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CHARACTERIZATION  
OF AVIAN ADENOVIRUS FAdV4/6/2009 ISOLATE 

ХАРАКТЕРИСТИКА  
ИЗОЛЯТА 
АДЕНОВИРУСА ПТИЦ FAdV4/6/2009

SUMMARY
Avian adenovirus was isolated from livers of 154-day-old hens on one farm located in the 
Krasnodar Krai in 2009. The virus was isolated in chicken Leghorn male hepatoma cell cul-
ture that exhibited cytopathogenic effect and identified as avian type C adenovirus by PCR 
followed by sequencing of hexon gene fragment. Hydropericardium syndrome developed 
in 7-day-old broiler chickens experimentally orally infected with the virus. 

Key words: avian adenovirus, hydropericardium syndrome.

РЕЗЮМЕ
Аденовирус птиц был изолирован из печени 154-суточных кур одного из хозяйств 
Краснодарского края в 2009 г. Вирус выделили на культуре клеток гепатомы петуха 
Леггорн с проявлением цитопатического действия и идентифицировали методом 
ПЦР с последующим секвенированием фрагмента гена гексона как аденовирус птиц 
вида С. При экспериментальном пероральном заражении 7-суточных бройлеров 
развивался синдром гидроперикардита.

Ключевые слова: аденовирус птиц, синдром гидроперикардита. 
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БОЛЕЗНИ ПТИЦ AVIAN DISEASES

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведённой работы была определе-

на нуклеотидная последовательность полного генома 
штамма «О» (ФГБУ «ВНИИЗЖ») вируса ИЛТ.

Полученная последовательность была картирована 
относительно референтного штамма Serva и опублико-
вана в GenBank (KU128407). 

В результате филогенетического анализа была пока-
зана принадлежность штамма «О» к филогенетической 
группе 1, подгруппе 1 (1.1).

Анализ нуклеотидных последовательностей пол-
ных геномов использованных в работе штаммов ви-
руса ИЛТ показал высокий уровень нуклеотидного 
сходства штамма «О» с штаммами Serva, Cover, Hudson, 
а также с Fowl laryngo (99,97–99,98%). В ходе картиро-
вания нуклеотидной последовательности полного 
генома штамма «О» в генах, кодирующих поверхност-
ные белки, ответственные за взаимодействие с кле-
точными рецепторами, был выявлен ряд уникальных 
особенностей: значимая нуклеотидная замена в гене 

US6 и вставка четырех нуклеотидов в концевом инвер-
тированном повторе, приводящая к удлинению рамки 
считывания гена US9 и изменению состава кодируе-
мой данным геном аминокислотной последователь-
ности.
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Таблица 2
Различия между нуклеотидными последовательностями геномов вакцинных штаммов вируса ИЛТ (в процентах %)

№ Название 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1 EU/CEO vac. strain Serva X 0.48 0.47 0.10 0.03 0.03 0.02 0.09 0.02 0.10 0.02

2 Aus/CEO vac. strain SA2 0.48 X 0.02 0.46 0.49 0.49 0.48  0.45 0.48 0.56 0.49

3 Aus/TCO vac. strain A20 0.47 0.02  X 0.45 0.49 0.49  0.48  0.45 0.48  0.55  0.49

4 USA/strain TCO vac. LT-Ivax 0.10 0.46 0.45  X 0.10   0.10   0.09  0.00 0.09  0.17  0.10

5 USA/CEO vac. LaryngoVac (strain Cover) 0.03 0.49  0.49  0.10   X 0.01  0.01  0.10  0.01  0.11  0.03

6 USA/CEO vac. Fowl laryngo 0.03  0.49  0.49  0.10   0.01 X 0.00  0.10  0.00  0.10   0.02

7 USA/CEO vac. TRVX (strain Hudson) 0.02  0.48  0.48  0.09  0.01  0.00 X 0.09 0.00 0.10   0.02

8 USA/strain TCO vac. IVAX 0.09  0.45  0.45  0.00 0.10   0.10   0.09  X 0.09  0.17  0.10

9 USA/CEO vac. LT Blen (strain Hudson) 0.02  0.48  0.48  0.09  0.01  0.00 0.00 0.09 X 0.10   0.02

10 Chi/vac. strain К317 0.10   0.56  0.55  0.17  0.11  0.10   0.10   0.17 0.10   X 0.10   

11 Rus/CEO vac. strain O (FGBI «ARRIAH») 0.02  0.49 0.49  0.10  0.03  0.02  0.02  0.10  0.02  0.10   X

Рис. 2. Дендрограмма, отражающая филогенетические отношения 
анализируемых штаммов вируса ИЛТ
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ВВЕДЕНИЕ
Аденовирусы птиц — безоболочечные ДНК-

содержащие вирусы, относящиеся к роду Aviadenovirus 
семейства Adenoviridae [9]. По генетическим свойствам 
выделяют 5 видов аденовируса птиц (A, B, C, D и E), а по 
перекрёстной активности в реакции нейтрализации — 
12 серотипов [5, 8]. Различные штаммы и изоляты аде-
новирусов птиц отличаются по своим патогенным 
свойствам. FAdV-4 (аденовирус птиц вида С) может яв-
ляться этиологическим агентом опасного заболевания 
цыплят-бройлеров — синдрома гепатита-гидропери-
кардита. 

Впервые аденовирусный синдром гидроперикар-
дита кур был зарегистрирован в 1987 г. в Пакистане, 
далее заболевание регистрировали в Индии, Японии, 
Мексике, странах Латинской Америки, Китае, Корее, 
а также в России [1–3, 6, 8, 10]. Наиболее восприимчивы 
к заболеванию цыплята-бройлеры 3–6-недельного воз-
раста, но могут поражаться птицы старшего возраста 
[6, 8, 10]. Выявленные отдельные случаи заболевания 
7–9-сут. цыплят связывают с вертикальной передачей 
вируса от родителей [4]. 

Заболевание характеризуется высокой контагиозно-
стью и смертностью (до 70–80%). К основным призна-
кам заболевания можно отнести скопление прозрач-
ного, соломенно-окрашенного экссудата в перикарде, 
отёк легких, а также поражение печени и почек [7, 8, 
11]. При гистологическом исследовании наиболее су-
щественные изменения регистрировали в печени: об-
разование очагов некроза, инфильтрация мононукле-
аров, включая базофильные внутриклеточные тельца-
включения в гепатоцитах [11, 13]. Наряду с этим име-
ются сообщения о выявлении непатогенных штаммов 
вируса. Так, в Канаде в 2004 г. от клинически здоровых 
цыплят-бройлеров был выделен непатогенный FAdV-4 
[12]. Данные о роли FAdV-4 как первичного или вторич-
ного патогена могут меняться в зависимости от способа 
введения вируса, возраста и породы птиц. 

Целью работы являлось изучение биологических 
свойств (в том числе патогенности для цыплят-брой-
леров) аденовируса птиц, выделенного от цыплят на 
одной из птицефабрик Краснодарского края в 2009 г. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Вируссодержащий материал. 20% суспензия тка-

ни печени в растворе Хенкса от кур из птицефабрики 
Краснодарского края РФ. 

Выделение вируса. Для первичного выделения изо-
лята аденовируса использовали культуру клеток ге-
патомы петуха Леггорн (LMH). Культивирование про-
водили с использованием среды DMEM/F-12 (Sigma) 

с глутамином и 2% фетальной сыворотки. Определение 
титра инфекционной активности вируса в культуре кле-
ток проводили по методу Кербера с использованием 
10-кратных разведений вируса. 

Полимеразно-цепная реакция в  режиме реального 
времени (ПЦР-РВ). Двухцепочечную ДНК аденовируса 
выделяли коммерческим набором NucleoSтм («Биоком», 
Россия) согласно инструкции производителя. Реакцию 
проводили с использованием прибора Rotor-Gene 6000 
(Corbett Research, Австралия). Для выявления аденови-
руса с  помощью ПЦР-РВ использовались праймеры 
и зонды, специфичные для вида С: FAdV4-433F: CCC-
TAC-TGC-GGC-ACG-GCT-TA, FAdV4-608R: CCT-GGT-TGG-
GAT-TGG-GGA-AGA, ДНК-зонд FAdV4-FAM:AC-CTC-CAA-
AGA-CAC-GAC-GGC-GG.

Секвенирование. Подбор праймеров для амплифи-
кации гена гексона и последующего секвенирования 
осуществляли с помощью программы Oligo (v.3.3) по 
последовательности аденовируса птиц KR5 (HE608152). 
Очистку продуктов ПЦР от компонентов реакционной 
смеси проводили c использованием GF/F-фильтров. 
Секвенирование амплифицированного участка гена 
гексона аденовируса осуществляли на генетическом 
анализаторе 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, 
США) согласно инструкции изготовителя. 

Анализ результатов секвенирования. Сравни-
тельный анализ последовательностей участка гена 
гексона из базы данных GenBank и полученных ПЦР-
ампликонов проводили с использованием пакета про-
грамм BioEdit (v.6.0.6, 2004 г.): Clustal W (выравнивание 
последовательностей) и Identity matrix (вычисление 
процента сходства последовательностей). Построе-
ние филогенетического дерева проводили с  помо-
щью алгоритма NJ (в том числе с  использованием 
численного ресэмплинга «бутстреп») в  реализации 
пакета MEGA, версия 3.1. Нумерацию нуклеотидных 
последовательностей использованного в работе гена 
гексона осуществляли относительно первого нуклео-
тида соответствующего гена, взятого из полногеном-
ной нуклеотидной последовательности штамма KR5 
(HE608152). 

Лабораторные животные. В опыте использовали 
полученных из благополучного по инфекционным бо-
лезням птицехозяйства 7-сут. цыплят-бройлеров, не 
имеющих антител к аденовирусу птиц. 

Эксперимент на животных. В опыте цыплята были 
разделены на три группы. Цыплятам из первой (опыт-
ной) группы (32 головы) перорально вводили культу-
ральную жидкость, содержащую изолят аденовируса 
птиц, в дозе 5,0 lg ТЦД50/мл. Цыплята из второй (кон-
тактной) группы в количестве 12 голов были подсаже-
ны к птицам опытной группы через 24 ч после инфи-
цирования и содержались совместно с ними в течение 
25 сут. (срок наблюдения). Третьей группе (26 голов) 
вводили по 1,0 мл культуральной жидкости (LMH), не 
содержащей вирус. Группы содержались в отдельных 
изолирующих боксах. Через 1, 3, 6, 9, 14, 20 и 26 сут. по-
сле инфицирования проводили убой 3 цыплят из кон-
трольной группы, 2 цыплят из контактной группы и 3 
цыплят из опытной группы для патологоанатомическо-
го исследования и отбора проб биоматериала. 

Иммуноферментный анализ (ИФА). Выявление анти-
тел к аденовирусу птиц проводили в непрямом вари-
анте ИФА с использованием коммерческого набора 
производства ФГБУ «ВНИИЗЖ» по инструкции произво-
дителя. Результат реакции считали положительным при 

величине титра антител 450 и выше (за титр принимали 
величину, обратную разведению сыворотки).

Гистологическое исследование. Кусочки органов раз-
мером 0,5×0,5×0,5 см фиксировали 4% раствором фор-
малина в 80% растворе этилового спирта в течение 48 ч 
и заключали в парафин. С парафиновых блоков получа-
ли срезы толщиной 5–7 мкм (микротом Microm HM340E, 
Германия). Готовые препараты окрашивали гематокси-
лином и  эозином. Микроскопическое исследование 
препаратов производили на инвертированном конфо-
кальном микроскопе Nikon Eclipse Ti-E C2+ (Япония).

Статистический анализ результатов. Для стати-
стической обработки данных использовали программу 
Statistica 10.0 (Stat Soft. Inc., США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
При исследовании методом ПЦР-РВ проб печени 

154-сут. кур, присланных на исследование из хозяй-
ства Краснодарского края в 2009 г., был выявлен геном 
аденовируса птиц. Патологический материал был ото-
бран от кур с признаками синдрома гепатита-гидропе-
рикардита. Для выделения вируса в культуре клеток 
использовали 20% суспензию ткани печени в раство-
ре Хенкса. Выделение и дальнейшую адаптацию ви-
руса проводили на культуре клеток LMH. Патогенное 
действие вируса на культуру клеток LMH проявлялось 
в округлении клеток, разрушении цитоплазматических 
выростов между островками клеток, появлении плот-
ных внутриклеточных включений (рис. 1).

Поражение 80–90% монослоя культуры клеток LMH 
наблюдали на 4–5 сут. после заражения. Титр вируса по-
сле трёх пассажей составил 6,25±0,25 lg ТЦД50/см3. 

Контаминация изолята аденовируса птиц другими 
патогенами (вирусы гриппа птиц типа А, ньюкаслской 
болезни, инфекционного бронхита кур, инфекци-
онной бурсальной болезни, инфекционной анемии 
цыплят, инфекционного ларинготрахеита, синдрома 
снижения яйценоскости-76, метапневмовирус птиц, 
реовирус, а также микоплазмы синовиа и галлисеп-
тикум) была исключена методом ПЦР. Отсутствие кон-
таминации изолята аденовируса птиц бактериями 
и грибами было установлено микробиологическими 
методами. При дальнейшем культивировании в  те-
чение двух последующих пассажей (с 4 по 5) изолят 
FAdV4/6/2009 оставался стабильным, при этом титры 
инфекционной активности вируса были в пределах 
6,58–7,0 lg ТЦД50/см3.

Для идентификации изолята аденовируса птиц с по-
мощью специфических праймеров был дополнительно 
амплифицирован и секвенирован участок нуклеотид-
ной последовательности гена гексона и проведено его 

сравнение с последовательностями, опубликованными 
в международной базе данных GenBank (рис. 2). Срав-
нительный анализ полученной нуклеотидной последо-
вательности показал, что изолят принадлежит к виду С, 
идентичность изолята FAdV4/6/2009 по исследованно-
му фрагменту гена гексона с другими штаммами этого 
вида составила 98,0–98,2%. 

Патогенность полученного изолята аденовируса 
птиц была изучена на 7-сут. цыплятах-бройлерах. 

В течение периода наблюдения у цыплят опытной 
и контактной групп отмечали угнетенное состояние, 
вялость, потерю аппетита, истощение, взъерошенность 
перьевого покрова, опускание крыльев, затруднённое 
дыхание, диарею. 

У экспериментально инфицированных цыплят про-
явление клинических признаков наблюдали начиная со 
2 сут. после заражения, а у контактных птиц — с 5 сут. 
после подсадки к заражённым цыплятам. Падёж цы-

Рис. 1. Культура клеток LMH, неинфицированная (А) 
и инфицированная (В) изолятом аденовируса птиц FAdV4/6/2009,  
об. ×15, ок. ×10

Рис. 3. Патологические изменения во внутренних органах заражённых цыплят: 
А — 9 сут., B — 20 сут. после заражения.  
Стрелками показаны внутренние органы: черными — сердце, белыми — печень

Рис. 2. Дендрограмма, построенная методом NJ по нуклеотидным 
последовательностям участка гена гексона (25–651 п. н.) штаммов 
и изолятов аденовируса птиц, представленных в GenBank

Таблица 1
Результаты заражения цыплят изолятом аденовируса птиц

Группа
Сутки после заражения / количество павших цыплят

4 7 9 12 14 20

Опытная 2 1 0 1 1 1

Контактная 0 0 1 0 0 0

БОЛЕЗНИ ПТИЦ AVIAN DISEASES БОЛЕЗНИ ПТИЦ AVIAN DISEASES



62 63ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ МАРТ №1 {16} 2016 ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ МАРТ №1 {16} 2016

плят в опытной группе был отмечен через 4, 7, 12, 14 
и 20 сут. после заражения (всего пало 6 птиц), в контакт-
ной группе — через 8 сут. после подсадки (пал один 
цыплёнок) (табл. 1). 

При патологоанатомическом исследовании у цы-
плят обеих групп начиная с 4–6 сут. после заражения 
и до окончания эксперимента регистрировали измене-
ния, характерные для синдрома гепатита-гидропери-
кардита. В перикарде отмечали скопление серозной 
жидкости, печень была увеличена, имела рыхлую кон-
систенцию, светло-коричневый цвет либо неравномер-
ную окраску с разлитыми кровоизлияниями под капсу-
лой органа (рис. 3). 

Почки были увеличены, поджелудочная железа с то-
чечными кровоизлияниями, легкие уплотнены и отеч-
ны, в скелетных мышцах наблюдали кровоизлияния. 
При гистологическом исследовании в печени отмеча-

ли дистрофические изменения гепатоцитов, очаговые 
некрозы (рис. 4). В гепатоцитах обнаруживали тельца-
включения. 

В почках отмечали дистрофическое изменение 
эпителия канальцев, просветы дистальных, прокси-
мальных канальцев и собирательных трубочек были 
заполнены слизистым секретом, содержащим десква-
мированные эпителиоциты и клеточный детрит (рис. 5). 

Заражение цыплят аденовирусом также вызывало 
патологические изменения лимфоидных органов: ти-
мус был уменьшен в размере, в некоторых случаях се-
лезенка была увеличена, с кровоизлияниями, фабрици-
ева сумка у некоторых цыплят была атрофирована. При 
гистологическом исследовании в селезёнке наблюдали 
уменьшение количества лимфатических фолликулов 
в поле зрения, границы фолликулов были выражены 
нечётко. В фабрициевой сумке (бурсе) было отмечено 
уменьшение размера фолликулов и некробиотические 
изменения мозговой зоны.

Наличие ДНК аденовируса в органах и смывах цы-
плят было подтверждено методом ПЦР-РВ. В пробах от 
заражённых цыплят геном аденовируса был выявлен 
с 3 по 14 сут. после заражения и в ротоглоточных, и в 
клоакальных смывах (табл. 2). 

У контактных птиц вирус обнаружен в ротоглоточ-
ных смывах со 2 по 13 сут. после подсаживания к ин-
фицированным цыплятам, а  в  клоакальных смывах 
позднее — с 5 по 13 сут. после подсаживания (табл. 2). 

При исследовании проб внутренних органов от уби-
тых птиц ДНК аденовируса была обнаружена, начиная 
с 3 сут. после заражения, в печени (3, 6, 14, 24 сут.), поч-
ках (6 сут.), кишечнике (3, 6, 9, 24 сут.), бурсе (6 и 20 сут.) 
и селезёнке (6 и 24 сут.) заражённых цыплят (табл. 3). 
Исследование внутренних органов от павших цыплят 
в различные сроки после заражения (4, 7, 9, 14 и 20 сут.) 
показало наличие генома аденовируса птиц во всех ис-
следованных органах (печень, почки, кишечник, бурса, 
селезёнка). 

У цыплят контактной группы геном аденовируса 
птиц был выявлен с 5 сут. после контакта с заражённы-
ми цыплятами в пробах печени (6, 9, 14 сут.), почек (6 
и 14 сут.), кишечника (6, 9 и 14 сут.), бурсы и селезёнки 
(6, 9, 14 и 24 сут.) (табл. 3). 

Выявление ДНК аденовируса в пробах от цыплят 
контактной группы показывает возможность горизон-
тальной передачи вируса при совместном содержании 
инфицированных и здоровых птиц. 

В контрольной группе птицы были клинически здо-
ровы. Патологических изменений органов у убитых 
птиц контрольной группы и случаев выявления генома 
аденовируса птиц в органах цыплят в течение периода 
наблюдения не регистрировали. 

Экспериментальное заражение показало, что аде-
новирус птиц реплицировался во внутренних органах 
заражённых цыплят и оказывал на них патологическое 
действие, что подтверждено исследованиями других 
авторов [7, 10, 11, 13].

При исследовании сывороток крови в  ИФА у за-
ражённых цыплят были обнаружены специфические 
антитела к аденовирусу птиц (табл. 4). 

Через 9 сут. после заражения антитела были выяв-
лены у 3 цыплят из 9 исследованных, а через 24 сут. 
— у 5 из 8 исследованных цыплят из опытной группы. 
Средний титр антител по группе через 24 сут. после 
заражения составил 957±320, а средний титр поло-
жительных проб — 1438±360. У контрольных цыплят 

в течение всего эксперимента специфические анти-
тела не выявляли.

Результаты экспериментального заражения по-
казали, что изолят аденовируса птиц FAdV4/06/2009 
способен репродуцироваться в  клетках внутренних 
органов кур (печени, почках), лимфоидных органах 
(селезёнке, бурсе), вызывать синдром гидроперикар-
дита у орально зараженных птиц и у птиц, находящихся 
с ними в контакте, а также образование специфических 
антител. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изолят, выявленный у 154-сут. кур и выделенный на 

культуре клеток LMH, был идентифицирован как аде-
новирус птиц вида С c помощью ПЦР и нуклеотидного 
секвенирования фрагмента гена гексона. При экспери-
ментальном пероральном заражении цыплят он вызы-
вал характерные для аденовирусной инфекции макро- 
и гистопатологические изменения тканей внутренних 
органов (печени, почек) и образование базофильных 
телец-включений в печени. Наличие аденовирусной 
ДНК в органах и смывах заражённых птиц было под-
тверждено методом ПЦР-РВ. Вирус индуцировал вы-
работку специфических антител. 
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Таблица 2
Результаты выявления аденовируса птиц в ротоглоточных  
и клоакальных смывах

Группа
Период после заражения, сут Всего

3 6 9 14 20 20

В ротоглоточных смывах

Опытная 8/10* 4/10 2/10 3/10 0/10 17/50 

Контактная 2/6 4/6 5/6 3/5 0/6 14/29

В клоакальных смывах

Опытная 7/10 8/10 3/10 2/10 0/10 20/50

Контактная 0/6 1/6 2/6 5/5 0/6 8/29

* количество проб, в которых выявлен геном вируса/общее количество отобранных проб.

Таблица 3
Результаты выявления аденовируса птиц во внутренних органах кур

Группа Проба
Период после заражения, сут.

3 6 9 14 20 24

Опытная

печень 1/3* 2/3 0/3 3/3 0/3 1/3

почки 0/3 2/3 0/3 0/3 0/3 0/3

кишечник 2/3 3/3 1/3 0/3 0/3 1/3

бурса 0/3 1/2 н/и н/и 1/3 0/3

селезёнка н/и 2/3 н/и н/и 0/3 1/3

Контактная

печень н/и 1/2 1/2 1/2 0/2 0/2

почки н/и 2/2 0/2 1/2 0/2 0/2

кишечник н/и 2/2 2/2 2/2 0/2 0/2

бурса н/и 2/2 1/2 1/1 н/и 1/1

селезёнка н/и 2/2 1/2 1/2 н/и 1/1

* количество проб, в которых выявлен геном вируса/
общее количество отобранных проб;

н/и — не исследовали.

Таблица 4
Результаты выявления антител к аденовирусу птиц в ИФА

Группа
Сутки после заражения

0 9 24

Контрольная 199±58a

–b

0/8c

268±97
–

0/10

2±1
–

0/8

Опытная
302±154
760±352

3/9

957±320
1438±360

5/8
a средний титр антител по группе;
b средний титр антител положительных проб;
c отношение количества положительных проб к общему количеству проб в группе.

Рис. 5. Почки. А — здоровая ткань (контрольная группа),  
Б — поражённая ткань (инфицированная группа),  
11 сут. после заражения. 
Парафиновый срез, окр. гематоксилин и эозин. об. ×40, ок. ×10

Рис. 4. Паренхима печени цыплёнка, экспериментально 
инфицированного аденовирусом (20 сут. после заражения). 
Стрелками показаны тельца-включения. Парафиновый срез, окр. 
гематоксилин и эозин
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