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Общая характеристика работы 
Актуальность темы. Промышленное птицеводство - наиболее индуст-. 

риалыіо развитое направление сельского хозяйства, как в России, так и за ру­
бежом. В нашей стране птица в большом количестве разводится в индивиду­
альных подворьях граждан, особенно в южных регионах Российской Федера­
ции. В настоящее время во всем мире наибольшее беспокойство вызывает вы­
сокопатогенный вирус гриппа птиц (ВПГП) - болезнь, известная также под на­
званием классическая чума птиц, вызываемая вирусами, относящимися к се­
мейству Ortomyxovirdae, типу А. Наиболее восприимчивы к вирусу гриппа 
птиц куры и индейки. 

На протяжении последних десяти лет ситуация по гриппу птиц в мире за­
метно осложнилась. Значительные экономические потери имели место в про­
мышленном птицеводстве различных стран. Только в 2005г. потери в сельско­
хозяйственном секторе стран Азии оценивались приблизительно в 10 млрд. 
долларов. 

Ситуация по гриппу птиц значительно осложняется в связи с возросшей 
опасностью для человека, так в 2008 г. общее количество подтвержденных 
ВОЗ случаев заболеваний, вызванных вирусом гриппа птиц A/H5N1 у людей, 
достигло 359, из которых 226 с летальным исходом. 

Впервые вспышки гриппа птиц H5N1 были зарегистрированы в России в 
июле 2005 г. в Новосибирской области. По данным Россельхознадзора всего с 
2005 г. по 2008 г. в России было выявлено в 20 субъектах 179 очагов высокопа­
тогенного гриппа H5N1, суммарные потери составили - 2,8 млн. голов птицы. 

Резервуаром ірнппа птиц в природе является дикая водоплавающая пти­
ца. Сезонная миграция диких перелетных птиц способствует широкому распро­
странению возбудителя инфекции. Несмотря на предпринятые в мире меры но 
контролю над болезнью, она продолжает распространяться и вызывать вспыш­
ки среди домашних и диких птиц. Существует потенциальный риск возникно­
вения не только" панзоотии, но и пандемий, в случае появления высоко пато­
генных для человека рекомбинантных штаммов, полученных в результате 
взаимодействия вирусов гриппа птиц, свиньи и человека. 

До 2005 г. в нашей стране в лабораторной практике с целью диагностики 
гриппа птиц использовались только вирусологический (заражение куриных эм-
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брионов) и серологический (РТГА) методы исследований. С 2005 г. стали ак­
тивно внедряться такие методы экспресс - диагностики, как полимеразная цеп­
ная реакция (ПЦР) и иммуноферментный анализ (ИФА). В связи с этим возник­
ла необходимость в проведении сравнительных испытаний, сопоставлений но­
вых и классических методов исследований и определении схем проведения ла­
бораторных исследований для диагностики гриппа птиц. 

С 2006 г. в Российской Федерации в зонах риска проводится иммуниза­
ция птицы инактивированной вакциной из штамма H5N1. Используются вакци­
ны двух биологических предприятий: «Вакцина против гриппа птиц инактиви-
рованная эмульгированная» производства ОАО «Покровский завод биопрепа­
ратов» и ФЛУ ПРОТЕКТН5 производства ФГУП «Ставропольская биофабри­
ка». В среднем, напряженность ноствакцинального иммунитета к гриппу птиц в 
зонах риска на территории Российской Федерации составила: в 2006 г. - 60%, а 
в 2007 г. - 40%, поэтому большой интерес представляло изучение возможности 
повышения уровня поствакцинального иммунитета с помощью препаратов-
иммуностимуляторов (фоспренила и сальмозана). 

Цель и задачи исследований. 
Целью исследований являлось усовершенствование системы лаборатор­

ной диагностики и профилактики гриппа птиц. 
Для достижения поставленной цели необходимо было решить следующие 

задачи: 
1. провести анализ распространения вируса гриппа птиц типа А, под­

типа H5N1 в мире (по данным МЭБ и ВОЗ) и на территории России (по данным 
Россельхознадзора, отчетов ветеринарных лабораторий по мониторингу гриппа 
птиц в Российской Федерации) с 2000 по2007г.г.; 

2. изучить клинические признаки и патологоанатомические изменения 
при гриппе у различных видов птиц; 

3. провести сравнительное изучение вирусологических, молекулярно-
биологических (ПЦР), иммунохроматографических методов при детекции вы­
сокопатогенного вируса гриппа птиц в патологическом материале; 

4. изучить биологические и генетические свойства выделенных изо-
лятов; 
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5. провести сравнительное изучение серологических методов иссле­
дований (РТГА и ИФА) в целях мониторинга высокопатогенного вируса гриппа-
птиц на территории Московской области; 

6. изучить напряженность поствакцинального иммунитета к вирусу 
гриппа H5N1 у различных видов птиц; 

7. изучить влияние препаратов-иммуностимуляторов (фоспренила и 
сальмозана) у кур (цыплята-бройлеры 40-60 дн. возраста) на напряженность по­
ствакцинального иммунитета при совместном их применении с инактивирован-
ной гидроокисьалюминиевой формолвакциной против гриппа птиц, изготов­
ленной из эпизоотического штамма (H5N1) ОАО «Покровский завод биопре­
паратов». 

Научная новизна. 
Впервые изучено распространение вируса гриппа птиц на территории 

Российской Федерации с 2000 по 2007 г.г. 
Изучены биологические и генетические свойства выделенных изолятов 

высокопатогенного вируса гриппа птиц (10) при вспышках болезни на террито­
рии нашей страны. 

Изучена напряженность поствакцинального иммунитета у птиц иммуни­
зированных в зонах риска инактивированными вакцинами против гриппа птиц 
на территории Российской Федерации. 

Разработаны научно обоснованные схемы лабораторных исследований, 
позволяющие в 100% случаев диагностировать грипп птиц в максимально ко­
роткие сроки (в течение суток методом ПЦР). 

Доказано иммуностимулирующее действие препаратов фоспренила и 
сальмозана у цыплят бройлеров, при совместном их применении с инактивиро-
ванной вакциной, что позволяет повысить напряженность поствакцинального 
иммунитета. 

Практическая значимость. 
Предложенные схемы исследований позволили упорядочить проведение 

лабораторного мониторинга гриппа птиц на территории Российской Федера­
ции, что в свою очередь, дало возможность в большей степени контролировать 
распространение данной инфекции в регионах нашей страны. В результате про­
веденных работ выделены новые изоляты вируса гриппа птиц типа H5N1, про-
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ведена их идентификация и генетический анализ. Внедрена система контроля 
напряженности поствакцинального иммунитета у вакцинированной против 
гриппа птицы в субъектах Российской Федерации. Разработан пакет норматив­
но-методической документации необходимой для проведения лабораторных 
исследований в целях мониторинга гриппа птиц: 

1. «Методические указания по лабораторному мониторингу гриппа 
птиц на территории Российской Федерации» (утверждены 17 ноября 2008 г. 
Россельхознадзором); 

2. «Методические рекомендации по определению напряженности по­
ствакцинального иммунитета к вирусу гриппа птиц в реакции торможения ге-
магглютинации (РТГА)» (утверждены ректором ФГОУ ВПО «Московская го­
сударственная академия ветеринарной медицины и биотехнологии имени К.И. 
Скрябина» 05.05.2009 г.); 

3. «Методические рекомендации по проведению лабораторных иссле­
дований на грипп птиц» (утверждены ректором ФГОУ ВПО «Московская госу­
дарственная академия ветеринарной медицины и биотехнологии имени К.И. 
Скрябина» 05.05.2009 г.). 

Установлено влияние иммуностимулирующих препаратов (фоспренил и 
сальмозан) на напряженность поствакцинальпого иммунитета к гриппу птиц 
после иммунизации инактивированной вакциной из штамма H5N1, изготовлен­
ной ОАО «Покровский завод биопрепаратов». 

Апробация результатов диссертации. 
Результаты работы доложены и обсуждены на: научно-практической 

конференции молодых ученых ФГОУ ВПО МГАВМиБ (г. Москва, 2005 г.); II 
международной конференции по болезням диких животных, г. Москва 2007 г.; 
международном семинаре по гриппу птиц, организованном МАГАТЭ, Вена, 
2009 г.; курсах повышения квалификации ФГУ ЦНМВЛ по теме: «Лаборатор­
ные методы диагностики гриппа птиц» и «Диагностика вирусных болезней 
птиц» 2005г., 2006 г., 2007 г.; семинарах руководителей и специалистов вет-
служб, организованных НОУ «Межрегиональным учебно-нормативным цен­
тром ветеринарной службы» г. Сочи 2006 г., 2007 г. 

Публикации: по теме диссертации опубликовано 12 научных работ, в 
том числе 2 - в журналах, рекомендованных ВАК Российской Федерации. 
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Основные положения и результаты, выносимые на защиту: 
1. Результаты анализа распространения гриппа птиц на территории 

Российской Федерации но данным Россельхознадзора и результатам лабора­
торного мониторинга за период с 2000-2007 г.г., проведенного ветлаборатория-
ми Российской Федерации. 

2. Результаты клинических и патологоанатомических исследований 
при гриппе птиц. 

3. Результаты сравнительных ПЦР, иммунохроматографического и 
вирусологического методов исследований. 

4. Результаты сравнительных испытаний методов ИФА и РТГА. 
5. Результаты анализа напряженности поствакцинального иммунитета 

гриппа птиц на территории Российской Федерации. 
6. Результаты изучения влияния иммуностимулирующих препаратов 

(фоспренила и сальмозана) на напряженность поствакцинального иммунитета к 
гриппу птиц после иммунизации инактивированной вакциной из штамма H5N1, 
изготовленной ОАО «Покровский завод биопрепаратов». 

Объем и структура диссертации. 
Материалы диссертации изложены на 127 страницах машинописного тек­

ста и включают введение, обзор литературы, описание материалов и методов 
исследований, собственные исследования, обсуждение полученных результа­
тов, выводы, практические предложения, список использованной литературы 
(103 источника, из которых 50 отечественных и 53 иностранных). Работа со­
держит 22 таблицы, 34 рисунков и 41 страниц приложений. 

Личный вклад соискателя 
Представленная диссертационная работа является результатом собствен­

ных научных исследований автора. 

Работа по генетическим исследованиям выполнялась на базе ФГУ 
«ВНИИЗЖ», ФГУН «ЦНИИ эпидемиологии». Автор выражает благодарность 
за участие в выполнении отдельных фрагментов диссертации сотрудникам 
ФГУ «ВНИИЗЖ» Н.С. Мудрак, В.Н. Ирза, А. В. Фролову; сотрудникам ФГУН 
«ЦНИИ эпидемиологии» Г. А. Шипулину, СБ. Яцышиной, Т.С. Астаховой, 
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НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского сотрудникам Д.К. Львову, М.Ю. Щсл-
канову, С.С. Ямниковой. 

Материалы и методы исследований. Работа выполнена в период с 2004 
по 2007 годы на кафедре ветеринарной вирусологии ФГОУ ВПО МГАВМиБ 
им. К.И.Скрябина и ФГУ «Центральная научно-методическая ветеринарная ла­
боратория». 

При изучении распространения гриппа птиц на территории России ис­
пользованы: данные отчетов государственных ветеринарных служб и ветери­
нарных лабораторий субъектов Российской Федерации с 2000 по 2007 г.г.; 
результаты собственных исследований (с 2005 по 2007 г.г.) материалов, посту­
павших в ФГУ ЦНМВЛ из неблагополучных по гриппу птиц регионов, в том 
числе, из Московской области. 

В работе были использованы: 
- патматериалы (кусочки внутренних паренхиматозных органов, головно­

го мозга, кишечника), отобранные от трупов павших или убитых, с диагности­
ческой целью, больных и подозреваемых в заражении гриппом птиц; 

- аллантоисные жидкости зараженных куриных эмбрионов; 
- пробы сыворотки крови от невакцинированной птицы из птицеводче­

ских хозяйств, индивидуальных подворий граждан, от синантропнои и дикой 
птицы; от вакцинированной птицы, поступившей для оценки поствакцинально­
го иммунитета; 

- эмбрионы СПФ кур (производства Щелковского биокомбината, Мос­
ковская область); 

- культуры клеток фибробластов куриных эмбрионов, МДБК, СПЭВ, 
Таурус-1; 

- наборы ПЦР производства ФГУН «ЦНИИ эпидемиологии» Роспогреб-
надзора; 

- наборы антигенов и сывороток для диагностики гриппа птиц в реакции 
торможения гемагглютинации (РТГА) и обнаружения антител (ОАО «Покров­
ский завод биопрепаротов», г. Покров Владимирской области); 

- наборы для выявления антител к вирусу гриппа птиц (ВГП) иммуно-
ферментным анализом (производитель ООО «НПП АВИВАК», г. Москва); 
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- наборы для выявления антител методом ИФА и РДП производства ФГУ 
ВНИИЗЖ; 

- инактивированная гидроокисьалюминиевая формолвакцина против 
гриппа птиц из эпизоотического штамма H5N1 производства ОАО «Покров­
ский завод биопрепаратов»; 

- бройлеры 40 дневного возраста, 
- препараты иммуностимуляторы: фоспренил (продукт фосфорилирова-

ния полипренолов хвои) и сальмозан ( препарат бактериального происхожде­
ния -полисахарид из О соматического антигена сальмонелл), производитель 
препаратов - ЗАО «Микро-плюс». 
Среды и реактивы: Среды Игла MEM с двойным набором аминокислот и вита­
минов, среда 199 (ФГУП ПИПВЭ РАМН); среда Игла в модификации Дульбе-
ко (DMEM) (Sigma, восстановлены из других сред); 0,02% раствор Версена, 
раствор Хенкса (ГУП Полиомиелита), химопсин (ООО «САМСОН-МЕД») и 
другие среды, реактивы и реагенты в соответствии с действующей норматив­
ной документацией. Лабораторные исследования на грипп птиц проводились 
в соответствии с действующими нормативными документами. 

Статистическую обработку результатов проводили общепринятыми 
методами с использованием программы Excel для Windows. Значение критерия 
достоверности оценивали по таблице вероятности Стьюдента-Фишера в зави­
симости от объёма анализируемого материала. В качестве достоверного ин­
тервала был выбран уровень вероятности Р=0,95, уровень значимости р<0,05,. 

Результаты исследований 

1. Изучение распространения гриппа птиц в мире и на территории 
Российской Федерации. Для выяснения широты распространения гриппа птиц 
нами были проанализированы данные МЭБ по распросфанению гриппа птиц в 
мире, а также данные официальной отчетности ветеринарных служб и межоб­
ластных ветеринарных лабораторий ветеринарных субъектов Российской Фе­
дерации за 2000-2007г.г. 

На протяжении последних десяти лет ситуация по гриппу птиц в мире 
значительно осложнилась. Вспышки гриппа птиц типа А, подтипа H5N1 реги­
стрировались, по данным МЭБ, более чем в 50 странах. Значительные эконо­
мические потери имели место в промышленном птицеводстве различных 
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стран. По данным ВОЗ от 24.02.09 среди домашних птиц новые вспышки ин­
фекции, вызванные высокоиатогенным вирусом гриппа H5N1, зарегистрирова­
ны во Вьетнаме, Лаосе, Бангладеш, Непале и Индии. В реестре стран, неблаго­
получных по высокопатогенному гриппу H5N1, Россия занимает 7 место. По 
данным ВОЗ с 2003 по 2008 г.г. заболело 359 человек, из которых в 226 случа­
ях отмечался летальный исход. В Российской Федерации грипп птиц H5N1 был 
впервые зарегистрирован в 2005 г. в д. Суздалка, Новосибирской области, с 
2005 по 2008 г. было зарегистрировано 179 очагов в 20 субъектах России, по­
тери составили 2,8 млн. голов птицы. Как правило, вспышки заболевания были 
связаны с миграционными путями перелетных птиц. 

С 2000 г. по 2007 г. в ветлаборатории России с целью диагностики гриппа 
птиц поступило 81994 проб патологических и биоматериалов, по которым было 
проведено исследований: 4348 вирусологических и 103621 методом ГЩР и/или 
РВ-ПЦР. Положительные результаты по обнаружению генома или выделению 
вируса H5N1 начали выявлять лишь с 2005 г. и, включительно по 2007 г., было 
получено 1169 положительных результатов, что составляет 1,4% от количества 
поступившего материала. При этом в 54,9% вирус H5N1 выявляли у домашней 
птицы в периоды эпизоотии и 45,1% у дикой птицы во время вспышек, а также 
у клинически здоровой птицы в процессе проведения мониторинговых иссле­
дований. Среди домашних видов птиц наибольший Процент выявления прихо­
дится на кур - 67,6%, у гусей - 5,6% , у уток -1,9% . При исследовании диких 
видов птиц в 20.6% случаев генетический материал был выявлен у водопла­
вающей птицы и птицы околоводного комплекса, в 43,8 % у синантропной пти­
цы. 

За тот же период было проведено 3380497 исследований проб сыворотки 
крови на наличие антител к вирусу гриппа птиц Н5 методом РТГА, получено 
927 положительных результатов. Наибольшее количество серопозитивных ре­
зультатов выявляли: у диких водоплавающих птиц и птиц околоводного ком­
плекса- 81,5%; у домашней птицы - 14,7%; у синантропной-3,1%. 

Было изучено распространение гриппа птиц на территории Московского 
региона: первичный очаг - Птичий рынок ОАО Садовод ЮВАО, г. Москвы и 9 
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вспышек в Московской области; 1 вспышка в Калужской области. Отличитель­
ная особенность данной эпизоотии заключается в том, что она не была связана -.• 
с миграцией диких перелетных птиц. 

Таким образом, приведенные данные свидетельствуют о том, что возбу­
дитель болезни широко распространен в мире, а также на территории нашей 
страны у различных видов птиц. Птицеводство многих стран несет колоссаль­
ные потери. Предполагаемые экономические потери в мире, по расчетам Все­
мирного банка (Саммит 8 - июнь 2007 г.), «могут составить до 800 миллиардов 
долларов только за первый год пандемии». Существует потенциальный риск 
возникновения не только панзоотии, но и пандемий, в случае появления высо­
копатогенных для человека рекомбинантных штаммов, полученных в результа­
те взаимодействия вирусов гриппа птиц, свиньи и человека. В связи с выше­
сказанным, проблема гриппа птиц остается актуальной и требует пристального 
внимания. 

1. Изучение клинических признаков и патологоанатомических 
изменений. Клинические и иатологоанатомические признаки изучались нами 
при вспышках гриппа в период с 2005 по 2007 г.г., Впервые на территории на­
шей страны эпизоотии были связаны с высокопатогенным возбудителем грип­
па птиц, заболеваемость и смертность у кур и индеек достигали 100%. 

Наблюдали острое и сверхострое течение заболевания. Отмечали пора­
жения респираторного и желудочно-кишечного трактов, центральной нервной 
системы. Заболеванию была подвержена птица различных возрастных групп и 
видов: домашняя, синантропная (скворцы, вороны) и дикая птица (лебеди, лы­
сухи и т.д.). Наблюдали короткий инкубационный период от 1 до 7 дней. Отме­
чалась депрессия, судороги, параличи, конъюнктивит, отек подкожной клетчат­
ки головы и шеи, истечения из носовой и ротовой полостей, синюшность греб­
ня и сережек, хрипы, диарея. Наиболее чувствительны к заболеванию были ку­
ры и индейки. 

Патологоанатомические признаки были характерны для высокопатоген­
ного гриппа птиц, отмечались: воспаление конъюнктивы, ринит, трахеит, кро­
воизлияния на серозных покровах, мышцах, подкожной клетчатке, коже, во 
внутренних органах (респираторных органах и желудочно-кишечном тракте, 
печени, селезенке, почках, репродуктивных органах), катарально-
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геморрагический энтерит, перикардит, гиперемия и отек головного мозга. Па-
тологоанатомические изменения наблюдались во всех органах и тканях. У во­
доплавающей птицы наблюдалось помутнение роговицы. 

Таким образом, впервые на территории нашей страны эпизоотии были 
связаны с высокопатогенным возбудителем гриппа птиц. Впервые заболевание 
регистрировалось не только у домашних, но и у синантропных (скворцы, воро­
ны, галки), а также у диких водоплавающих (утки, гуси, лебеди) видов птиц. 
Клинические и патологоантомические изменения наблюдались у птицы раз­
личных возрастных групп и видов. У водоплавающей птицы наблюдалось по­
мутнение роговицы, признак ранее не упоминавшийся в литературных источ­
никах. Течение болезни носило, как правило, острый и сверхострый характер, 
поражались все органы и ткани. При сверхостром течении отмечалось в ряде 
случаев лишь поражение центральной нервной системы (отек, гиперемия и 
кровоизлияния головного мозга). 

2. Сравнительное изучение вирусологических, молекулярно-
биологических (ІІЦР), иммунохроматографнческих методов при детекции 
высокопатогенного вируса гриппа птиц в патматериале. 

В целях обнаружения и выделения вирусов гриппа птиц нами было ис­
следовано 5404 пробы материалов более чем от 70 видов птиц из 30 субъектов 
Российской Федерации. Исследовано проб материалов: патматериалов - 3670, 
помет -1385, смывы клоакальные - 113 , смывы трахеальные - 113 , яйца кур -
82, куриные эмбрионы - 7, пробы корма - 31, мясо кур - 3. 

Таблица Лгв I 
Результаты вирусологических и ПЦР исследований на грипп птиц 

'с 2005 по 2007 г.г.. 

год 

2005 

2006 

2007 
Итого 

ПЦР 

369 

2742 

2293 
5404 

Вирусологический 

8 

95 

52 
155 

Кол-во 
положительных 

результатов 

6 

82 
52 
140 
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Как видно из таблицы 1 за 2005-2007 г.г. было проведено исследований 
5404 методом ПЦР и 155 вирусологическим методом, получено; 140 положи­
тельных результатов. 

Были проведены сравнительные исследования 100 проб патологических 
материалов различными методами: вирусологическими (ка куриных эмбрио­
нах) и новыми методами лабораторной диагностики для обнаружения вируса 
гриппа птиц типа A H5N1, такими как: ПЦР и иммунохроматографический. 

Таблица № 2 
Результаты сравнительных исследований на грипп птиц при использова­

нии вирусологического метода (КЭ) и ПЦР 

Наименование метода 

ПЦР 
позитив 
негатив 

Вирусологические исследова­
ния (КЭ) 

Кол-во 
проб 

100 

100 

положительных 

50 
0 

50 

отрицательных 

5 

45 

50 

При проведении сравнительных исследований, как видно из таблицы 2, 
100 проб патматериалов установлено, что относительная чувствительность со­
ставила 100 %, специфичность 90 %. 

В таблице 3 отражены результаты сравнительных исследований метода 
выделения вируса на куриных эмбрионах и иммунохроматографического мето­
да. Представленные ниже данные свидетельствуют о высокой чувствительно­
сти - 98 %, специфичности -100%. 

Таблица № 3 

Результаты сравнительных исследований метода выделения вируса 
(на КЭ) и иммунохроматографического 

Наименование метода 
иммунохрома­
тографический 

позитив 

негатив 

Вирусологические исследо­
вания (КЭ) 

Кол-во проб 

100 

100 

положительных 

49 
1 

50 

отрицательных 

0 
50 

50 
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Учитывая полученные результаты, нами были разработаны 2 схемы ис­
следования патологических и биоматериалов (рис. 1 и рис. 2). 

Схема 1 
исследования патологического и биоматсриалоп 

Образцы органов или тканей, смывы 
клоакальные и трахеальные 

ПЦР/ 
РВ-ПЦР 

отрицательно Т(^) г. ;> с»лѵл (2) 

Рисунок 1 

По схеме 1 используется только метод ПЦР (РВ-ПЦР). Исследования 

проводятся в целях скрининга, а в случае получения положительных результа­

тов скрининговых исследований и при подозрении на грипп птиц (наличие ха­

рактерных клинических, патологоанатомических признаков) для установления 

диагноза используются все, показанные на схеме 2 (рис 2), лабораторные мето­

ды исследований. 
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схема 2 исследования патологического и 
биоматериалов 

Образцы органов или ѵкішсіі, смывы 
клоакальные и трвтеяльны* 

Вм/іслшнк- itujjjca j 

г 
нссліушвниия иu Ki 
ннк'К 

Обнаружение ни рус» 

т 
j ГІ ІЛ ;ніффср(.'іішііі-н,шя 
! ИІИПІІІіГІІКН 

j іемш[.'і)(пиітрѵ*ицнх вирусов 
\РМѴ-1илр.РМѴ; 

M M M J НМЧроМНКИ рифіі 
•ІССКІІІІ СССІ (Mll-lt l-fl 'Ct) 

экспресс-гест 

а 

I (\тлскѵлн|шая 
іілснінфикаціія 
фнл игонетнчсскнн 

'W*"- Ідиялші— (•._**__ 

V 

Рисунок 2 

1. Следующей задачей было изучение биологических и генетиче­
ские свойств выделенных изолятов. При изучении биологических свойств 10 
положительных изолятов от домашних птиц заражали эмбрионы СПФ кур 9-11 
дневного возраста, культуры клеток фибробластов куриных эмбрионов, пере­
виваемые культуры клеток - МДВК, СПЭВ, Таурус-1. Характерные изменения 
на куриных эмбрионах (гибель, отставание в росте и развитии, гиперемия тела 
зародыша, гемолиз алла'нтоисной и амниотической жидкости, кровоизлияния) 
наблюдались через 24-48 часов после заражения. На культуре клеток вирус ре­
продуцировался и вызывал ЦПД без добавления трипсина в титре 4,5-5,5 Lg 
ЦПД 5О/мл. Выделенные изоляты в РГА агглютинировали куриные эритроциты 
в разведениях от 1:4 до 1:32. Во всех случаях вирус был идентифицирован с 
помощью РТГА и ПЦР как Н5 и РВ-ПЦР как H5N1. 

Следующим этапом было изучение генетических свойств, выделенных 
вирусов гриппа птиц. Нами были использованы нуклеотидные последователь­
ности и результаты Секвенирования штаммов, любезно предоставленные ФГУ 
ВНИИЗЖ, ФГУН ЦНИИЭ. В результате генетического анализа изолятов ВГП 
подтипа H5N1 в сайте нарезания гемагглютинина выявлена нуклеотидная по­
следовательность, кодирующая несколько основных аминокислот, характерных 
для высокопатогенных вирусов гриппа птиц. 
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Исследования показали, что выделенные изоляты являются близкородст­
венными вирусам, выделенным в Китае, возникшим в результате реассортации 
циркулировавших среди диких птиц генетических вариантов вирусов гриппа 
птиц H5N1. Впервые данный геновариант вируса гриппа птиц H5N16bui выде­
лен у диких водоплавающих птиц озера в провинции Цинхай на пересечении 
миграционных путей птиц из Южной Азии, Новой Зеландии,, Австралии и Си­
бири. На основании филогенетического анализа нуклеотидных последователь­
ностей гена Н5 (724-1232п) изоляты A/chicken/Moscow/OO 17/07, выделенные во 
время вспышек в Московской области в 2007 г. очень близки (более 99% гомо­
логии) изолятам: A/cygnus cygnus/Iran/754/2006 (CY016779, CY016781); 
A/chicken/Krasnodar/199/06 (DQ864718); A/chicken/Afghanistan/1207/2006 
(CY016787); A/Cygnus olor/Italy/742/2006 (DQ412997, CY017037); 
A/chicken/Mahachkala/05/2006 (DQ676832); A/chicken/Krasnodar/01/2006 
(DQ676836) and A/ chicken /Krasnodar/0006/07. По результатам филогенетиче­
ского анализа нуклеотидных последовательностей гена Н высокопатогенных 
вирусов гриппа H5N1 была показана высокая гомология российских изолятов 
и изолятов, принадлежащих к генетической линии A/goose/Guangdong/1/96 
H5N1 группе Qinghai. Все штаммы имели высокую гомологию (>99%) с виру­
сами, изолированными от диких водоплавающих птиц во время эпизоотии на 
озере в провинции Цинхай 

Таким образом, при изучении биологических свойств вируса гриппа по­
лучены данные, свидетельствующие о высокой патогенности выделенных изо­
лятов для эмбрионов СПФ кур и высокая чувствительность различных культур 
клеток, без добавления трипсина, к выделенным вирусам H5N1. Генетический 
анализ показал: все проанализированные в данной работе изоляты (10) по ос­
новному молекулярному маркеру патогенности следует отнести к ВПВГП, все 
варианты из России имеют высокую гомологию (>99%) с вирусами, изолиро­
ванными от диких водоплавающих птиц во время эпизоотии на озере провин­
ции Цинхай. По результатам филогенетического анализа нуклеотидных после­
довательностей гена Н высокопатогенных вирусов гриппа H5N1 с последова­
тельностями, имеющимися в базе данных GenBank была показана высокая го­
мология российских изолятов и изолятов, принадлежащих к генетической ли­
нии A/goose/Guangdong/1/96 H5N1 группе Qinghai. 
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2. Следующей нашей задачей было проведение сравнительного 
изучения серологических методов исследований (РТГА и ИФА) при монито­
ринге высокопатогенного гриппа птиц на территории Московской области. В 
процессе мониторинга было исследовано 13762 проб сывороток крови птиц, 
13005 проб от кур из птицеводческих хозяйств, 496 проб от птицы индивиду­
альных подворий и 261 проба от дикой птицы. Более 60% проб исследовано из 
Московского региона. В результате исследований получено 16 положительных 
результатов: 3 пробы от кур (Рынок Садовод, г. Москва), 5проб из респ. Мор­
довия от диких уток, 5 проб из Красноярского края от диких уток и лысух и 3 
пробы от больных страусов из Азербайджана (титры антител 1:32-1:2048). 

Для сравнительного изучения серологических методов РТГА и ИФА бы­
ли исследованы пробы сывороток крови от кур, поступавших из Московского 
региона. Данные исследований представлены в таблице 4. Сравнительные ис­
следования серологических методов РТГА и ИФА показали следующие ре­
зультаты: ни одна отрицательная в ИФА сыворотка не дала позитивного ре­
зультата в РТГА, а выявленные в РТГА позитивные пробы от больных кур бы­
ли позитивны также и в ИФА. 

Таблица № 4 
Результаты сравнительных исследований проб сывороток крови от кур методом 

РТГА и ИФА (Московский регион) 

год 

2006-
2007г.г. 

Наименование ре­
акции 

РТГА 
(серотипы Н5, Н7) 

ИФЛ (тип А) 

Кол-во иссле­
дованных поле­
вых сывороток 

13005 

13005 

положительные 

3*(Н5) 

599+3* 

оірицательныс 

13002 

12403 

* пробы сыворотки крови, полученные от больных кур. 
На основании полученных результатов (таблица 4) нами была предложе­

на следующая схема серологических исследований (рис. 3). 
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СХЕМА 3 
ИССЛЕДОВАНИЯ СЫВОРОТОК КРОВИ 

I 
Сыворотка 
крови кур 

ИФА 
Непрямой метод 

иммуноферментного 
анализа 
(типо- и 

видоспецкфический 
метод) 

А I-

Сыворотка 
крови птиц 

других видов 

Сыворотка крови всех 
видов птиц на 

напряженность 
постаакцииальнага 

иммунитета^ НЗ 

V 
Реакция торможения 
гемаггл ютина ци и 
(подтилоспецифичесиий 
метод j 

Отрицательный 
результат f 

^ D 
r> 

4 
! 'ПЛ 

Напряженность 
иммунитета {%) 

Рисунок 3 

В основе схемы 3 лежат особенности различных тестов: тест - ИФА ос­
нован на определении антител к нуклеопротеину вируса гриппа птиц (типоспе-
цифичен) и видоспецифичен (используется антивидовой куриный конъюгат) 
может быть использован только для одного вида птицы (кур) и выявлять анти­
тела ко всем подтипам вируса гриппа птиц типа А, подтипоспецифическнй тест 
РТГА используется для подтверждения и для всех других видов птиц, а также 
определения напряженности поствакцинального иммунитета. 

Таким образом, в соответствии с нашей схемой использование метода 
ИФА возможно при проведении мониторинговых исследований на грипп птиц 
только в птицеводческих (куроводческих) хозяйствах и у невакцинированных 
кур при обследовании индивидуальных подворий граждан. Исследования дру­
гих видов птиц и исследования напряженности поствакцинального иммунитета 
проводится методом РТГА. При выявлении положительных проб в ИФА обяза­
тельным является подтверждение в РТГА. 

3. Следующей целью наших исследований было изучение напря­
женности поствакцинального иммунитета к вирусу гриппа H5N1 у раз­
личных видов птиц. С целью определения напряженности поствакцинального 
иммунитета с 2006 г. ветлабораториями России было исследовано 835049 проб 
сывороток крови. Ежегодно обследовалось не менее 10 тыс. населенных пунк­
тов, около 100 птицеводческих ферм и И зоопитомников. Поствакцинальный 
иммунитет у домашней птицы значительно отличался в различных субъектах и 
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населенных пунктах России и составлял от 0% до 100%. В среднем напряжен­
ность поствакцинального иммунитета в целом по России составила около 60% в 
2006 г. и 40% в 2007г. 

По данным наших исследований, при контроле поствакцинального им­
мунитета в индивидуальных подворьях Московской области, напряженность 
иммунитета к гриппу А Н5 составила в среднем в 2006 г. - 64%, а в 2007 г. -
49%. 

Более напряженный иммунный ответ наблюдался у кур и цесарок, в 
среднем 65-66%, у уток -26,5%, у гусей -13,4%, у индеек - 4,5%, у голубей -
9,7%, у страусов - 40%. Однако во всех случаях он не достигал желаемого 
уровня - 80 % и более. 

Таким образом, с целью повышения поствакцинального иммунного от­
вета к вирусу гриппа птиц, и соответственно, повышению эффективности вак­
цинации было принято решение об испытании в этих целях препаратов, усили­
вающих иммунный ответ, таких как фоспринил и сальмозан производства ЗАО 
«Микро-плюс» при ГУ НИИЭМ им. Н.Ф. Гамалеи. 

4. Следующей нашей задачей было изучение действия препара­
тов-иммуностимуляторов у кур на напряженность поствакциналыюго им­
мунитета при совместном их применении с ннактивированной вакциной. 
В опыте были использованы цыплята-бройлеры 40 дневного возраста. Данный 
вид птицы и возраст были выбраны в связи с тем, что, возможно, из-за очень 
интенсивного роста и развития поствакцинальный ответ у них, как правило, 
ниже, чем у птиц яичной продуктивности. Было сформировано (как показано в 
таблице 5) четыре группы, включая две контрольные по 5 голов в каждой. 
Препараты вводились однократно одновременно с вакциной в соответствии с 
наставлениями по их применению. Напряженность поствакцинального имму­
нитета проверялась на 14, 21 и 28 день после вакцинации. Для оценки поствак-
цинального иммунитета были использованы основной метод РТГА, а также два 
дополнительных метода ИФА и РДП (разработанные ФГУ ВНИИЗЖ) Резуль­
таты исследований приведены в таблице 5. 
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Таблица 5 

Результаты испытаний фоспринила и сальмозана при совместном их примене­
нии с вакциной против гриппа птиц 

1 

1 

2 

3 

Вакцина 
H5N1 

2 

+ 

+ 

+ 

Физраствор 

Препарат 

3 

Фоспринил 

Сальмозан 

Физраствор 

Физраствор 

Кол-
во 
голов 

4 

5 

5 

5 

Метод 
исследова­
ния 

5 

РТГА 

ИФА 
РДП 
РТГА 

ИФА 
РДП 
РТГА 
ИФА 
РДП 
РТГА 
ИФА 
РДП 

Средние титры антител 
после вакцинации 
ИФА, РТГА (log2), РДП (%) 
14 день 

6 

1,6±0,25 

отр. 

отр. 
0,6±0,5 
отр. 
отр. 

І,8±0,9 
отр. 
отр. 
отр. 

отр. 
отр. 

21день 
7 

4,0±0,34 

10,23±1,8 

60 
2,4±0,14 

10,56±0,9б 
20 
3,2±0,06 
П,44±1,84 

10 
отр. 
отр. 
отр. 

28день 
8 

5,2±0,56 

12,64± 

100 
5,0±І,09 

11,89±2,75 
40 
3,4±0,06 

11,14±2,5 

20 .... 
отр. 
01р. 

отр. 

Таким образом, по данным наших исследований при применении фос-
пренила защитные титры антител были достигнуты к 21 дню после вакцинации, 
а к 28 дню - титры антител в этой группе также были высоки в РТГА, почти на 
2 (1,8) разведения выше, чем при введении вакцины без иммуномодуляторов. 
Методы ИФА и РДП дали сопоставимые результаты. При сравнительном изу­
чении двух препаратов наилучшие результаты были получены по фосяренилу. 

В процессе работы нами было разработано 3 нормативных документа по 
лабораторной диагностике гриппа птиц. 

ПРАКТИЧЕСКИЕ ПРЕДЛОЖЕНИЯ. 
Ветеринарным лабораториям Российской Федерации предложены схемы 

лабораторной диагностики гриппа птиц, нормативные документы: «Методиче­
ские рекомендации по лабораторному мониторингу гриппа птиц на территории 
Российской Федерации» (утверждены 17 ноября 2009 г. Россельхознадзором), 
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«Методические указания по определению напряженности поствакцинального 
иммунитета к вирусу гриппа птиц в реакции торможения гемагглютинации», 
«Методические рекомендации по проведению лабораторных исследований на 
грипп тип» (утверждены ректором ФГОУ ВПО «Московская государственная 
академия ветеринарной медицины и биотехнологии имени К.И. Скрябина» 
05.05.2009 г.). 

Выводы: 
1. Проведен анализ распространиения вируса гриппу птиц типа А 

подтипа H5N1 в мире с 2000 по 2007 г.г., установлено, что вспышки гриппа (по 
данным МЭБ) регистрировались более чем в 50 странах. В реестре стран не-
благолучных по высокопатогенному гриппу H5N1 Россия занимает 7 место. 

2. Изучено распространение высокопатогенного вируса гриппа птиц 
H5N1 на территории Российской Федерации. С 2005 г. в России выявлено 179 
очагов в 20 субъектах, потери составили 2,8 млн. голов птицы. Генетический 
материал вируса гриппа H5N1 в ПЦР выявлен у кур в 67,6% случаев, у гусей -
5,6% , у уток -1,9%; в 20.6% случаев у дикой водоплавающей птицы и птицы 
околоводного комплекса, в 43,8 % у синантропной птицы. 

3. Антитела к вирусу гриппа Н5 в РТГА обнаружены: у диких видов 
птиц (водоплавающих и околоводного комплекса) - 81,5%; у домашней птицы 
- 14,7%; у синантропной - 3,1%. Полученные данные свидетельствуют о том, 
что дикая, главным образом водоплавающая, птица является резервуаром ви­
руса іриппа H5N1 в природе. Вспышки заболевания были связаны с миграци­
онными путями перелетных птиц (исключение вспышки в Московском регио­
не). 

4. При изучении клинических признаков и патологоанатомических 
изменений отмечали поражения характерные для высокопатогенного гриппа 
птиц: наблюдали множественные кровоизлияния, поражения во всех органах 
и тканях. У водоплавающей птицы впервые было зарегистрировано помутнение 
хрусталика (керато-коньюнктивит). Впервые заболеваемость и смертность на-
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блюдалась как в стадах домашних, так и у диких водоплавающих птиц. Наблю­
далось острое и сверхострое течение болезни, летальность достигала 100%. 

5. Сравнительными исследованиями патологического и биоматериала 
классическим вирусологическим методом (на куриных эмбрионах), ПЦР и 
иммунохроматографическим методами показаны высокая чувствительность и 
специфичность новых методов исследований, что доказало необходимость 
применения их в различных схемах для проведения скрининговых (схема 1) и 
диагностических исследований (схема 2). 

6. Показана высокая чувствительность различных видов культур кле­
ток (фибробластов куриных эмбрионов, МДБК, СПЭВ и Таурус-1) без добавле­
ния трипсина к выделенным 10 изолятам вируса гриппа A/H5N1 -100% гибель 
куриных эмбрионов через 24-48 часов после заражения. 

7. Проведено изучение генетических свойств выделенных изолятов. 
По основному молекулярному маркеру патогенное™ все они были отнесены к 
ВПВГП типа A/H5N1, показали высокую гомологию (>99%) с вирусами, изо­
лированными от диких водоплавающих птиц во время эпизоотии на озере в 
провинции Цинхай. 

8. Сравнительное изучение серологических методов исследований 
ИФА (новый метод) и РТГА, показало, что метод ИФА целесообразно приме­
нять при мониторинговых исследованиях в куроводческих хозяйствах на не-
вакцинированном поголовье, а РТГА для мониторинговых исследований дру­
гих видов птиц и контроля напряженности поствакцинального иммунитета. 

9. Показано, что поствакцинальный иммунитет у домашних птиц зна­
чительно варьировал в различных населенных пунктах Российской Федерации 
от 0 до 100%. В среднем по России его уровень составлял около 60% в 2006 г. и 
около 40% в 2007 г. Наиболее напряженный иммунный ответ наблюдался у кур 
66-67% и цесарок 30-88%; у уток, гусей, индеек, страусов и голубей он дости­
гал значений: 25-26%, 13-30%), 4,5-28?/0,40%, 0-9,9%, соответственно. 

10. Показано, что иммуностимулирующие препараты фоспренил и 
сальмозан при совместном их применении с вакциной против гриппа птиц по­
высили у цыплят бройлеров титры поствакцинальных антител на 28 день после 
вакцинации в 3 раза. 
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11. На основании полученных результатов предложены схемы иссле­
дований, включающие современные методы лабораторной диагностики гриппа 
птиц, разработано 3 нормативных документа. 
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