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СЛУЧАИ ВЫДЕЛЕНИЯ 
ВИРУСА БОЛЕЗНИ НЬЮКАСЛА НА ТЕРРИТОРИИ РОССИИ * 

Проанализированы пробы от диких птиц на выделение вируса болезни Ньюкасла (ВБН). Выявлено 
22 положительных пробы от 7 видов птиц. Из этих проб удалось выделить 15 изолятов ВБН. По резуль-
татам ICPI-теста два штамма были охарактеризованы как высокопатогенные для птиц. Для патогенных 
изолятов определена нуклеотидная последовательность сайта расщепления белка слияния. На основании 
филогенетического анализа патогенные штаммы были отнесены к классу 2, генотипу 7. Наиболее ве-
роятно, эти штаммы были занесены на территорию России из Китая. 
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За последние десятилетия были выявле-
ны новые инфекции, появились вирулент-
ные штаммы давно идентифицированных 
возбудителей, значительно расширилось 
распространение ранее известных инфекци-
онных агентов. Совокупность этих инфек-
ций была объединена новым термином – 
«эмерджентные» заболевания (англ. emerg-
ing – возникающий) [1]. Проблема перена-
селенности отдельных регионов, расшире-
ние международных торгово-экономических 
связей, увеличение объема путешествий – 
все это создает предпосылки для возникно-
вения инфекций и их быстрого распростра-
нения по всему миру. 

Болезнь Ньюкасла является одним из 
серьезнейших заболеваний птиц, способ-
ным вызывать крупные падежи, причиняя 
огромный вред сельскому хозяйству и на-
нося серьезный экономический ущерб. Бо-
лезнь Ньюкасла – это вирусное заболева-
ние. Она имеет весьма обширный круг хо-
зяев: вирус поражает огромное количество 
различных видов птиц [2]. Он передается 
перназальным или пероральным путем. За-
болевание, вызываемое вирусом болезни 
Ньюкасла (ВБН), протекает с разной интен-
сивностью и обладает разной способностью 
к передаче. Основываясь на тяжести проте-

кания болезни, выделяют три патотипа 
ВБН: 

 лептогенная ветвь вызывает весьма 
умеренное, плохо детектируемое респира-
торное заболевание; 

 мезогенная ветвь проявляется в нерв-
ных и респираторных расстройствах, вызы-
вая умеренную смертность; 

 велогенная ветвь вызывает тяжелые 
кишечные или неврологические поврежде-
ния, приводя к высокой смертности (до 
100 % цыплят) [3]. В зависимости от того, 
какая из систем органов повреждается, ве-
логенная ветвь делится на висцеротропную 
и нейриотропную. Основным молекуляр-
ным маркером патогенности ВБН считается 
последовательность сайта расщепления бел-
ка слияния. 

Вспышки болезни Ньюкасла регулярно 
регистрируются по всему миру. В настоя-
щее время систематический мониторинг 
ВБН на территории РФ отсутствует. Наибо-
лее распространенными на сегодняшний 
день вакцинами против ВБН являются атте-
нуированные и инактивированные вакцины, 
такие как Hitchner, B1, La Sota и Clone-30 
[4]. Тем не менее ВБН способен выживать и 
реплицироваться даже в вакцинированном 
животном, имеющем антитела [5]. 

 

* Работа выполнена при финансовой поддержке гранта АВЦП, 2.1.1/4869 (Россия) и гранта МНТЦ 3436 (BII, 
США). 
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Материал и методы 

Вирусным материалом заражались деся-
тидневные РКЭ. Через три дня производил-
ся отбор аллантоисной жидкости. Выделе-
ние РНК производилось набором PRO-
MEGA SV Total RNA Isolation System (50) 
по протоколу производителя. Полученные 
образцы тотальной РНК были использованы 
в реакции обратной транскрипции с d(N)6 
праймером согласно инструкции, прилагае-
мой к набору Sensiscript RT Kit («Qiagen», 
Германия). Реакционная смесь объемом 
20 мкл содержала 2,5–5 мкг вирусной РНК в 
соответствующем буфере RT (1 ×) (входит  
в набор), 200 нг d(N)6 праймера, 0,5 мM ка-
ждого dNTP, 10 мM DTT, 200 ед. активно-
сти обратной транскриптазы. Смесь РНК и 
d(N)6 праймера прогревали в течение 
10 мин при 70 С, затем помещали в лед. 
Остальные компоненты реакции смешива-
лась на льду. После чего обе смеси объеди-
няли и инкубировали 10 мин при 25 С, 
60 мин при 37 С, 10 мин при 94 С. 

Для детекции РНК ВБН в пробах ис-
пользовался метод мультиплексной ПЦР  
в закрытой пробирке с учетом результата в 
режиме реального времени [6]. 

Амплификация фрагмента, содержащего 
сайт расщепления белка слияния, проводи-
лась в объеме 50 мкл, содержащем 5 мкл 
кДНК для первого раунда ПЦР или  
0,5 мкл кДНК в качестве матрицы, 60 мМ 
трис-гидрохлорида (рН 8,5), 25 мМ KCl, 
1,5 мМ MgCl2, 10 мМ -меркаптоэтанола, 
0,1 % Triton X-100, 200 мкМ каждого из 
нуклеотидтрифосфатов, 0,1 мкМ каждого из 
специфических праймеров и 2,5 ед. oiTaq 
ДНК полимеразы («Сибэнзим», Россия). 
Условия ПЦР для всех реакций: денатура-
ция – 95 С 5 мин, затем 30 циклов по 10 с 

при 95 С, 30 с при 47 С, 40 с при 72 С и 
заключительный этап – 7 мин при 72 С. 

Очистка продуктов амплификации про-
водилась набором «GENECLEAN 3 KIT» 
(«Qiagen», Германия). 

Для секвенирования использовался на-
бор «BigDye terminator cycle sequencing 
ready reaction kit» («Applied BioSystems», 
США), электрофоретический анализ про-
дуктов осуществляли на автоматическом 
секвенаторе 310 Genetic analyzer («Applied 
BioSystems», США). 

ICPI-тест: 0,05 мл свежей аллантоисной 
жидкости вводилось интрацеребрально десяти 
однодневным цыплятам. Регистрация со-
стояния цыплят проводилась каждые 8 ч. 

Результаты исследования 
и обсуждение 

Нами проанализирован полевой матери-
ал, собранный осенью 2008 г. Методом 
мультиплексной ПЦР выявлено 22 положи-
тельных пробы, собранных от семи видов 
птиц, 15 вирусов удалось изолировать на 
РКЭ (табл.). 

По результатам мультиплексной ПЦР в 
положительных пробах с п-ва Таймыр и из 
Монголии выявлена РНК ВБН генетическо-
го класса 1, во всех остальных пробах – 
класса 2. 

Для 15 выделенных изолятов был прове-
ден тест ICPI (интроцеребральный индекс 
патогенности). По результатам анализа 
13 изолятов были отнесены к апатогенным 
(ICPI около 0). Изоляты, выделенные в 
Адыгее, вызывали гибель всех цыплят в те-
чение 48 ч, на основании чего были охарак-
теризованы как высокопатогенные для 
птиц. 

ПЦР-положительные пробы и выделенные изоляты 

Локация Вид птицы Кол-во 
положительных проб 

Кол-во 
выделенных изолятов 

Шилохвость 2 1 
Гуменник 5 3 

Чукотка 

Гусь 3 2 
Нижегородская обл. Гусь 1 1 
Омская обл. Голубь 2 2 
Новосибирская обл. Чирок свистунок 2 2 
Адыгея Утка 2 2 
п-ов Таймыр Чайка 3 1 
Монголия Утка 2 1 
Всего  22 15 
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Дерево филогенетических отношений изолятов 

вируса болезни Ньюкасла 

 Hebei/China/2004

 CK/CH/JL/4/03

 Goose/Guangdong/GZ/06

 Goose paramyxovirus SF02

 Goose/China/2005

 NDV/Adigeya/duck/8

 NDV/Adigeya/duck/9

 Strain JS/9/01

 chicken/China/Guangxi/2003

 CK/CH/JL/2/06

 Strain GX1/00

генотип 7

 anhinga/U.S.(Fl)/93

 gamefowl/U.S.(CA)/02
генотип 5

 dove/US/TX4156/2005

 pigeon/US/RI166/2000

 chicken/Kenya/139/90

 pigeon/NY/US/1984

 GB 1168/84

генотип 6

генотип 4 Herts/33

генотип 3 Strain JS06

 LaSota

 strain BI/47

 mallard/US(OH)/1986

генотип 2

 Anas/FarEast/3652/2002

 duck/FarEast/2713/2001

 mallard/US(MD)/2004

 ruddy turnstone/US(DE)/492/2002

 ruddy turnstone/US/2002

 chicken/U.S.(PA)/31003/92

 Strain Heb02

генотип 1

100

100

68

100

96

51

90

100

52

94

90

39

96

51

94

99

41

99

95

80

100

59 46

51 75

47

62

0.02
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Для изолятов NDV/Adigeya/duck/8 и 
NDV/Adigeya/duck/9 была определена пер-
вичная последовательность N-концевого 
сегмента белка слияния. Данные о строении 
сайта расщепления (111-GRRQKRF-117) 
подтвердили высокую патогенность этих 
вирусов для птиц. 

На основании начальной последователь-
ности гена белка слияния длиной 374 п. н. 
был проведен филогенетический анализ 
(рис.). 

Полученные результаты демонстрируют 
наличие активной циркуляции различных 
генетических вариантов вируса болезни 
Ньюкасла. Были выделены изоляты как 
класса 1, так и класса 2. Ранее выделение 
ВБН класса 1 на территории РФ не описано. 
Вирусы класса 1 встречены на территории 
Монголии и п-ва Таймыр. Эти локации 
сильно удалены друг от друга, но по этим 
территориям проходит Центральноазиат-
ский пролетный путь. Поскольку нигде 
больше вирусы класса 1 выделены не были, 
можно предположить, что перенос ВБН 
данного класса осуществляется перелетны-
ми птицами, а именно утками, мигрирую-
щими по Центральноазиатскому пролетно-
му пути. 

Большое количество вирусов было де-
тектировано на Чукотке. По этой террито-
рии пролегает Восточноазиатско-Австра-
лийский пролетный путь, который пересе-
кает территории Австралии, Индонезии, 
Китая, Японии, США и Дальнего Востока 
России. Наиболее вероятный источник ВБН 
на Чукотке – птицы, мигрирующие по это-
му пролетному пути, что указывает на их 
активную циркуляцию на данных террито-
риях. Эта гипотеза также подтверждается 
выделением на Дальнем Востоке в  
2001– 2002 г. штаммов ВБН, филогенетиче-
ски родственных штаммам, ранее выделен-
ным на территории США. Это создает 
предпосылки для заноса на Дальний Восток 
России патогенных вариантов ВБН. 

Наличие ВБН на территории Западной 
Сибири, наиболее вероятно, связано с боль-
шими скоплениями птиц в районе Чанов-
ской озерной системы между Новосибир-
ской и Омской областями. В этом месте пе-
ресекаются Черноморский-Средиземномор-
ский, Восточноафриканский-Евразийский и 
Центральноазиатский пролетные пути. 

Филогенетический анализ изолятов 
NDV/Adigeya/duck/8 и NDV/Adigeya/duck/9 
показал, что эти высокопатогенные вирусы 
принадлежат к классу 2 генотипу 7, в то 
время как ранее на территории РФ выделя-
лись вирусы класса 2 генотипов 1 и 2. Наи-
более близкий филогенетически к адыгей-
ским – штамм Goose/China/2005. Это ука-
зывает на то, что выделенные изоляты 
происходят из Юго-Восточной Азии или 
Китая и были занесены на территорию Рос-
сии перелетными птицами, мигрирующими 
по Восточноафриканско-Евразийскому про-
летному пути. 

Заключение 

На территории России происходит ак-
тивная циркуляция различных генетических 
вариантов ВБН, а также заносы вирулент-
ных штаммов этого вируса из Азиатских 
стран. Несмотря на то что эволюция ВБН 
происходит относительно медленно, при-
меняемая в настоящий момент вакцина 
(класс 2, генотип 2) уже не способна обес-
печивать надежную защиту домашней пти-
цы от высокопатогенных вирусов, относя-
щихся к классу 2, генотипу 7. Все это созда-
ет предпосылки для возникновения 
эпизоотий при проникновении на террито-
рию нашей страны нового, ранее неэнде-
мичного патогенного штамма. 
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N. Yu. Silko, A. M. Shestopalov, L. V. Shestopalova 

Cases of Newcastle Disease Viruses Isolated in Russia 

In this work samples taken from wild birds were analyzed. 22 samples from 7 bird spicies were PCR 
positive for NDV. We managed to isolate 15 viruses on chicken embryos. ICPI test showed that 2 viruses 
were highly pathogenic for birds. Nucleotide sequencing of F-protein cleavage site of pathogenic viruses 
was made. Philological analysis has shown this viruses belong to class 2 genotype 7. China is supposed 
to be the source of this viruses. 

Keywords: Newcastle disease virus, wild migrating birds, highly pathogen viruses, phylogeny. 


