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STRESZCZENIE

Adenowirusy ludzkie (HAdV) są istotnym czynni-
kiem wywołującym zakażenia u chorych z zaburzeniami 
odporności, w tym zwłaszcza z chorobami nowotworo-
wymi układu krwiotwórczego. Z powodu dużej liczby 
serotypów HAdV oraz istniejących pomiędzy nimi 
różnic genomowych diagnostyka zakażeń adenowiru-
sowych nie jest łatwa. Ostatnio z powodzeniem zastoso-
wano technikę  real-time PCR, pozwalającą na szybkie 
oraz wysoce swoiste wykrywanie adenowirusów.

Celem pracy było zbadanie częstości występowa-
nia zakażeń adenowirusowych w grupie 60 pacjentów 
z chorobami nowotworowymi układu krwiotwórczego 
wykazujących objawy zakażenia dolnych dróg odde-
chowych. Materiał do badań wirusologicznych stanowił 
płyn z płukania oskrzelowo-pęcherzykowego (BALF) 
i surowica krwi. DNA HAdV wykrywany był przy 
użyciu  metody real-time PCR, w której wykorzystano 
sekwencję DNA kodującą białko heksonowe. 

Częstość izolacji materiału genetycznego HAdV 
w badanej grupie była wysoka i wynosiła 21,7% dla 
próbek DNA izolowanych z BALF i 15,0% dla próbek 
surowicy. Uzyskane wyniki wskazują, iż uzasadnione 
jest stosowanie techniki qPCR w diagnostyce zakażeń 
HAdV, gdyż metoda ta zapewnia szybkie wykrycie oraz 
oznaczenie ilościowe DNA HAdV. Jej czułość i swo-
istość może znacząco ułatwić wykrywanie tych pato-
genów nawet w przypadkach zakażeń przebiegających 
z niewielkim nasileniem replikacji wirusa.

ABSTRACT

Human adenoviruses (HAdV) are one of the im-
portant infectious etiological factors that affect immu-
nocompromised patients. Because of the large number 
of HAdV serotypes and their genomic variations, they 
present a lot of difficulty in laboratory diagnostics. The 
recent introduction of real-time PCR (qPCR)-based as-
says has opened new ways to rapid, specific, and highly 
sensitive HAdV detection. 

For detection and quantification of HAdV DNA 
we retrospectively tested serum and bronchoalveolar 
lavage fluid (BALF) samples obtained from a cohort 
of 60 adult patients with haematological malignancies 
presenting clinical and radiological symptoms of lower 
respiratory tract infections. Human adenoviruses DNA 
was detected by qPCR method, using primers targeting 
a conserved region of the adenoviral hexon gene and 
a specific TaqMan® probe.

Adenovirus infection occurred with a high incidence 
in our study group patients. Using qPCR we found that 
a 21,7% and 15,0% of patients had adenoviral DNA 
in BALF and serum samples, respectively. The high 
level of sensitivity, specificity and accuracy provided 
by real-time PCR assay are favorable for the use in the 
detection of adenoviral DNA in clinical specimens, 
especially in immunocompromised patients.
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Wstęp

W ostatnich latach zauważono wzrost częstości 
zakażeń adenowirusowych (HAdV; human adenoviru-
ses) u osób leczonych z powodu chorób rozrostowych 
układu krwiotwórczego (1,2). Transmisja wirusów 
odbywa się drogą kropelkową, fekalno-oralną, poprzez 
kontakt z zakażonymi tkankami lub krwią, a także 
poprzez bezpośredni kontakt wirusa ze spojówką oka. 
Zakażenia HAdV mogą być powodowane zarówno 
przez kontakt de novo z wirusem, jak i poprzez jego 
reaktywację z zakażenia przewlekłego (persystentnego) 
(3).  Zapalenia płuc wywołują najczęściej serotypy 3, 
4, 7 oraz 21 adenowirusów.  Okres wylęgania zależy 
od serotypu wirusa i wynosi od dwóch dni do dwóch 
tygodni (1). U chorych bez zaburzeń odporności HAdV 
wywołują zwykle łagodne i samoogranicząjące się 
zakażenia górnych dróg oddechowych. W grupie cho-
rych z zaburzeniami odporności spektrum objawów 
klinicznych jest znacznie szersze i obejmuje także 
zapalenia płuc o ciężkim przebiegu (1). W obrazie 
radiologicznym zapalenie płuc wywołane przez adeno-
wirusy nie wykazuje cech swoistych i może przebiegać 
jako zapalenie odoskrzelowe lub płatowe, w tym także 
wielopłatowe. Objawia się naciekami o dystrybucji 
odoskrzelowej. W postaciach o łagodniejszym prze-
biegu badanie mikroskopowe płuc ujawnia obecność 
nacieków komórkowych w śródmiąższu i pęcherzykach 
płucnych oraz jądrowe ciałka wtrętowe (4). W cięższych 
postaciach bardzo często stwierdza się masywne nacieki 
komórkowe, zmiany krwotoczne i martwicze; może 
także pojawić się wysięk w opłucnej (5). W niektórych 
grupach chorych, w tym z zaburzeniami odporności 
po przeszczepieniu szpiku, śmiertelność w przebiegu 
zapaleń płuc wywołanych adenowirusami może sięgać 
50-80% (1). U części pacjentów tej grupy dochodzić 
może do zarostowego zapalenie oskrzelików, a w kon-
sekwencji do nieodwracalnej obturacji  z narastającymi 
zaburzeniami oddychania (6)

Ponieważ kliniczne i radiologiczne objawy zakażeń 
dolnych dróg oddechowych wywołanych adenowirusa-
mi nie różnią się od objawów występujących podczas 
innych zakażeń wirusowych a także bakteryjnych, 
rozpoznanie etiologii zakażenia jest możliwe tylko 
na podstawie badań  mikrobiologicznych (7). „Zło-
tym standardem” w diagnostyce zakażeń HAdV była 
dawniej izolacja wirusa w hodowlach komórkowych, 
jednak metoda ta nie była wystarczająco czuła, aby 
wykrywać małą liczbę cząsteczek wirusa krążących 
we krwi obwodowej. Technika ta była także zbyt 

kosztowna oraz czasochłonna . Obecnie w diagnostyce 
zakażeń adenowirusami wykorzystuje się wykrywanie 
swoistych przeciwciał w klasach IgM  oraz IgG lub 
też badanie obecności DNA HAdV w próbce metodą 
reakcji łańcuchowej polimerazy (PCR, polymerase 
chain reaction)  (8,9).

Choroby nowotworowe  układu krwiotwórczego, 
a także stosowane w tych chorobach leczenie cytoreduk-
cyjne i/lub przeszczepienie komórek krwiotwórczych 
szpiku kostnego, prowadzą do istotnych zaburzeń od-
porności. Skutkiem tych zaburzeń są częste zakażenia, 
w tym w obrębie dolnych dróg oddechowych. Ze wzglę-
du na fakt, iż etiologia znacznej części tych zakażeń 
pozostaje nierozpoznana, postanowiono przeprowadzić 
badania częstości  izolacji materiału genetycznego 
HAdV u chorych leczonych z powodu chorób nowotwo-
rowych układu krwiotwórczego, a u których wystąpiły 
objawy zakażenia dolnych dróg oddechowych. Celem 
pracy było także określenie przydatności ilościowego 
badania reakcji PCR w czasie rzeczywistym (qPCR, 
quatitative PCR), opracowanej przez Rola i in. (9), do 
wykrywania zakażeń HAdV  u pacjentów, u których 
zakażenia dolnych dróg oddechowych rozwinęły się 
jako powikłanie leczenia chorób nowotworowych 
układu krwiotwórczego.

Materiał i metody

Materiał diagnostyczny stanowiło 60 próbek płynu 
z płukania-oskrzelowo pęcherzykowego (BALF, bron-
choalveolar lavage fluid) i 60 próbek surowicy krwi. 
Materiały uzyskano od 60 chorych z chorobami nowo-
tworowymi  układu krwiotwórczego leczonych w Klini-
ce Hematologii Instytutu Hematologii i Transfuzjologii 
w Warszawie oraz w Katedrze i Klinice Hematologii, 
Onkologii i Chorób Wewnętrznych Warszawskiego 
Uniwersytetu Medycznego.

Badana grupa liczyła 44 mężczyzn oraz 16 ko-
biet, w wieku od 16 do 79 lat (średnia wieku 53 lata). 
W tabeli I przedstawiono charakterystykę badanej 
grupy podając liczbę chorych z poszczególnymi typa-
mi nowotworów. Dodatkowe dane dotyczące badanej 
grupy zamieszczono w tabeli II. U wszystkich chorych 
wskazaniem do wykonania bronchofiberoskopii i badań 
mikrobiologicznych było wystąpienie objawów zaka-
żenia dolnych dróg oddechowych. U 16 osób (27%) 
pacjentów objawy zakażenia pojawiły się w okresie 
ostrej neutropenii. Ośmiu chorych z badanej grupy było 
wcześniej leczonych przeszczepieniem  krwiotwór-

Słowa kluczowe: adenowirusy, zaburzenia odporności, 
choroby nowotworowe układu krwiotwórczego, zakaże-
nia układu oddechowego , real-time PCR

Key words: adenoviruses, immunosuppression, ha-
ematological malignancies, respiratory tract infections, 
real-time PCR
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czych komórek macierzystych (HSCT, hematopoietic 
stem cell transplantation). Wśród klinicznych objawów 
zakażeń dolnych dróg oddechowych stwierdzono: go-
rączkę u 47 chorych, kaszel u 28 chorych i duszność u 12 
chorych. W badaniu rentgenowskim płuc u 87% chorych 
wykazano obecność nacieków w miąższu płuc. Bron-
chofiberoskopię i płukanie oskrzelowo-pęcherzykowe 
(BAL, bronchoalveolar lavage) wykonano w obszarze 
płuc, w którym stwierdzono zmiany radiologiczne. 
Stosowano jałowy roztwór 0,9% NaCl ogrzany do tem-
peratury 37 °C. Krew do badań pobrano bezpośrednio 
przed bronchofiberoskopią i BAL.

W celu uzyskania dodatkowych danych pozwalają-
cych na ocenę klinicznego znaczenia wyników dodat-
nich badania rozszerzono o grupę kontrolną. Stanowiło 
ją 20 chorych (11 mężczyzn i 9 kobiet w wieku od 16 do 
86 lat; średnia wieku 56 lat) bez zaburzeń odporności 
i bez klinicznych i radiologicznych objawów zakażenia 
dolnych dróg oddechowych. Podobnie jak w grupie 
badanej, tak i w grupie kontrolnej, materiałem do badań 
mikrobiologicznych były surowica krwi i BALF. Płyn 
z BAL uzyskano podczas diagnostycznej bronchoskopii, 
do której wskazanie stanowiły nieinfekcyjne choroby 

płuc lub śródpiersia (tab. III). Płukanie oskrzelowo-
-pęcherzykowe wykonano u tych chorych w obszarach 
płuc, w których nie stwierdzano istotnych nieprawidło-
wości w obrazie radiologicznym.

Tabela III.	 Wskazanie do diagnostyki bronchoskopowej 
u pacjentów z grupy kontrolnej (n= 20)

Table III.	 Underlying diseases/indications for bronchoscopy 
in the control group (n= 20)

Choroba podstawowa Liczba pacjentów
Złośliwy nowotwór płuc
Sarkoidoza
Aspiracja ciała obcego
Powiększenie węzłów chłonnych śródpiersia
Astma/Przewlekła obturacyjna choroba płuc
Nowotwór przełyku
Nienowotworowe zwężenie tchawicy

10
2
2
2
2
1
1

Izolacja DNA z BALF oraz z surowicy przepro-
wadzona została metodą lizy alkalicznej przy użyciu 
zastawu QIAmp® DNA Mini Kit (QIAGEN) zgodnie 
z zaleceniami producenta.  W prowadzonych doświad-
czeniach real-time PCR do wykrywania adenowirusów 
prowadzono wg Rola i in. (9), uwzględniając modyfi-
kację do wariantu ilościowego poprzez zastosowanie 
specyficznych kalibratorów w zakresie 6,07·106 – 
6,02·10 kopii/ml. Badania zostały wykonane na aparacie 
LightCycler 2.0 przy użyciu zestawu amplifikacyjnego 
LightCycler TaqMan® Master (Roche Diagnostic). 

Analizę statystyczną, której celem było porównanie 
ilości DNA HAdV w BALF u dwóch grup pacjentów: 
osób, u których wykryto DNA adenowirusów zarówno 
w BALF , jak i w surowicy oraz osób u których DNA 
HAdV wykryto tylko w BALF, przeprowadzono stosu-
jąc test Manna-Whitney’a.

Wyniki

Wykorzystując metodę ilościową PCR z detekcją 
w czasie rzeczywistym (9) nie wykryto swoistych 
dla ludzkich adenowirusów sekwencji DNA w żadnej 
próbce pochodzącej od pacjentów z grupy kontrolnej, 
co potwierdziło brak zakażeń o etiologii HAdV wśród 
osób tej grupy.

Spośród 60 badanych próbek BALF, swoiste dla 
adenowirusów sekwencje DNA wykryto w 13 (21,7%), 
natomiast w 47 próbkach odnotowano wyniki ujemne 
(78,3%). Uzyskane w identyczny sposób wyniki dla 60 
próbek surowicy były dodatnie dla 9 pacjentów (15,0%), 
a ujemne dla 51 pacjentów (85,0%) – tab. IV. Obec-
ność DNA HAdV w surowicy zaobserwowano jedynie 
u pacjentów, u których liczba kopii DNA w BALF była 
bardzo wysoka. Wyjątkiem była jedna badana próbka, 
w której adenowirusy zostały wykryte tylko w surowicy. 
Może to świadczyć o prawdopodobnym wystąpieniu 

Tabela. I.	Rodzaje schorzeń układu krwiotwórczego w bada-
nej grupie pacjentów (n= 60)

Table. I.	 Underlying haematological disease in patients from 
the study group (n=60)

Choroba podstawowa Liczba pacjentów
Ostra białaczka szpikowa      
Chłoniak
        Hodgkina
        Nieziarniczy
Przewlekła białaczka limfocytowa
Szpiczak plazmocytowy
Aplazja/hipoplazja szpiku kostnego
Mielofibroza
Zespół mielodysplastyczny
Przewlekła białaczka szpikowa 
Ostra białaczka limfoblastyczna
Makroglobulinemia Waldenstroema

26
13
5
8
8
4
3
2
1
1
1
1

Tabela II.	Wybrane dane demograficzne i kliniczne charak-
teryzujące badaną grupę  pacjentów (n= 60)

Table II.	 Demographic and clinical data of patients from the 
study group (n=60)

Średnia wieku 53,1 ± 15
Płeć (mężczyźni/kobiety) 44/16
Neutropenia (<0,5 x 109 × L-1) (n) 16
Przebyte przeszczepienie krwiotwórczych 
komórek  macierzystych

13

Objawy zakażenia
      gorączka
      kaszel
      duszność

60
47
28
12

Zmiany w obrazie radiologicznym (n) 52
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u tego pacjenta innego zakażenia adenowirusowego 
niż zakażenie układu oddechowego. Średnia liczba 
kopii DNA adenowirusa stwierdzona w BALF wynosiła 
1,72·105 kopii/ml i była wyższa niż w surowicy, gdzie 
wynosiła 3,8·104 kopii/ml. 

Przeprowadzona analiza statystyczna z użyciem 
testu Manna-Whitney’a porównująca ilość DNA ade-
nowirusów w BALF wykazała statystycznie znaczące 
różnice (P≤0,001) pomiędzy pacjentami, u których 
wykryto obecność DNA adenowirusów w obu rodzajach 
materiału klinicznego, a pacjentami u których DNA 
HAdV znajdowało się tylko w BALF. Mediana liczby 
kopii DNA adenowirusów w popłuczynach oskrzelo-
wych u pacjentów wykazujących obecność DNA wirusa 
w surowicy oraz w BAL wynosiła 97400 kopii/ml (w za-
kresie od 2,5·102 do 1,5·107), natomiast u pacjentów nie 
wykazujących obecności DNA adenowirusa w surowicy 
była znacznie niższa i wynosiła zaledwie 3700 kopii/
ml (od 2,14·102 do 1,1·104).

Dyskusja

W ostatnich latach notuje się znaczny wzrost liczby 
chorych z zaburzeniami odporności . Ponieważ liczba 
chorych z pierwotnymi zaburzeniami odporności utrzy-
muje się na stosunkowo stałym poziomie, za zjawisko 
to odpowiedzialne są przede wszystkim nabyte (wtórne) 
postacie zaburzeń odporności. Za najważniejsze przy-
czyny zwiększającego się rozpowszechnienia zaburzeń 
odporności uważa się wzrost liczby chorych zakażonych 
HIV, wzrost częstości występowania chorób nowotwo-
rowych oraz coraz szersze stosowanie metod leczenia, 
których konsekwencją są zaburzenia odporności (che-
mioterapia, radioterapia, leczenie immunosupresyjne 
po przeszczepieniu narządów). Wszystkie te stany 
obniżają zdolność układu immunologicznego do obro-
ny przed zakażeniami wirusowymi, bakteryjnymi czy 
grzybiczymi (6). Jedną z głównych przyczyn zgonów 
w tej grupie chorych są zapalenia płuc, często o etiolo-
gii wirusowej. Ze względu na swe rozpowszechnienie 
w populacji znaczny odsetek tych zakażeń powodowany 

jest przez adenowirusy. Zakażenia te, nieszkodliwe 
dla osób z prawidłową odpornością, mogą być bardzo 
niebezpieczne dla pacjentów z upośledzeniem mechani-
zmów odpornościowych. Szczególnie ważne znaczenie 
ma wczesne rozpoznanie tych zakażeń w grupie osób 
z chorobami nowotworowymi  układu krwiotwórczego 
poddawanych intensywnej chemio- i radioterapii i/lub 
przeszczepieniu komórek krwiotwórczych (1,2,3). 

Wykorzystując technikę real-time PCR do badania 
zakażeń HAdV u osób z chorobami nowotworowymi 
układu krwiotwórczego, wirusowy DNA wykryto 
w 21,7% próbek DNA izolowanych z BALF oraz 
15,0% próbek surowicy. Wartości te są nieco niższe 
niż podawane przez innych autorów, bowiem Lion i in. 
stwierdzili obecność materiału genetycznego HAdV 
u 27% (8), zaś Bil-Lula i in. wykryli DNA adenowiru-
sów u 50%  pacjentów  (10). Należy jednak nadmienić, 
że badania te prowadzone były we krwi pełnej (8) oraz 
w krwi pełnej, moczu i próbkach kału (10).

Stosując tradycyjne techniki badawcze Rocholl 
i in. za pomocą testu immunofluorescencji bezpośred-
niej zastosowanej do badania popłuczyn nosowych 
(11),  wykryli zakażenia adenowirusami u 143 (7,5%) 
spośród 1901 dzieci zakażonych wirusami powodu-
jącymi typowe zakażenia dróg oddechowych. Mimo 
niskich kosztów wykonania pojedynczego oznaczenia 
oraz szybkiego czasu wykonania badania (wyniki 
otrzymywano już po 4 godzinach) ograniczenie me-
tody stanowi jej niska czułość, która wynosiła jedynie 
63%. Wobec tego faktu autorzy badań rekomendują 
stosowanie bardziej czułych metod diagnostycznych, 
w tym  wykorzystanie reakcji real-time PCR (11). 
Z kolei w badaniach przeprowadzonych przez Gonzales 
i in. (12) częstość występowania zakażeń wirusowych 
u pacjentów z chorobami nowotworowymi układu 
krwiotwórczego, wykazujących objawy zakażenia 
dolnych dróg oddechowych, badano przy użyciu 
hodowli komórkowych., gdzie obecność wirusów po-
twierdzano przy użyciu przeciwciał monoklonalnych 
skoniugowanych z fluoroesceiną. Wirusy powodujące 
zakażenia układu oddechowego wykryto w BALF u 21 
(9%) pacjentów, z czego adenowirusy były przyczyną 
zakażeń dolnych dróg oddechowych jedynie u 3 z 21 
pacjentów (12). Technika ta okazuje się jednak mało 
przydatna w chwili, gdy należy szybko ustalić etiologię 
zakażenia i zastosować odpowiednie leczenie. W tej 
sytuacji real-time PCR jest jedną z najskuteczniejszych 
metod wykrywania zakażeń wirusowych.

Pomimo wysokiej czułości i swoistości real-time 
PCR należy wziąć pod uwagę fakt, że wykrycie adeno-
wirusów w surowicy możliwe jest tylko w przypadku 
zakażeń przebiegających z nasiloną replikacją DNA. 
Do wykrywania zakażeń adenowirusowych dolnych 
dróg oddechowych lepszym materiałem wydaje się 
być BALF, choć niezbędne są dalsze prace w grupie 

Tabela IV.	 Porównanie wyników badań w kierunku wykry-
wania HAdV otrzymanych za pomocą ilościowe-
go badania real-time PCR  w płynie z płukania 
oskrzelowo-pęcherzykowego (BALF) i w suro-
wicy – grupa badana

Table IV.	 Comparison of HAdV qPCR results obtained in 
BALF and serum samples in the study group

Liczba badanych materiałów 
klinicznych

Wyniki real-time PCR
BALF Surowica

+ - + -
n=60

%
13

21,67
47

78,33
9

15,00
51

85,00
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osób poddanych immunosupresji, które pomogłyby 
w ustaleniu poziomu HAdV spotykanego u pacjentów 
bez żadnych zauważalnych objawów klinicznych, a wy-
nikającego z zakażenia przewlekłego tymi patogenami. 
Stanowi to pewne ograniczenie przeprowadzonych ba-
dań. Monitorowanie obecności wirusa, poprzez częste 
oznaczanie liczby jego kopii w materiale klinicznym 
przy użyciu technik ilościowych, pozwala jednak na 
badanie skuteczności terapii przeciwwirusowej (2,13). 
Jej efektywnym rezultatem powinno być zmniejszenie 
poziomu replikacji wirusa, a co za tym idzie zmniej-
szenie liczby kopii wirusa. Jest to niezmiernie ważne, 
gdyż stosowane obecnie cidofowir oraz rybawiryna 
nie mają formalnego potwierdzenia jako leki skuteczne 
przeciwko HAdV i stosowane są jedynie w próbach 
klinicznych (2). W badaniach przeprowadzonych przez 
Lankester i in. (14), podczas badania skuteczności te-
rapii rybawiryną, nie odnotowano zmniejszenia liczby 
kopii DNA HAdV u pacjentów. U niektórych chorych 
poziom DNA adenowirusów wzrastał, co świadczyło 
o dalszym rozwoju zakażenia. Po stwierdzeniu niesku-
teczności rybawiryny, u dwóch pacjentów rozpoczęto 
terapię z użyciem cidofowiru. Zaobserwowano wów-
czas stabilizację poziomu DNA HAdV w surowicy 
pacjentów, nie udało się jednak przeprowadzić dalszych 
badań z powodu zgonu chorych. Z kolei w badaniach 
przeprowadzonych przez Neofytos i in. (15), u 5 spośród 
6 pacjentów po HSCT , u których stwierdzono zakażenie 
HAdV, odnotowano spadek wiremii podczas leczenia 
cidofowirem. W 4 przypadkach obniżenie poziomu 
DNA HAdV w surowicy zauważono już po kilku dniach 
od rozpoczęcia terapii, co świadczyło o potencjalnej 
skuteczności leku. 

Podsumowanie i wnioski

Zastosowanie w rutynowej diagnostyce i monito-
rowaniu zakażeń HAdV metod wykrywania kwasów 
nukleinowych, w tym real-time PCR, zyskuje w chwili 
obecnej o wiele większe znaczenie niż tradycyjne 
badania wirusologiczne. Znając zmiany liczby kopii 
wirusa w czasie trwania leczenia można wnioskować 
o skuteczności zastosowanej terapii (2,10,13). Biorąc 
pod uwagę ilościowy wynik badania łatwiej jest podjąć 
decyzję o zmniejszeniu dawek leków przeciwwiru-
sowych przy pojawieniu się skutków ubocznych lub 
o zmianie leczenia na skuteczniejsze. Podobnie, dłu-
gotrwałe obserwacje prowadzone w wielu ośrodkach 
pozwalają także określić czy badanie krwi czy osocza 
mają większą wartość diagnostyczną.

Należy podkreślić, że:
	1.	 Częstość wykrywania DNA adenowirusów jest znaczna 

w badanej grupie pacjentów z chorobami nowotworo-

wymi układu krwiotwórczego, choć nieznacznie niższa 
w porównaniu z analogicznymi danymi światowymi.

	2.	 Technika real-time PCR jest niezwykle przydatna do 
szybkiego wykrywania i potencjalnego monitorowania 
zakażeń o etiologii HAdV.
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