
Wtrętowe zapalenie wątroby (inclu-
sion body hepatitis – IBH) jest ade-

nowirusową chorobą stanowiącą poważ-
ny problem w chowie kurcząt rzeźnych na 
świecie. Choroba ta jest od wielu lat przy-
czyną poważnych strat ekonomicznych 
również w Polsce (1, 2, 3, 4).

W ostatnich latach w diagnostyce zaka-
żeń adenowirusowych u drobiu znacząco 
wzrasta rola badań z zastosowaniem tech-
nik biologii molekularnej. W odniesieniu 
do klasycznych metod diagnostycznych są 
one mniej czasochłonne oraz pracochłon-
ne. Metody te cechuje wysoka czułość, 
a analiza materiału genetycznego wirusa 
może dostarczyć dodatkowych informa-
cji, ważnych dla poznania epidemiologii 
tych zakażeń.

Adenowirusy ptaków

Wirusy należące do rodziny Adenoviri-
dae powszechnie występują u wielu ga-
tunków zwierząt. Są one izolowane za-
równo od ptaków, jak i  ssaków, gadów, 
płazów oraz ryb.

Klasyfikacja adenowirusów ptaków

Zgodnie z wprowadzonym przez Między-
narodowy Komitet Taksonomii Wirusów 
(International Committee on Taxonomy 
of Viruses – ICTV) podziałem, zarazki 

tej grupy izolowane od ptaków zaliczane 
są do rodzajów: Atadenovirus, Aviadeno-
virus i Siadenovirus (5).
Do rodzaju Aviadenovirus należy pięć ga-
tunków adenowirusów izolowanych od kur: 
A, B, C, D, E (fowl adenovirus A, B, C, D, 
E – FadV A-E). Wśród pięciu gatunków 
FadV wyróżniono 12 serotypów oznaczo-
nych w zależności od systemu klasyfika-
cji jako serotypy FadV 1-12 lub FadV 1-8a 
i 8b-11. Ponadto do rodzaju Aviadenovi-
rus należą: adenowirus gęsi (goose adeno-
virus A), adenowirus sokołów (falcon ade-
novirus A) oraz adenowirus indyków typu 
B (turkey adenovirus B). Adenowirus indy-
ków typu A (turkey adenovirus A) zakwa-
lifikowany został do rodzaju Siadenovirus, 
a w obrębie rodzaju Atadenovirus z wystę-
pujących u ptaków gatunków wyróżniono 
adenowirus kaczek (duck adenovirus A; 5).

Klasyczny podział adenowirusów pta-
ków obejmuje trzy grupy. Wirusy wywołu-
jące wtrętowe zapalenie wątroby zaliczane 
są do grupy pierwszej. Oprócz pięciu ga-
tunków FadV do tej grupy adenowirusów 
zaliczono również: adenowirusy gęsi 1-3 
(goose adenovirus 1-3 – GAV1-3), ade-
nowirus kaczek 2 (duck adenovirus–2 – 
DAV-2), adenowirus indyków 1,2 (turkey 
adenovirus – TAV1, TAV2) oraz gołębi 
(pigeon adenovirus – PiAV). Grupa dru-
ga adenowirusów ptasich obejmuje: wi-
rus krwotocznego zapalenia jelit indyków 

(haemorrhagic enteritis virus – HEV), 
wirus choroby marmurkowatej śledziony 
bażantów (marble spleen disease virus – 
MSDV) oraz ptasi adenowirus splenome-
galii kurcząt (avian adenowirus of spleno-
megaly – AASV). Do trzeciej grupy ade-
nowirusów ptasich należy wirus zespołu 
spadku nieśności 1976 (egg drop syndro-
me 1976– EDS’76; 6).

Budowa adenowirusów

Wielkość wirionu adenowirusów wyno-
si od 70 do 90 nm. Materiał genetyczny 
tych wirusów stanowi dwuniciowy kwas 
deoksyrybonukleinowy (double-stranded 
DNA – ds-DNA). Wielkość genomu ade-
nowirusów wynosi 25–43,8 kbp. Materiał 
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Ryc. 1. Schemat organizacji genomu wirusa CELO (objaśnienia w tekście; 9)
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genetyczny znajduje się w dwudziesto-
ściennym kapsydzie, bez otoczki, o  sy-
metrii ikoseadralnej. Kapsyd zbudowany 
jest z 252 kapsomerów: 240 niewierzchoł-
kowych (heksony) i 12 wierzchołkowych 
(pentony; 7, 8, 9).

Wielkość genomu wirusa CELO (chic-
ken embryo lethal orphan virus – CELO) 
wynosi około 43 804 bp, a stosunek G:C 
wynosi 54,3%. Genom tego zarazka jest 
znacznie większy niż genomy adenowi-
rusów człowieka. Masa cząsteczkowa 
DNA wirusa CELO wynosi 30  ×  106, 
w porównaniu z 24 x 106 adenowirusa 
typu 2 (10). Lokalizację genów kodują-
cych główne strukturalne białka wirusa 
(kapsomery niewierzchołkowe, kapsome-
ry wierzchołkowe, wypustki (fiber), biał-
ka IIIa, PVI, pVII i pVIII) przedstawiono 
na rycinie 1. Porównanie z adenowirusa-
mi ssaków typu typów 2 (Ad2) i 5 (Ad5) 
wskazuje, że w  genomie wirusa CELO 
brak jest genów kodujących białka wcze-
sne E1, E3 i E4, jest natomiast fragment 
E2, który zawiera informację genetyczną 
o polimerazie DNA (POL), białku wiążą-
cym DNA (DNA-binding protein– DBP) 
i  białkach preterminalnych (pre-termi-
nal protein– pTP; ryc. 1). Jak obrazuje to 
rycina fragmenty sekwencji o wielkości 
około 5 kb z lewej strony i 15 kb na pra-
wym końcu genomu wirusa CELO wy-
kazują brak homologii do genomu ade-
nowirusów ssaków z rodzaju Mastade-
novirus (9).

Adenowirusowe choroby kurcząt

Najważniejsze jednostki chorobowe wy-
stępujące u drobiu i wywoływane przez 
adenowirusy grupy pierwszej to wtrętowe 
zapalenie wątroby (inclusion body hepati-
tis – IBH), zespół wodosierdzia i zapale-
nia wątroby (hydropericardium-hepatitis 
syndrome – HHS), nadżerkowo-wrzodo-
we zapalenie błony śluzowej żołądka mię-
śniowego (gizzard erosion and ulceration 
– GEU). Ponadto adenowirusy tej grupy 
mogą być związane z zakażeniami ukła-
du oddechowego i zapaleniem pochewek 
ścięgnowych (11).

Brak jest szczegółowych danych epide-
miologicznych dotyczących częstotliwości 
występowania tych jednostek chorobowych 
na terenie Polski. Jednak w ostatnich kilku 
latach znaczącym problemem w patologii 
drobiu w naszym kraju wydają się przypad-
ki kliniczne IBH i GEU w stadach brojle-
rów kurzych. Natomiast do dziś na tere-
nie Polski nie potwierdzono występowa-
nia HHS (1, 3, 12, 13,14,15,16).

Etiologia wtrętowego zapalenia wątroby

Czynnikiem etiologicznym wtrętowe-
go zapalenia wątroby są adenowirusy 

należące do grupy I. Jednak etiologia jed-
nostek chorobowych wywoływanych przez 
tę grupę adenowirusów nie jest w  peł-
ni poznana.

Z  przypadków klinicznych wtręto-
wego zapalenia wątroby u kurcząt broj-
lerów wyizolowano wszystkie serotypy, 
poza FadV‑11. Według niektórych auto-
rów szczególnie często izolowanym se-
rotypem jest FadV-8 należący do gatun-
ku E. W  badaniach przeprowadzonych 
w  Kanadzie serotyp ten był najczęściej 
izolowanym serotypem od kurcząt cho-
rych na IBH (17). Pozostałe serotypy wy-
izolowane podczas tych badań to FadV-1, 
FadV‑2 i FadV-4. Jednak badania przepro-
wadzone w innych rejonach geograficz-
nych świata wykazały odmienny odsetek 
udziału poszczególnych serotypów adeno-
wirusów kurzych w etiologii IBH. W Au-
stralii z 26 przypadków klinicznych wtrę-
towego zapalenia wątroby wyizolowano 
serotypy: FadV-8b, FadV-11 oraz FadV-
1. Wykazano również możliwość zaka-
żenia ptaków różnymi serotypami FadV 
jednocześnie. W cytowanych badaniach 
wyizolowano z jednego klinicznego przy-
padku IBH serotypy FadV1 i FadV7 (12, 
17, 18, 19, 20, 21). Między innymi bada-
nia przeprowadzone przez Snigha i wsp. 
(19) wykazały znaczący udział serotypu 
FadV-1 w etiologii IBH na terenie północ-
nych Indii (pozostałe izolaty to FadV-6, 
FadV-7 i FadV-8).

Istnieje niewiele danych charakteryzują-
cych etiologię wtrętowego zapalenia wątro-
by na terenie Polski. Podczas ubiegłorocz-
nego I Kongresu Praktyki Weterynaryjnej 
Mathhias Voss (22) za najczęściej izolowa-
ne w naszym kraju uznał FadV 1, 5, 8 i 9. 
Zagadnienie to wymaga jednak dalszych 
badań. Coraz większe rozpowszechnienie 
badań diagnostycznych z wykorzystaniem 
technik biologii molekularnej może w naj-
bliższym czasie przyczynić się do pozyska-
nia bardziej szczegółowych danych doty-
czących wirusów wywołujących IBH na 
terenie Polski.

Należy również podkreślić, iż adeno-
wirusy charakteryzują się bardzo zróż-
nicowaną patogennością. Nie określono 
dokładnej korelacji pomiędzy określony-
mi serotypami a patogennością szczepów. 
Wiele szczepów FadV nie wywołuje żad-
nych objawów klinicznych choroby bądź 
też wywołują je jedynie w warunkach ob-
niżenia sprawności układu immunologicz-
nego gospodarza. Fakt ten może znaczą-
co utrudniać interpretację wyników ba-
dań diagnostycznych (23).

Diagnostyka

Do niedawna, oprócz badań klinicz-
nych i  anatomopatologicznych, podsta-
wowe znaczenie w diagnostyce zakażeń 

adenowirusowych u drobiu odgrywały ba-
dania serologiczne, wirusologiczne oraz hi-
stopatologiczne. Jednak w ostatnich latach 
istotnie wzrosły możliwości zastosowania 
technik biologii molekularnej w diagnosty-
ce tych zakażeń u ptaków (6).

Objawy kliniczne

Nie ma charakterystycznych objawów kli-
nicznych wtrętowego zapalenia wątroby. 
W  stadzie obserwowany jest gwałtow-
ny wzrost liczby padłych ptaków (1–2% 
dziennie). Chore ptaki wykazują objawy 
ogólne, tj. apatię, nastroszenie piór, przy-
siadywanie na skokach, bladość lub zażół-
cenie przydatków głowowych oraz błon 
śluzowych. Najwyższą śmiertelność no-
tuje się około 3–4 dnia trwania choroby. 
Upadki mogą sięgać 30%, a według nie-
których autorów nawet 40% stada, zwy-
kle jednak nie przekraczają 10% (1, 2, 3, 
4, 12, 21, 24).

Zmiany anatomopatologiczne

Podstawowe zmiany anatomopatologiczne 
stwierdzane są w obrębie wątroby. Narząd 
jest powiększony, blady i kruchy z licznymi 
wybroczynami widocznymi pod jego toreb-
ką (mozaikowatość). Wybroczyny i wylewy 
krwawe mogą występować również w obrę-
bie mięśni szkieletowych, tkanki podskór-
nej oraz nerek, które często są powiększo-
ne i blade. Ponadto stwierdzana jest aplazja 
i zażółcenie szpiku kostnego, zanik grasi-
cy oraz bursy Fabrycjusza. Zmiany w obrę-
bie narządów limfatycznych powinny nasu-
wać również podejrzenie współistniejących 
i często występujących w przebiegu IBH za-
każeń silnie immunosupresyjnymi wirusa-
mi, tj. wirus choroby Gumboro (infectio-
us bursal diseases virus – IBDV) czy wirus 
zakaźnej niedokrwistości kurcząt (chicken 
infectious anemia virus – CIAV). Istnie-
ją również doniesienia wykazujące bezpo-
średnie, supresyjne oddziaływanie FAdV na 
układ odpornościowy gospodarza (1, 25).

Badanie histopatologiczne

Badanie histopatologiczne jest niezwykle po-
mocne w diagnostyce zakażeń adenowiruso-
wych u drobiu. W przypadku wtrętowego za-
palenia wątroby, oprócz cech uogólnionego 
zapalenia wątroby, stwierdza się w hepatocy-
tach obecność kwaso- lub zasadochłonnych 
wewnątrzjądrowych ciałek wtrętowych (3).

Izolacja wirusa

Izolację adenowirusów grupy pierwszej 
przeprowadza się z wykorzystaniem ho-
dowli komórkowych lub zakażając za-
rodki kurze. W  przypadku szczepów 
FadV izolowanych od kurcząt najczęściej 
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zastosowanie znajdują hodowle komó-
rek nerki (chicken kidney – CK) lub wą-
troby zarodka kurzego (chicken embryo 
liver – CEL; 6).

Badanie serologiczne

Podstawowe testy wykorzystywane w ba-
daniu serologicznym FadV to odczyn im-
munodyfuzji w żelu agarowym (AGID), 
odczyn seroneutralizacji (SN) oraz od-
czyn immunoenzymatyczny (ELISA). 
Obecnie dostępne są w  Polsce komer-
cyjne zestawy ELISA wykrywające prze-
ciwciała skierowane przeciwko wszystkim 
12 serotypom FAdV. Testy hemaglutyna-
cji (HA) oraz zahamowania hemaglutyna-
cji (HI) nie znajdują zastosowania w dia-
gnostyce wtrętowego zapalenia wątroby 
ze względu na brak spontanicznej zdol-
ności hemaglutynacji większości wiru-
sów tej grupy (6).

Zastosowanie technik 
biologii molekularnej

Metody oparte na wykrywaniu i analizie 
materiału genetycznego wirusa są obec-
nie powszechnie stosowane w diagnosty-
ce zakażeń adenowirusowych u drobiu. 
Wśród tych technik podstawową meto-
dą jest łańcuchowa reakcja polimerazy 
(PCR). Coraz bardziej powszechne w dia-
gnostyce wtrętowego zapalenia wątroby 
staje się także zastosowanie reakcji PCR 
w czasie rzeczywistym (real-time PCR). 
Bardziej szczegółowych danych dostar-
czyć mogą takie metody, jak: analiza re-
strykcyjna DNA wirusa lub produktu am-
plifikacji PCR, analiza krzywej tempe-
ratur topnienia produktów (HRM) czy 
sekwencjonowanie materiału genetycz-
nego. Podejmowano również próby za-
stosowania hybrydyzacji in situ (in situ 
hybridization – ISH) kwasów nukleino-
wych w diagnostyce zakażeń adenowiru-
sowych u ptaków (6, 11, 19, 20, 21,23 26, 
27 28, 29, 30, 31).

PCR

Obecnie istnieje wiele opisanych reakcji 
PCR umożliwiających wykrywanie mate-
riału genetycznego adenowirusów w tkan-
kach i materiale biologicznym pochodzą-
cym od ptaków. PCR znajduje zastosowa-
nie jako osobna technika służąca wykryciu 
materiału genetycznego wirusa lub w po-
łączeniu z innymi badaniami. Analiza re-
strykcyjna produktu amplifikacji lub jego 
sekwencjonowanie dostarcza dodatko-
wych informacji. Istnieje również moż-
liwość zastosowania reakcji PCR typu 
multiplex. Opisano możliwość amplifi-
kacji podczas jednej reakcji PCR matry-
cy DNA adenowirusów oraz patogenów, 

tj. IBDV, CIAV, oraz reowirusy (19, 20, 30, 
31, 32, 33, 34).

Analiza restrykcyjna

Możliwości zastosowania endonukleaz re-
strykcyjnych w celu klasyfikacji adenowi-
rusów opisano już w 1984 r. Zastosowanie 
analizy restrykcyjnej wirusowego DNA (re-
striction endonuclease analysis-REA) z wy-
korzystaniem dwóch enzymów (BamHI, 
HindIII) umożliwiło przyporządkowanie 
wszystkich 12 referencyjnych serotypów 
FadV do pięciu gatunków. Późniejsze bada-
nia wykazały możliwość wykorzystania ana-
lizy restrykcyjnej produktów amplifikacji 
reakcji PCR do zakwalifikowania poszcze-
gólnych szczepów FadV nie tylko do jed-
nego z pięciu gatunków, ale także do okre-
ślonego serotypu. Takie zastosowanie tej 
metody w sposób znaczący ogranicza cza-
so- i pracochłonność metod klasycznych. 
Zastosowanie tej metody pozwala również 
różnicować szczepy FadV od wirusa zespo-
łu spadku nieśności (6, 19, 20, 30, 35, 36).

Sekwencjonowanie 
materiału genetycznego

Techniką, która umożliwia najbar-
dziej szczegółowe poznanie budowy 

molekularnej wirusa jest sekwencjonowa-
nie jego materiału genetycznego. Okre-
ślenie sekwencji nukleotydowej produk-
tów PCR określonych genów wirusów 
FadV pozwalana na analizę filogenetycz-
ną szczepów występujących na danym 
terenie (23, 29).

Real-time PCR

W  ostatnich latach opracowano także 
możliwość zastosowania techniki PCR 
z analizą produktu w czasie rzeczywistym 
(real-time PCR). Wykorzystanie tej meto-
dy umożliwia szybką i bardzo precyzyjną 
diagnostykę. Badając materiał DNA wy-
izolowany z tkanek kurcząt eksperymen-
talnie zakażonych FdV-9, wykazano zna-
cząco wyższą czułość tej metody w odnie-
sieniu do klasycznej metody PCR, a także 
jej odmiany – nested PCR. W praktyce 
oznacza to możliwość uzyskania pozytyw-
nego wyniku, nawet w przypadku obec-
ności niewielkiej liczby cząstek wirusa 
w badanym materiale. Metoda ta pozwala 
również w razie potrzeby nie tylko na uzy-
skanie wyniku stwierdzającego obecność 
materiału genetycznego wirusa, ale rów-
nież pozwala na oszacowanie liczby ko-
pii amplifikatu i uzyskanie wyniku o cha-
rakterze półilościowym lub ilościowym. 

Ryc. 3. Rozdział elektroforetyczny produktów amplifikacji reakcji PCR z użyciem starterów: A -H3/H4 (1319 bp), 
B – Hexon A/Hexon B (897 bp), C – H1/H2 (1219 bp); 1,2 – badane próbki,– kontrola ujemna, + szczep Celo-
Phelps (Charles River), M – marker wielkości DNA

Ryc. 2. Test precypitacji w żelu agarowym: antygen i surowice kontrolne (Charles River) – A, linie precypitacyjne 
w żelu agarowym, wynik pozytywny – B
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Ponadto, podejmowane są próby charak-
terystyki izolatów na podstawie analizy 
krzywej topnienia (high resolution melting 
curve – HRM) produktów amplifikacji re-
al-time PCR. Opracowane zostały wzor-
ce krzywych temperatur topnienia pro-
duktów reakcji PCR umożliwiające zróż-
nicowanie 12 serotypów FAdV. W 2011 r. 
zespół australijskich badaczy potwierdził 
możliwość zastosowania tej metody geno-
typując 26 izolatów pochodzących z kli-
nicznych przypadków IBH (21). Podob-
nie jak analiza restrykcyjna czy sekwen-
cjonowanie, zastosowanie metody HRM 
może stać się bardzo użyteczną alterna-
tywą diagnostyczną dla metod klasycz-
nych (11, 21, 23, 27, 31).

Podsumowanie

Metody biologii molekularnej pozwala-
ją na szybszą i mniej pracochłonną dia-
gnostykę laboratoryjną przypadków IBH. 
Charakteryzują się one wysoką czułością 
i  swoistością. Umożliwiają nie tylko wy-
kazanie obecności DNA wirusa, ale tak-
że umożliwiają jego dalszą charakterysty-
kę. Jest to niezwykle istotne dla poznania 
epidemiologii zakażeń adenowirusowych, 
a także dla opracowania metod ich zwal-
czania i  zapobiegania, zwłaszcza immu-
noprofilaktyki swoistej tych zakażeń. Na-
leży jednak podkreślić, iż samo wykazanie 
obecności kwasu nukleinowego adenowi-
rusa w badanym materiale nie może być 
podstawą diagnostyki wtrętowego zapale-
nia wątroby w stadzie. Zagadnienia doty-
czące patogenności adenowirusów nie są 
obecnie w pełni poznane i niektóre szcze-
py mogą nie wywoływać objawów klinicz-
nych choroby bądź też wywoływać ją jedy-
nie w warunkach immunosupresji. Dlatego 
też interpretacja wyników badań moleku-
larnych przez lekarza weterynarii powin-
na zawsze być połączona z analizą obrazu 
klinicznego stada, wynikami badań anato-
mopatologicznych oraz innymi badaniami 
dodatkowymi.
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