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РЕЗЮМЕ
При постановке ПЦР с последующим генетическим анализом нуклеотидных последовательностей 
фрагментов генов H5 и N1 было установлено, что исследуемый изолят вируса гриппа птиц облада-
ет структурой сайта разрезания PQGRERRRKKR*GLF, характерной для вирусов высокопатоген-
ного гриппа птиц, и относится к генетической группе штаммов вируса гриппа птиц из юго-восточ-
ной части Азии.

ABSTRACT
PCR with subsequent genetic analysis of H5 and N1 gene fragment nucleotide sequences showed that the 
examined isolate had the structure of the PQGRERRRKKR* cleavage site characteristic of highly patho-
genic avian influenza viruses and belonged to genetic group of South-Eastern Asia influenza viruses.

восток Тибета)] [3]. Консенсусные после-
довательности изолятов Qinghai исследуе-
мого вируса ГП А/duck/Novosibirsk/2/2005 
(H5N1) и других российских изолятов сов-
падают полностью. Отдельные изоля-
ты (как китайские, так и российские) мо-
гут нести 1–2 аминокислотные и 2–3 нук-
леотидные замены, причем для российс-
ких изолятов можно предполагать корре-
ляцию наличия определенных замен с гео-
графическим местом выделения вируса. 

Обращает внимание то, что озеро Qin-
ghai расположено значительно западней 
районов Китая, где ВГП H5N1 регистриро-
вался до этого. Можно предположить, что 
эта вспышка и случаи заболевания ВПГП 
на юге Западной Сибири связаны с миг-
рацией из Южного Китая диких перелет-
ных водоплавающих птиц в северо-запад-
ном направлении по Центрально-Азиатс-
кому миграционному пути, пересекающе-
му Новосибирскую область. Анализ слу-
чаев заражения ГП домашней и дикой пти-
цы в Новосибирской области показывает, 
что все населенные пункты, в которых ре-

гистрировались вспышки заболевания, на-
ходятся около водоемов, озер, водохрани-
лищ, рядом с реками. Именно здесь проис-
ходила передача вируса от диких предста-
вителей околоводной фауны к домашним 
водоплавающим птицам.

Выводы
Таким образом, в результате прове-

денных исследований было установле-
но, что изученный изолят вируса гриппа 
птиц А/duck/Novosibirsk/2/2005 относит-
ся к подтипу H5N1, обладает структурой 
сайта разрезания PQGRERRRKKR*GLF 
и относится к единой генетической группе 
штаммов из юго-восточной части Азии. 
Определенная структура сайта разреза-
ния белка гемагглютинина позволяет нам 
предположить, что он относится к группе 
высокопатогенных штаммов вируса ГП. 
Однако, для постановки окончательного 
диагноза и определения биологических 
свойств изученного изолята вируса грип-
па птиц необходимо проведение тестов на 
патогенность с использованием чувстви-
тельных систем. 
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БИОЛОГИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ИЗОЛЯТА 
ВИРУСА ГРИППА ПТИЦ A/DUCK/
NOVOSIBIRSK/2/2005 H5N1

Введение
Высокопатогенный грипп птиц — ост-

рая контагиозная вирусная инфекция до-
машних и диких птиц, характеризующая-
ся общим угнетением, отеками, множес-

твенными кровоизлияниями и пораже-
ниями внутренних органов, мозга и кожи 
[2, 4, 6]. Гибель птицы, особенно молодня-
ка, может достигать 100%. Возбудителем 
заболевания является РНК-содержащий 
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вирус семейства Orthomyxoviridae, рода 
Influenzaеvirus, типа А. 

В настоящее время грипп птиц (ГП) 
имеет широкое географическое распро-
странение на Евроазиатском континенте 
[5]. На территории ряда субъектов Россий-
ской Федерации в 2005 г. выявлено заболе-
вание, в связи с чем был наложен карантин 
на 62 населенных пункта с последующим 
уничтожением всего поголовья птицы [3]. 
В сложившейся ситуации своевременное 
выявление и идентификация возбудителя 
при вспышке ГП являются необходимым 
условием быстрого купирования и ликви-
дации заболевания. При этом основную 
роль при характеристике выделенного ви-
руса играют тесты по определению пато-
генности с использованием чувствитель-
ных систем.

Также наряду с классическими метода-
ми успешно используется метод индикации 
и идентификации вируса на основе ампли-
фикации в ПЦР и определения первичной 
структуры фрагмента генома вируса, ко-
дирующего сайт разрезания белка гемаг-
глютинина. Это позволяет на основе пер-
вичной структуры сайта разрезания белка 
НА сделать предположение о степени ви-
рулентности исследуемого штамма виру-
са [6].

Целью настоящей работы являлось оп-
ределение биологических свойств поле-
вого изолята вируса ГП A/Duck/Novosi-
birsk/2/2005 H5N1, выделенного в Новоси-
бирской области в 2005 году. 

Материалы и методы
Вирус. В работе был использован изо-

лят вируса ГП A/Duck/Novosibirsk/2/2005 
H5N1, выделенный от домашней утки в 
июле 2005 года в с. Копкуль Купинского 
района Новосибирской области. 

Лабораторные животные. Интравеноз-
ный индекс патогенности (IVPI) определя-
ли на 6-недельных цыплятах, не иммунных 
к ГП.

Выделение вируса. Вирусовыделение 
проводили согласно руководству МЭБ на 
9–11-суточных куриных SPF-эмбрионах 

(КЭ). 10% суспензию органов (головной 
мозг, легкие, трахея, селезенка, почки, пе-
чень) больной птицы вводили в алланто-
исную полость в объеме 0,2 мл/эмбрион. 
Заражали 10 эмбрионов, контролем слу-
жили 5 незараженных. КЭ, погибшие пос-
ле 48 ч. инкубации и более, использовались 
для сбора экстраэмбриональной жидкости 
(ЭЭЖ) и проведения дальнейших исследо-
ваний.

Определение индекса патогенности. 
Для определения интравенозного индекса 
патогенности (IVPI) использовали обще-
принятую методику [6]. Исследуемую ви-
руссодержащую ЭЭЖ в разведении 1:10 
на стерильном физиологическом растворе 
вводили внутривенно десяти 6-недельным 
SPF-цыплятам в дозе 0,1 мл. За птицами 
вели ежесуточное наблюдение в течение 
10 дней и учитывали клиническое состоя-
ние каждой птицы при помощи коэффици-
ента: 0 — здорова; 1 — больная (отмечены 
признаки развития заболевания, такие как 
угнетение, отказ от корма и воды, цианоз 
кожи или ее производных, отеки, наруше-
ния со стороны респираторного или пище-
варительного тракта, нервные явления); 2 
— тяжелобольная (одновременно наблю-
даются несколько ярких клинических при-
знаков инфекции); 3 — птица мертва. По-
гибшие птицы получали коэффициент 3 
ежедневно, вплоть до десятого дня опыта. 
Интравенозный индекс патогенности вы-
числяли по формуле:

где Бi — число больных в день i; ТБi — чис-
ло тяжелобольных в день i; Пi — число пав-
ших на день i; N — общее число птиц в эк-
сперименте.

По результатам определения индекса 
интравенозной патогенности вирусы ГП 
делятся на высокопатогенные (IVPI>1,2) и 
низкопатогенные (IVPI<1,2).

РГА и РТГА. РГА и РТГА проводили по 
общепринятой методике с использованием 
панели специфических сывороток к виру-

Таблица 1
Результаты РТГА с экстраэмбриональной жидкостью

Специфические сыворотки Исследуемая проба Контроль +1 Контроль-2

Грипп птиц подтип H5 1:256 1:256 -

Грипп птиц подтип H7 -3 - -

Грипп птиц подтип H9 - - -

Ньюкаслская болезнь - - -

Примечание:1 — антиген ГП инактивированный диагностический подтипа Н5N2; 2 — нормальная 
аллантоисная жидкость; 3 — реакции не выявлено

IVPI=
10×N

Σ(Бi×1+NБi×2+Пi×3)
10

i=1
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су гриппа птиц подтипов H5, 7, 9 (Институт 
зоопрофилактики, г. Венеция, Италия) и 
ньюкаслской болезни (ФГУ «ВНИИЗЖ»).

Результаты и обсуждение
В июле 2005 года во ВНИИЗЖ был до-

ставлен патологический материал (голо-
вной мозг, селезенка, печень, почки, тра-
хея, легкие) от домашней утки в возрасте 1 
мес. из Купинского района Новосибирской 
области. Основанием для отбора патологи-
ческого материала послужило появление у 
птицы клинических признаков, характер-
ных для ВПГП, и массовый падеж домаш-
них и диких птиц разных видов. У кур и 
индюков наблюдали в основном нервную 
клинику, которая проявлялась шейными 
параличами и парезами лап. У уток отме-
чали  помутнение роговицы, параличи. Для 
заболевшей птицы всех видов характерна 
высокая температура тела, гибель насту-
пает на 2–3 день после появления клини-
ческих признаков, случаев выздоровления 
не наблюдалось.

При патологоанатомическом вскрытии 
у куриц отмечали многочисленные крово-
излияния во внутренних органах, в мыш-
цах ног и груди, отек легких и подчелюс-
тного пространства. Также наблюдали по-
синение гребня, сережек и лап, конъюнк-
тивиты и риниты. 

Для успешного вирусовыделения пот-
ребовался 1 пассаж на 9-суточных кури-
ных SPF-эмбрионах. После 48 ч. инкуби-
рования была зафиксирована 100% гибель 
зараженных КЭ. При вскрытии на тушках 
эмбрионов наблюдались многочисленные 
кровоизлияния, особенно интенсивные в 
области головы. Активность полученной 
ЭЭЖ составляла в РГА 1:256. Результаты 
постановки РТГА с ЭЭЖ, полученной пос-
ле 1 пассажа на куриных эмбрионах, пред-
ставлены в табл. 1.

Определение индекса интравенозной 
патогенности. Для определения IVPI ис-
пользовали 10 цыплят. На первые сут-
ки после внутривенного заражения пало 
3 цыпленка, у оставшихся наблюдалось 
угнетение, отказ от корма и диарея, у одно-

го цыпленка также отмечен паралич лап. 
На 2 сутки пали остальные цыплята. Ре-
зультаты представлены в табл. 2.

МЭБ в 1992 г. был принят ряд критери-
ев, позволяющих определить степень па-
тогенности вируса гриппа птиц, таких, как 
определение внутривенного (интравеноз-
ного) индекса на цыплятах, способность к 
росту на культуре клеток без добавления 
трипсина и определение первичной струк-
туры сайта разрезания гемагглютинина. 
До настоящего момента все три критерия 
являются действительными, и среди уче-
ных-вирусологов часто возникают дискус-
сии о целесообразности проведения трудо-
емких и порой несущих угрозу для здоро-
вья исследователя опытов на животных. 
Однако исследования Senne D.E. и коллег 
показали, что в природе существуют изо-
ляты вируса ГП с молекулярными харак-
теристиками высокопатогенных штаммов, 
но при этом имеющих только остаточную 
вирулентность [7]. Поэтому решающую 
роль при изучении свойств вируса играют 
тесты с использованием чувствительных 
биосистем.

При изучении молекулярных основ па-
тогенности вируса ГП было выяснено, что 
вирулентность коррелирует с первичной 
структурой сайта разрезания гемагглюти-
нина. Предыдущие исследования показа-
ли, что первичная структура сайта разре-
зания белка НА изолята A/Duck/Novosi-
birsk/2/2005 H5N1 характерна для группы 
потенциально высокопатогенных штам-
мов вируса ГП. Также с помощью филоге-
нетического анализа была определена ге-
нетическая группа выделенного изолята 
гриппа птиц [1]. Определенный нами ин-
декс интравенозной патогенности (IVPI = 
2,87) подтвердил эти предположения. 

Выводы 
В результате комплекса проведенных 

вирусологических исследований были оп-
ределены биологические свойства виру-
са гриппа птиц А/Duck/Novosibirsk/2/2005 
H1N1, которые характеризуют данный 
изолят как высокопатогенный.

Таблица 2
Результаты наблюдения за группой цыплят после заражения 

Клиническое со-
стояние

Дни наблюдения

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Здоровые 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Больные 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Парализованные 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Мертвые 3 10 10 10 10 10 10 10 10 10

Расчет: IVPI = (3х3+1х2+6х1+10х3х9)/100=2,87
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РЕЗЮМЕ
Из патологического материала от домашней утки, полученного при вспышке заболевания в Новоси-
бирской области в 2005 г., был выделен полевой изолят вируса гриппа птиц. После 1 пассажа на кури-
ных SPF-эмбрионах экстраэмбриональная жидкость (ЭЭЖ) имела в РГА активность 1:256, в РТГА 
взаимодействовала только со специфической сывороткой против вируса гриппа птиц подтипа Н5. 
Гибель эмбрионов наступала через 48 часов после заражения. Индекс интравенозной патогенности 
был равен 2,87, что подтвердило высокую патогенность вируса.
Таким образом, в результате проведенных исследований были установлены биологические свойства 
выделенного изолята вируса гриппа птиц, и он был признан этиологическим агентом вспышки забо-
левания в данном регионе.

ABSTRACT
Field isolate of avian influenza (AI) virus has been recovered from the pathological material from a domes-
tic duck, obtained from the outbreak in the Novosibirsk Oblast in 2005. After the 1st passage on SPF chicken 
embryos, extraembryo fluid activity in hemagglutination test was 1:256, and in hemagglutination inhibition 
test this fluid reacted only with the specific serum against AI virus subtype H5. Embryos died after 48 hours 
post inoculation. Intravenous pathogenicity index was 2.87, it proved that the virus was highly pathogenic. 
Thus, as a result of the examinations, biological properties of the recovered AI virus isolate were deter-
mined, and this isolate was identified as an etiological agent of the disease outbreak in this region.

Введение
Грипп, или чума, птиц (ГП) — высоко-

контагиозное заболевание, поражающее 
птиц разных видов, вызывается вирусом 
типа А семейства Orthomyxoviridae. Вирус 
гриппа — оболочечный, на своей поверх-
ности несет гликопротеины: гемагглюти-
нин (НА) и нейраминидазу (NA), которые 
отвечают за выработку вируснейтрализу-
ющих антител и определяют антигенную 
специфичность вируса. Вирусы гриппа ти-
па А по структуре НА разделяются на 16 
подтипов, по NA — на 9 подтипов [2, 3, 5], 

наиболее опасные среди них вирусы подти-
пов Н5 и Н7. Вирусная оболочка включает 
слой мембранного, или матриксного, белка 
(М), который является одним из основных 
структурных белков и составляет 35–45% 
от массы вириона. Сегментированный ге-
ном вируса, представляющий собой отри-
цательно заряженную одноцепочечную 
РНК, окружен нуклеокапсидной оболоч-
кой, состоящей из нуклеопротеина (NP). 
Вирусные белки M и NP — высоко консер-
вативные и являются типоспецифически-
ми антигенами [3, 5]. 
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