marcador; FAdV-4: plasmidos de FAdV-4;
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FAdV-8b: plasmidos de FAdV-8b; FAdV-11: plasmidos de FAdV-11. SE: control

negativo (plasmido sin enzima).

Secuenciamiento por el método de Sanger

Los productos de la fibra y fibra 1 clonados y secuenciados a partir de los plasmidos de
cada serotipo (FAdV-4, 8 y 11) se analizaron mediante BLAST nucleétidos. Los
resultados mostraron un porcentaje de identidad de hasta 99.7% con secuencias del
fragmento de la fibra anotadas en el NCBI para FAdV-4, 98% para FAdV-8b y 97.3%
para FAdV-11, corroborando que cada inserto corresponde a su serotipo y especie

especifica.

Sensibilidad de la PCRm

En la Figura 8 se observo que el limite de deteccién de ADNg y ADNp de cada serotipo
a partir de 11.32 ng/uL, fue a la dilucion de 102 y10° respectivamente. Segin lo obtenido,
se puede emplear el control positivo hasta una concentracion de 11.32 x 10° ng/uL o
0.1132 pg/uL de cada plasmido; mientras que el ADN gendmico se puede emplear hasta

una concentracion de 11.32 x 10 ng/uL o0 0.1132 ng/uL de cada serotipo.

Sensibilidad PCRm con ADNg Sensibilidad PCRm con ADNp
M 10° 10 102 10° 10% 105 10® 107 10° B M 10° 10 102 10 10 10 10° 107 10 B
= =
—— et
— .
- —
- -
2000 pb — 2000 pb —
1500 pb — 1500 pb —
1000 pb 1000 pb
= =
- ———
- —
1 -
- —
- -

26



Figura 8. Electroforesis para evaluar la sensibilidad de la PCRm con ADN genémico y
ADN plasmidico. M: marcador; 10°- 10®: PCRm a distintas diluciones a partir de 11.32

ng/uL; B: PCRm control sin ADN.

Especificidad de la PCRm

En la Figura 9 se comprueba que la PCRm no es capaz de amplificar NDV, IBDV, ILTV,
FAdV-III, ni a los serotipos 7 y 9 de FAdV-I. Por lo tanto, la técnica optimizada es

especifica para los serotipos FAdV-4, 8b y 11 de FAdV-I.

2000 pb
1500 pb
1000 pb

Figura 9. Electroforesis para evaluar la especificidad de la PCRm. M: marcador; C+:
control positivo de ADNp, 1: NDV, 2: IBDV, 3: ILTV, 4: FAdV-III, 5: FAdV-7, 6:

FAdV-9, B: PCRm control sin ADN.

Evaluacion de las muestras de HCI mediante la PCRm

Se corrio los productos de PCRm de todas las muestras positivas a HCI, asi como el

control plasmidico (Figura 10).
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M C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 B

2000 pb
1500 pb
1000 pb

C+ 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 B

2000 pb
1500 pb
1000 pb

(e B

.
.

d

C+ 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 B

Figura 10. Electroforesis de los productos de la PCR multiple de las 30 muestras de

FAdV-I. M: marcador; C+: control positivo de ADNp; carril 1 al 30: muestras; B: control

sin ADN.

Se logrd caracterizar los serotipos 4, 8b y 11; de los cuales 14 muestras (46.7%) fueron

positivas a FAdV-4, 12 (40%) a FAdV-8b vy, dos (6.7%) a FAdV-11. Asimismo, se
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observd la presencia de una coinfeccion entre FAdV-4 y FAdV-11 (3.3%); mientras que

una muestra (3.3%) dio resultado negativo.

Posteriormente, para determinar la sensibilidad de la PCRm frente al secuenciamiento en
base al hexdn se compararon los resultados obtenidos de ambas pruebas diagnosticas
(Cuadro 2). La muestra de coinfeccion entre FAdV-4 y 11 fue tomada como positiva para

ambos serotipos.

Cuadro 2. Sensibilidad de la PCR multiplex frente al secuenciamiento.

Secuenciamiento  PCR Multiplex Sensibilidad

Serotipos

Gen hexon Gen fibra del PCRm (%0)
FAdV-41 15 15 100%
FAdV-8b 13 12 92.3%
FAdV-11 2 3 100%

!Deteccion del fragmento de la fibra 1 para el caso de FAdV-4
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DISCUSION

Los serotipos FAdV-4, 8b y 11 son de importancia avicola en Per( debido a la mayor
presencia de éstos en las granjas avicolas, por lo que urge la necesidad de su deteccion
temprana y especifica. Las técnicas como agar doble difusion, ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA), inmunofluorescencia, neutralizacion viral y
PCR son capaces de diagnosticar FAdV-I (Saifuddin et al., 1990; Hess et al., 2000;
Kumar et al., 2003). Por otro lado, la PCR convencional complementada por RFLP o
secuenciamiento a partir de regiones del hexdn permiten la identificacion de sus serotipos
(Meulemans et al., 2001; Steer et al., 2009; Gines et al., 2012). En la investigacion
desarrollada, se caracteriz6 molecularmente la fibra de FAdV-4, 8b y 11 a través de la
optimizacion de una PCRm; como alternativa de prueba diagnostica especifica, sensible,

préactica y econdmicamente viable para la deteccion temprana de FAdV-I.

El disefio de los cebadores y su especificidad fueron factores claves para lograr una PCRm
exitosa, porque al emplear mas de un par de cebadores se puede causar interferencias e
incrementar la obtencién de productos inespecificos (Bolivar et al., 2013; Elnifro et al.,
2000). Los cebadores serotipo-especificos para la fibra 1 (FAdV-4) y la fibra (FAdV-8b
y 11) disefiados en este estudio, se sometieron a una basqueda de BLAST que garantizé
la exclusividad para sus secuencias dianas. Mediante este mismo método, Oni et al.
(2017) demostraron que el disefio de sus cebadores fue Unico para la deteccién de
rotavirus aviares. Adicionalmente, se realiz6 PCR para cada cebador frente a los tres
serotipos estudiados y se confirm6 que solo amplificaron sus secuencias dianas sin la

amplificacion de productos inespecificos o reacciones cruzadas.
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Por otro lado, el resultado de la concentracion final de cebadores en la PCRm fue de 0.37
uM, valor dentro del rango de 0.1-10 uM empleado en otros reportes. Freick et al. (2008)
emplearon una concentracion final de 0.2 uM para la deteccion de Adenovirus aviar grupo
I, mientras que Caterina et al. (2004) emplearon una concentracion de 10.5 uM para la

optimizacion de PCRm en FAdV-1 y otros virus aviares.

Otros factores involucrados en la eficiencia de una PCR mdltiple fueron la combinacion
adecuada entre los componentes de la reaccion, la temperatura de alineamiento y el

namero de ciclos (Bolivar et al, 2014; Yao et al., 2019).

Uno de los componentes fundamentales es el magnesio (Mg?*), cofactor de la Taq
polimerasa. Su adecuada concentracion mejora la eficiencia de la reaccion; si ésta es
insuficiente se observa un bajo rendimiento, mientras que en exceso aparecen productos
inespecificos (Bolivar et al., 2000). Henegariu et al. (1997) recomiendan que al aumentar
gradualmente la concentracion de Mg?* desde rangos de 1.8 mM hasta 10.8 mM en una
PCRm se observan efectos positivos como la desaparicion de bandas inespecificas y
mayor intensidad de los productos amplificados. En la optimizacion del PCRm, al
emplear 1.53 mM de Mg?* solo se obtuvo los productos amplificados de FAdV-4y 11; al
adicionar este componente hasta una concentracion final de 5.18 mM se logro detectar el
amplicén de FAdV-8b. Este valor de concentracion empleado fue similar a la
concentracion de 4 mM utilizada por Yao et al. (2019) para la optimizacién de una PCRm

para la identificacion de FAdV-I y de otros virus aviares en patos.

La temperatura de alineamiento es determinante para la eficiencia de la amplificacion.
Altas temperaturas dan una amplificacion mas especifica; aunque en este caso condujo a
una pérdida de amplificacion de las secuencias dianas y disminucion del rendimiento de

la reaccién (Zangerberg et al., 1999, Bolivar et al., 2014). La eficiencia mejoré reducir el
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namero de ciclos y al disminuir el tiempo de extension a 1 minuto 30 segundos, promedio
requerido segun el tamafio de cada amplicon (1 minuto por cada 1000 bp) (Bolivar et al.,
2014). A 40 ciclos se obtuvieron bandas intensas y gruesas, asi como bandas inespecificas
por debajo de los amplicones esperados; mientras que a 20 ciclos desaparecieron las
bandas inespecificas y los dimeros. Este nimero de ciclos se encuentra en el rango de
ciclos empleados (35 ciclos) en diferentes optimizaciones de PCRm en adenovirus aviares

como lo describen Caterina et al. (2004), De la Torre et al. (2018b), y Yao et al. (2019).

La obtencion de los plasmidos mediante el clonado de productos de PCR con el vector
TOPO TA brind6 la ventaja de producir controles positivos de cada serotipo necesarios
para la interpretacion de resultados. De la misma forma, Freick et al. (2008) emplearon
el vector mencionado para generar controles plasmidicos para una PCRm capaz de
detectar patdgenos que afectan a aves. Bajo esta metodologia se acortd el tiempo de
desarrollo de controles, ademas de generar menores costos a comparacion de aislar y

producir cada cepa viral por pasaje en huevos embrionados.

Determinar la sensibilidad de la PCRm facilité conocer el rango de concentracion de
ADNg o ADNp que se puede emplear para obtener una reaccion eficiente. Ademas de
ello, se verifico su capacidad de amplificacion frente a otros virus aviares determinandose
la especificidad de la técnica solo para FAdV-4, 8b y 11. Por consiguiente, la técnica no
amplificaria a FAdV-5 hallado anteriormente en el pais (Gomez-Sanchez et al., 2010); y

no seria capaz de caracterizar un aislado perteneciente a dicho serotipo.

La deteccién molecular de los serotipos de FAdV-I son generalmente realizados por PCR-
RFLP y el analisis de secuenciamiento a partir de cebadores especificos de regiones del
hexon (Raue y Hess 1998; Meulemans et al., 2001; Steer et al., 2009), debido

principalmente a la disposicion de cebadores disefiados y por ser técnicas con protocolos
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establecidos. No obstante, conllevan mayor tiempo de procesamiento y entrega de
resultados, requiriendo un analista con experticia para evitar confusiones y

contaminaciones.

La presente investigacion, describe por primera vez el desarrollo de una PCR mudltiple
capaz de detectar y diferenciar entre los tres serotipos de FAdV-I (FAdV-4, 8by 11) mas
frecuentes en Perd. A diferencia de las técnicas mencionadas, la PCRm se basa en el
disefio de cebadores a partir de fragmentos especificos del gen que codifica para la fibra,
proteina relacionada con la adherencia y patogenicidad (Hess et al.,1995; Zhang et
al.,2018; Pan et al.,2020). La PCRm brinda un diagnéstico mas rapido, y efectivo
permitiendo distinguir en simultaneo los tres serotipos sefialados usando una sola mezcla
de reaccion (Elnifro et al.,2000; Bolivar et al.,2014). Debido a ello, se reduce el tiempo
de trabajo y el tiempo de entrega de resultados; lo cual conlleva a un menor uso de

materiales, y en consecuencia menores costos de laboratorio.

Son pocos los trabajos que reportan la deteccidn de virus aviares por PCRm incluyendo
FAdV-I. Estos estudios reportan la deteccion de adenovirus basados en la identificacion
por el hexdn pero no distinguen serotipos. Entre ellos, se encuentra el trabajo de Caterina
et al. (2004) donde identificaron por PCRm la presencia de varios virus en simultaneo
como: FAdV-I, Reovirus Aviar, Virus de la enfermedad de la Bursa Infecciosa y el virus
de la Anemia en pollos. De igual forma, Freick et al. (2008) identificaron FAdV-I,
herpervirus y circovirus en palomas; y recientemente, Yao et al. (2019) desarrollaron una

PCRm capaz de detectar simultaneamente 7 virus de patos entre ellos el FAdV-I.

En Peru no se cuenta con registros de estudios epidemiologicos de brotes de HCI desde
el afio 2016, los cuales han sefialado principalmente a los serotipos FAdV- 4, 8b y 11,

como los causantes de pérdidas econdmicas en la industria avicola (I1zquierdo et al., 2016;
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Silvera et al., 2016). Anteriormente, estos tres serotipos fueron caracterizados en Per(
(Chumbe et al., 2012; Rodriguez et al., 2014; Silvera et al., 2016); al igual que en paises
vecinos. En Chile, se hallé la presencia de FAdV-4 (Toro et al., 1999); mientras que en
pollos de engorde de Brasil se detectaron los serotipos FAdV-8b y 11 (De la Torre et al.,
2018a); y en Ecuador, se identific6 a FAdV-11 (De la Torre et al., 2018b).
Adicionalmente, se han reportado brotes de HCI coinfectados con otros tipos de virus
aviares tales como Gumboro, el virus de la Anemia Infecciosa, coriza infeccion y virus
de leucosis aviar (Meng et al., 2018; Silvera et al., 2016; Yasmeen et al., 2017; Mei et
al., 2020). Mediante la PCR multiple optimizada se evidencio coinfeccion entre los
serotipos 4y 11 de FAdV-I en Perd. La coinfeccion también se presento en el estudio de
Yasmeen et al. (2017), quienes documentaron la presencia de FAdV-4 y 8 en una sola

muestra aislada de pollos comerciales de Pakistan.

Finalmente, se demostré una alta sensibilidad diagndstica de la PCRm en funcion del gen
de la fibra frente al secuenciamiento basado en el gen del hexdn (prueba de referencia).
Los resultados del estudio comprobarian que la caracterizacién de la fibra podria
constituir un blanco importante para la deteccion y diagndstico de los de los serotipos
FAdV-4, 8b y 11. Debido a ello, la técnica podria ser considerada para futuras
investigaciones o como linea base para la vigilancia epidemioldgica a través del
diagndstico molecular de serotipos de HCI, lo cual facilitaria implementar programas
especificos de vacunacion para un mejor control de la enfermedad. Asimismo, la PCRm
permitiria la identificacion de indculos virales para la produccion de vacunas de HCI, y

por lo tanto ser parte del control de calidad en plantas de produccién de vacunas.

34



CONCLUSIONES

Primer estudio de caracterizacion molecular de FAdV-1 mediante el desarrollo de
una PCR multiple.

Se detectdé mayor presencia del serotipo FAdV-4 entre los afios 1998-2021.

Se evidencié coinfeccion entre los serotipos FAdV-4 y 11 por primera vez en
Perd.

La PCRm fue sensible y especifica para la identificacion y caracterizacion de los

serotipos FAdV-4, 8by 11.
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RECOMENDACIONES

- Realizar la PCRm empleando como templado a mas serotipos de FAdV-I, para asi

comprobar empiricamente la especificidad solo para FAdV-4, 8by 11.

- Emplear la PCRm para el monitoreo de HCI en diferentes regiones del pais.
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ANEXOS

Anexo 1. Secuencias de genes de la fibra y fibra 1 usados para el disefio de los cebadores.

Namero de
N° Especie Serotipo Cepa Referencia
Acceso
1 C 4 KR5 HE608152.1 Marek et al.,2012
2 C 4 AG234 HE608153.1 Marek et al.,2012
3 C 4 ON1 GU188428.1  Griffin et al.,2011
Schachner et
4 C NF AG234-CORR MK572849.1
al.,2019
Appaiahgari et
6 C 4 B1-7 KU342001.1
al.,2015
Vera-Hernandez et
7 C 4 MX-SHP95 KP295475.1
al.,2014
8 C 4 SDSX1 KY636400.1 Chen et al.,2017
9 C 4 GDMZ MG856954.1 Chen et al.,2018
10 C CH/GDYF/201706 MK387062.1 Chen et al.,2019
11 C 4 SD1601 MHO006602.1 Ma et al.,2018
12 C 4 GX-1 MH454598.1 Ren et al.,2018
13 C NF JSJ13 KM096544.1 Zhao et al.,2015
14 C 4 CH/AHMC/2015 MG148335.1 Zhao et al.,2017
15 C 4 CH/AHWH/2018 MN606302.1 Zhao et al.,2019
16 C 4 CH/AHMG/2018 MN606303.1 Zhao et al.,2019
17 C 4 SD1511 MF496037.1 Mo et al.,2017
18 C 4 SCnj1601 KY927938.1 Guan et al.,2018
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HN/151025
HB1510
HN/151029
HLJ/151118
HLJ/160826
Z2J2015
NIVD2
HB1502
HN1501
SD1501
CH/HNJZ/2015
CH/SXCZ/2015
CH/JSXZ/2015
HN
JS7
AQ
AHT726
AHT712
CH/SDDZ/2015
CH/AHBZ/2015
HLJDAd15
HLJFAd15

SX17

MG824745.1

KU245540.1

KU587519.1

KX090424.1

KX061750.1

KY569422.1

MF521611.1

MG547384.1

KX421401.2

KX421403.2

KX421404.2

KU558760.1

KU558762.1

KU569296.1

KY379035.1

KY436519.1

KY436520.1

KY436521.1

KY436522.1

KU558761.1

KU569295.1

KX538980.1

KU991797.1

MF595801.1

Luo et al.,2018
Lietal.,2015
Liet al.,2016
Li et al.,2016
Li et al.,2016
Lietal.,2017

Zheng et al.,2017
Zou et al.,2017
Ma,J. et al.,2016
Ma,J. et al.,2016
Ma,J. et al.,2016

Gao et al.,2016

Gao et al.,2016

Gao et al.,2016

Wang et al.,2016

Wang et al.,2017

Wang et al.,2017

Wang et al.,2017

Wang et al.,2017

Gao et al.,2016

Gao et al.,2016

Pan et al.,2016

Pan et al.,2016

Feng et al.,2018
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MK572862.1

LN907580.1

Zhai, X., 2019
Jinetal.,2019
Xiong X., 2019
Su et al.,2020
Yin et al.,2020
Arshad et al.,2019
Marek et al.,2012
Grgic et al.,2011
Steer et al.,2015
Steer et al.,2015
Steer et al.,2015
Steer et al.,2015
Steer et al.,2015
Steer et al.,2015
Steer et al.,2015
Marek et al.,2017
Schachner et
al.,2016
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PKFAd18

Fowl aviadenovirus

D

GA/1358/1995

KX258422.1 lzquierdo et al.,2016
KU517714.1  Juliana et al.,2016
MF577036.1 Hu et al.,2017

MG712775.1 Huang et al.,2018

LC548735.1 Mase et al.,2020
JQ034217.1 Grgic et al.,2014
JQ034218.1 Grgic et al.,2014
JQ034219.1 Grgic et al.,2014
JQ034220.1 Grgic et al.,2014
KT037712.1 Steer et al.,2015
KT037713.1 Steer et al.,2015
KT037714.1 Steer et al.,2015
KT037715.1 Steer et al.,2015
Schachner et
LN907574.1

al.,2016
KU746335.1 Absalon et al.,2016
KU310942.1  Slaine et al.,2016
KU497449.1  Wang et al.,2016
MK757569.1 Hosseini et al.,2019

MN428137.1  Wang et al.,2019

MN509168.1 Asif et al.,2020

Goraichuk et
MN711789.1
al.,2021

NF: no referencia
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Anexo 2. Primera condicién de PCR convencional

Componentes Concentracion final Volumen (uL)
PCR Master Mix 2x 1x
Tag ADN Polimerasa 0.025 pL
dNTPs 200 UM c/u !
MgCl; 1.5mM
Cebador Forward 7.14 uM 1
Cebador Reverse 7.14 uM 1
ADN 14.28-28.57 ng/pL 2
Agua - 3
Volumen Final - 14

Anexo 3. Segunda condicion de PCR convencional

Componentes

Concentracion final

Volumen (uL)
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PCR Master Mix 2x 1x

Tag ADN Polimerasa 0.025 U/uL
dNTPs 200 UM clu !
MgCl. 1.5 mM
Cebador Forward 0.7 uM 1
Cebador Reverse 0.7 uM 1
ADN 14.28-28.57 ng/pL 2
Agua - 3
Volumen Final 14
Anexo 4. Programacion de PCR convencional en termociclador
Pasos Tiempo  Temperatura
Desnaturalizacion inicial 3 min 95°C
Desnaturalizacion 1 min 95°C
Alineamiento 1 min 52°C / 54°C 40 ciclos
Extension 2 min 72°C

Extension Final 10 min 72°C




Anexo 5. Primera condicion de PCRm

Componentes Concentracion final PCRm (uL)
PCR Master Mix 2x 1.02x
Taq ADN Polimerasa 0.026 U/uL

125

dNTPs 204 pM clu
MgCl: 1.53 mM
Cebador Forward 0.4 UM clu 3(1c/sh)
Cebador Reverse 0.4 uM clu 3(1c/sh)
ADN 8.16-16.32 ng/uL 6 (2 c/st)

Volumen Final - 245

! cada serotipo

Anexo 6. Primera programacién de PCRm en termociclador

Pasos Tiempo  Temperatura
Desnaturalizacion inicial 3 min 95°C
Desnaturalizacién 1 min 95°C
40 ciclos
Alineamiento 1 min 54°C
Extension 2 min 72°C
Extension Final 10 min 72°C
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Anexo 7. Segunda condicion de PCRm con la adicion de MgSOa

Componentes Concentracion final PCRm(uL)
PCR Master Mix 2x 0.94x
Tagq ADN Polimerasa 0.024 U/uL

125

dNTPs 188.7 uM clu
MgCl> 1.41 mM
MgSOg4 3.77 mM 2
Cebador Forward 0.37 uM clu 3(1c/sh)
Cebador Reverse 0.37 uM clu 3(1c/sh)
ADNg /ADNp 7.54-15.09 ng/uL 6 (2 c/s?)

Volumen Final - 26.5

lcada serotipo

Anexo 8. Segunda programacion de PCRm en termociclador (gradiente de Ta)

Pasos Tiempo Temperatura
Desnaturalizacion inicial 3 min 95°C
Desnaturalizacion 1 min 95°C
Alineamiento 1 min 51°C/54°C/ 57°C
Extension 2 min 72°C
Extension Final 10 min 72°C

L 40 ciclos
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Anexo 9. Condicion de la reaccion de PCRm optimizada

Componentes Concentracion final PCRm(uL)
PCR Master Mix 2x 0.94x
Tagq ADN Polimerasa 0.024 U/uL
125
dNTPs 188.7 uM clu
MgCl> 1.41 mM
MgSOg4 3.77 mM 2
Cebador Forward 0.37 uM clu 3(1c/sh)
Cebador Reverse 0.37 uM clu 3(1c/sh)
ADNg 7.54-15.09 ng/uL 2
ADNp? 11.32 pg/ pL 6 (2 c/st)
Agua - 4
Volumen Final - 26.5
lcada serotipo
2solo emplear para la reaccion del control positivo
Anexo 10. Programacion en termociclador de PCRm optimizada
Pasos Tiempo Temperatura
Desnaturalizacion inicial 3 min 95°C
Desnaturalizacion 1 min 95°C
Alineamiento 1 min 54°C 20 ciclos
Extension 1min30s 72°C
Extension Final 10 min 72°C
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Anexo 11. Parametros optimizados de cada cebador

Serotipo Nombre Longitud TF GC %
Ad4S 21 58.6°C 57.1%
FAdV-4
Ad4A 24 62° C 58.3 %
Ad8bS 24 56.4° C 45.8 %
FAdV-8b
Ad8bA 23 61°C 56.5 %
Ad11S 22 63.2°C 59.1 %
FAdV-11
Adl1A 24 57.7° C 45.8 %
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