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в культуре клеток и ткани легких лабораторных жи-
вотных. В связи с этим следует отметить, что соче-
тание в одном препарате противовирусных, цитопро-
текторных и противовоспалительных свойств делает 
его важной составляющей комплексной терапии па-
рагриппозной инфекции человека.
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клеток и в легких хомяков с помощью электронно-
микроскопического анализа.

Сопоставление морфогенеза процессов в клетках, 
протекающих при инфицировании вирусом пара-
гриппа, с литературными данными показало, что уль-
траструктурная картина парагриппозной инфекции, 
наблюдаемая в наших экспериментах, в целом согла-
совывалась с результатами аналогичных исследова-
ний, проведенных на вирусе парагриппа [11] и других 
парамиксовирусах — вирусе краснухи [12], кори [13] 
и бычьего парагриппа [14]. Показано, что применение 
Ингавирина снижает количество почкующихся ви-
рионов потомства, а также существенно нормализу-
ет ультраструктуру цитоплазмы, снижая проявления 
цитодеструктивного действия вируса. В этом отно-
шении эффект Ингавирина оказывался идентичным 
действию препарата сравнения рибавирина или пре-
восходил его.

В опытах in vivo на модели экспериментальной па-
рагриппозной пневмонии у сирийских хомяков проде-
монстрировано, что Ингавирин, как и препарат сравне-
ния рибавирин, значительно нормализует морфологи-
ческую картину легких по сравнению с наблюдаемой  
у контрольных животных. Эта нормализация проявля-
ется снижением степени деструкции альвеолоцитов, а 
также ограничением почкования вирионов потомства 
и отсутствием в альвеолярных полостях клеточных и 
серозных компонентов воспалительного инфильтрата, 
что свидетельствует также о противовоспалительных 
свойствах препарата. Если учесть гораздо более низ-
кую токсичность Ингавирина по сравнению с риба-
вирином и приблизительно одинаковое их влияние на 
интенсивность формирования вирионов потомства, 
есть основания говорить о преимуществах Ингавири-
на перед использованным препаратом сравнения.

Результаты, полученные в нашем исследовании, 
затрагивают лишь морфологическую сторону пара-
гриппозной инфекции в клетках и у лабораторных 
животных. В то же время они хорошо согласуются с 
ранее полученными данными о способности Инга-
вирина снижать инфекционные титры этого вируса 
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Вирус лейкоза птиц (ВЛП) является представите-
лем лейкозно-саркомной группы (ЛСГ), которая отно-
сится к роду птичьих ретровирусов и подразделяется 
на 7 подгрупп: A, B, C, D, E и J [17]. Подгруппы вы-
делены на основании различий: в последовательно-
стях гена вирусного оболочечного гликопротеина еnv, 
моделях проникновения вируса в восприимчивый ор-
ганизм, инфекционности вирусов для ряда мишеней 
(in vitro и in vivo) [17]. Вирусы подгрупп A, B, C, D, J 
являются экзогенными, а подгруппы E — эндогенны-
ми. Среди структурных полипептидов (р27, р19, р15, 
р12 и р10), присутствующих у всех членов ЛСГ ре-
тровирусов, включая эндогенные и экзогенные ВЛП, 
превалирующим является р27 [8]. Факт наличия у 
эндогенных и экзогенных вирусов общего группо-
специфического антигена р27 весьма затрудняет диф-
ференциальную диагностику ВЛП с использованием 
методов, основанных на его выявлении [15, 23].

Другие методы, включая молекулярные, не базирую-
щиеся на детекции общего для эндогенных вирусов ан-
тигена, широко используются для подтверждения лей-
козной инфекции в пораженных стадах птиц [9, 15].

Экзогенные ВЛП способны индуцировать различ-
ные новообразования [12]. Самым распространен-
ным видом опухолей, вызываемых этой подгруппой 
вирусов, является лимфоидный лейкоз (ЛЛ), или 
В-клеточная лимфома, первично образующаяся в фа-
брициевой сумке и инициирующая образование мета-
стазов в висцеральных органах. В большинстве слу-
чаев от пораженных птиц выделяют вирус подгруппы 
А [4, 5]. Однако подгруппа J, впервые описанная в 
Англии в 1989 г., а позже и в других странах, была 
первично выделена при заболевании миелоидным 
лейкозом (МЛ) кур мясных пород [8, 16].

Экзогенные ВЛП передаются как вертикально, так 
и горизонтально, при наличии полной инфекцион-
ности вируса. Эндогенные ВЛП обычно передаются 
генетически в зародышевых клетках обоих полов. 
Многие из них являются генетически дефективными. 
Именно поэтому они не могут привести к развитию 
инфекционных вирионов. Однако некоторые из них 
могут экспрессироваться в инфекционную форму в 
эмбрионах или у вылупившихся птенцов [10].

Экономические потери от заболеваний, индуциро-
ванных ВЛП, объясняют двумя основными причина-

ми. Во-первых, непосредственно общая смертность 
птиц составляет около 1—2%, а в совокупности со 
случайными потерями может достигать 20% и более 
[18]. Во-вторых, инфицирование ВЛП, которому под-
вергается большинство голов в птичьей стае ввиду 
высокой патогенности вируса, оказывает подавляю-
щее влияние на некоторое число важных производ-
ственных показателей, включая продукцию яиц и их 
качество [10, 21].

На данный момент лечение ретровирусных ин-
фекций не приводит к сколько-нибудь значительному 
положительному результату, также не получены эф-
фективные вакцины против ВЛП. В настоящее время 
данных о распространении ВЛП на территории РФ 
крайне мало, они нуждаются в дополнении.

В связи с этим диагностика заболевания и 
молекулярно-генетический анализ полученных ви-
русных изолятов позволяют оценить распростра-
нение различных штаммов ВЛП на территории РФ. 
Существует необходимость поиска птицеводческих  
хозяйств, свободных от ВЛП, для последующего ис-
пользования эмбрионов в производстве различных 
препаратов, в том числе вакцин.

Целью данного исследования были составление 
карты географической локализации очагов распро-
странения лейкоза птиц, выделение отечественных 
полевых изолятов в культуре клеток и их молекулярно-
генетическая характеристика.

Материалы и методы
Сбор образцов. Для выявления вирусных антигенов 

ВЛП биологические образцы после сбора при транс-
портировке были помещены на лед и до исследований 
хранились при -700 C. Для тестирования методом им-
муноферментного анализа (ИФА) образцы хранили в 
фосфатном буферном растворе (PBS), содержащем 
0,1% твина-80. Для исследования методом ПЦР образ-
цы хранили в замороженном состоянии без добавления 
дополнительных реагентов. Для анализа использовали 
цельную кровь, сыворотку, клоакальные смывы, альбу-
мин, фрагменты новообразований и другие ткани.

Выделение вируса. С целью исследования и выде-
ления ВЛП в гепаринизированные шприцы отбирали 
пробы крови птиц с клиническими признаками нео-
пластических заболеваний. 
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9,0 при 250C), 50 мМ KCl, 0,1% тритона X-100, 1,5 мМ 
MgCl2. Использовали следующие параметры От-ПЦР: 
50оС — 45 мин, 95оС — 5 мин — 1 цикл , 950С — 1 мин, 
510С — 1 мин, 720С — 1 мин — 5 циклов; 950С — 30 с, 
510С — 30 с, 720С — 45 с — 30 циклов.

Праймеры. Для индикации генома ВЛП в ПЦР ис-
пользовали праймеры от тест-системы обнаружения 
ВЛП («Ветбиохим», Россия).

Секвенирование. Продукты ПЦР очищали в ге-
ле, используя набор для очистки продуктов ПЦР из 
геля (Geneclean), и секвенировали. Первичную по-
следовательность определяли на автоматическом 
ДНК-секвенаторе (ABI-377, США) и анализировали 
с помощью компьютерных программ MacVector/As-
semblyLign (Oxford Molecular Group, США) и PHYLIP 
(Felsenstein, 1993).

Результаты
В ходе исследования было собрано 177 проб сыво-

ротки крови из 14 племенных и промышленных птице-
водческих хозяйств в различных регионах Российской 
Федерации. Кровь брали у птиц в возрасте от 100 до 
400 дней с выраженными клиническими признаками 
неопластической болезни, а также у птиц в регионах с 
неблагоприятной эпизоотической обстановкой. Сыво-
ротку крови исследовали с помощью ИФА на наличие 
группоспецифического антигена р27 ВЛП (табл. 1).

Как видно из результатов, представленных в табл. 
1, из 14 обследуемых регионов только в трех не был 
обнаружен ВЛП (Самарская, Оренбургская и Рязан-
ская области). В остальных 11 регионах из 186 ис-
следуемых проб 87 были положительными, при этом 
средний показатель составил 47%. Процент положи-
тельных проб варьировал от 46 (Новосибирская об-
ласть) до 64 (Республика Марий Эл), причем толь-
ко в двух регионах этот показатель составил 46%, в 
остальных он равнялся 50% и более.

Выделенную из проб крови лейкоцитарную фрак-
цию использовали для дальнейшей изоляции вирусов 
в культуре клеток СПФ ФЭК с целью создания банка 
вирусных изолятов и изучения их культуральных и 
молекулярно-генетических свойств.

Полученные образцы сепарировали центифугиро-
ванием в градиенте Ficoll-Pac («Amersham Bioscienc-
es», Швеция) для получения лейкоцитарной фракции 
крови. Пробы тестировали на наличие группоспеци-
фического p27-антигена ВЛП посредством ИФА. По-
ложительные пробы в дальнейшем использовали для 
вирусовыделения [11]

Культура клеток. Для выделения изолятов ВЛП 
использовали первичную культуру клеток фибробла-
стов, полученную от 11-дневных свободных от па-
тогенной флоры (СПФ) куриных эмбрионов («Logh-
man», Германия), применяя стандартную процедуру 
трипсинизации. С целью заражения культуры кле-
ток в культуральную среду вносили лейкоцитарную 
фракцию и инкубировали в течение 7—14 дней. В 
качестве ростовой и поддерживающей сред использо-
вали среду МЕМ с фетальной сывороткой крупного 
рогатого скота, выращивание проводили при 38°С с 
содержанием в воздухе 4% СО2. В качестве контро-
ля служили матрацы с неинокулированной культурой 
клеток куриных фибробластов.

Иммуноферментный анализ. Обнаружение при-
сутствия вируса и подтверждение выделения ви-
русных изолятов выполняли с использованием ком-
мерческого ИФА-набора («АВИВАК», Россия) для 
определения группоспецифического антигена р27 по 
методике производителя.

Выделение РНК. Суммарную РНК выделяли из 
монослоя зараженных вирусом клеток с помощью три-
зола (Trizol, «Gibco BRL», США) и коммерческого на-
бора («Ветбиохим», Россия) с использованием неорга-
нического сорбента по методике производителей.

От-ПЦР проводили в одной пробирке. Реакционная 
смесь в конечном объеме 25 мкл содержала 1 мкл РНК, 
10 пмоль каждого праймера, 2,5 ед. TaqI-полимеразы 
(«Gibco BRL», США), 2,5 ед. MMLV обратной транс-
криптазы («Gibco BRL», США), 10 мМ трис-HCl (pH 

т а б л и ц а  1
Результаты исследования проб крови на наличие группоспеци-

фического антигена р27 ВЛП с помощью ИФа

Регион

Количе-
ство иссле-
дованных 

проб

Количество 
положительных 

проб, на наличие 
p27-антигена

Процент 
положи-
тельных 

проб

Московская обасть 25 14 56
Владимирская область 15 8 53
Нижегородская область 15 7 46
Свердловская область 10 6 60
Ростовская область 11 6 55
Новосибиская область 12 7 58
Республика Мордовия 13 8 61
тульская область 15 7 46
Республика Марий Эл 14 9 64
Липецкая область 12 7 58
Ленинградская область 15 8 53
Самарская область 10 0 0
Оренбургская область 10 0 0
Рязанская область 9 0 0
И т о г о . . . 186 87 47

т а б л и ц а  2
Изоляты ВЛП, выделенные на территории РФ

Обозначение 
изолята Дата выделения Регион

132 Июнь 2010 Липецкая область
346 Январь 2010 Московская область
138 Сентябрь 2010 Ростовская область
130 Январь 2010 Свердловская область
76 Март 2010 Ростовская область
11 Июнь 2011 Владимирская область
9 Июнь 2011 " "
7 Июнь 2011 " "
5 Июнь 2011 " "
2 Июнь 2011 " "
3 Июнь 2011 " "
8 Март 2011 Нижегородская область
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ется тем, что ВЛП подгруппы J являются рекомби-
нантными вирусами. Рекомбинация может проис-
ходить между изолятами экзогенной подгруппы J, 
возможна также рекомбинация дефективных эндо-
генных вирусов (подгруппа Е) с вирусами подгруп-
пы А [6, 13, 19].

Обсуждение
Полученные нами результаты указывают на то, 

что ВЛП широко распространен на территории Рос-
сийской Федерации. Он был обнаружен в 79% ис-
следуемых регионов РФ (в 11 из 14). Это свидетель-
ствует о том, что ВЛП остается одной из самых ак-
туальных проблем вирусологии. Регионы, в которых 
был выделен ВЛП, представлены на схеме карты 
Российской Федерации (рис. 2).

В результате наших исследований были изо-
лированы и охарактеризованы 12 изолятов ВЛП в 
первичной культуре клеток куриных фибробластов. 
Изоляты были идентифицированы методами ИФА и 
ПЦР, проведен молекулярно-генетический анализ. 
При проведении филогенетических исследований 
важным является вопрос о выборе участка генома, 
на основании которого выполняется анализ. Нами 
был выбран участок гена env, поскольку основные 
подгруппы ВЛП были выделены на основании раз-
личий в последовательностях гена вирусного обо-

Необходимо отметить, что ВЛП 
не вызывает цитопатоморфологиче-
ских изменений культур клеток, что 
усложняет его выявление. Поэтому 
в мировой практике для обнаруже-
ния ВЛП прибегают к таким мето-
дам, как ИФА и ПЦР [9, 20].

Мы также проверяли наличие 
ВЛП с использованием ПЦР и ИФА 
[14] после 7—14 дней культивиро-
вания вируса на клетках куриных 
фибробластов.

Из 186 проб удалось выделить 
12 (6,5%) изолятов из различных 
областей Российской Федерации 
(табл. 2).

Для выявления генома ВЛП из 
инокулированных культур кле-
ток была выделена РНК, которую 
исследовали в ПЦР. В результа-
те амплификации с праймерами 
для лейкоза A—D синтезировали 
специфический фрагмент кДНК 
размером 314 п. н. и фрагмент раз-
мером 738 п. н. — в результате 
амплификации с праймерами для 
лейкоза J. Данные праймеры были 
разработаны ранее и использова-
ны для исследования птиц на на-
личие вируса лейкоза [1].

Определение и сравнительный 
анализ структуры амплифициро-
ванных фрагментов кДНК показал, 
что все исследованные пробы со-
держали фрагменты генома ВЛП.

Для выявления генетических 
различий между полученными нами 
изолятами ВЛП был проведен анализ нуклеотидных 
последовательностей амплифицированного  ПЦР-
фрагмента гена env. Нуклеотидные последовательно-
сти выделенных ранее ВЛП получали из банка дан-
ных GenBank (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/). 
Необходимо отметить, что молекулярно-генетическое 
исследование различных подтипов ВЛП в последние 
годы получило широкое распространение [22, 25].

На рис. 1 представлена филогенетическая дендро-
грамма, построенная на основании сиквенса фрагмен-
та последовательности гена env ВЛП. Анализ дендро-
граммы показал, что изоляты 130, 76, 132, 138, 8, 346 
образуют с известными ранее изолятами (AY013303, 
EF467236, DQ500007, AY013304, EU070900, EU070901, 
EU070902, M37980, NC_001408, DQ365814, AY350569, 
AB303223, AB112960) одну генетическую группу с 
уровнем внутригрупповых различий не более 5%. 
В данной группе представлены эндогенные и рекомби-
нантные ВЛП, выделенные на территории США, Ки-
тая, Франции и Японии с 1993 г. по настоящее время.

Изоляты 9, 7, 2, 5, 3, 11, 138 и  346 образуют вто-
рую обширную генетическую группу с изолятами 
ВЛП подгруппы J, выделенными на территории Ки-
тая, Франции и США. Внутригрупповые различия в 
данной группе превышают 10%.

Из дендрограммы видно, что изоляты 138 и 346 
одновременно входят в обе группы. Это объясня-

Рис. 1 Филогенетическая дендрограмма, построенная на основании анализа фрагмента 
гена env вируса лейкоза птиц.
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лочечного гликопротеина env. Эти различия также 
определяют разное поведение вирусных подтипов 
в реакции нейтрализации, различие в моделях про-
никновения вируса в восприимчивый организм и в 
инфекционности вирусов для ряда мишеней (in vivo 
и in vitro) [4, 6].

Исследуемые полевые изоляты формируют две 
обширные группы, в каждую из которых входят 
российские изоляты. Одна группа изолятов образо-
вана экзогенными и эндогенными ВЛП, в ней пред-
ставлено 4 российских изолята: 76, 132, 8, 130. Ко 
второй группе ВЛП подгруппы J относятся 8 изоля-
тов: 138, 346, 2, 3, 5, 9, 7, 11. Из генетического срав-
нения видно, что большинство выделенных изоля-
тов (8), представляют подгруппу J, которая состоит 
из рекомбинантных вирусов, образованных путем 
рекомбинации между эндогенными и экзогенными 
ВЛП. В результате данной рекомбинации могут об-
разовываться штаммы с различными генетически-
ми подгруппами, существенно отличаясь друг от 
друга [24]. Геномные различия между российскими 
и зарубежными изолятами внутри соответствую-
щих групп составляют от 5 до 10%, для некоторых 
штаммов возможно наличие общего предшествен-
ника.

В связи с этими данными для успешной профи-
лактики необходимо проводить исследования для 
выявления ВЛП в птицеводческих хозяйствах, вы-
браковку птиц, положительных на ВЛП, и особен-
ное внимание уделять дезинфекции помещений и 
содержанию птиц. Кроме того, полученные данные 
необходимо учитывать при использовании сырья из 
хозяйств, положительных на наличие ВЛП, в изго-
товлении препаратов ветеринарного и медицинского 
назначения.

Рис. 2. Распространение вируса лейкоза птиц на территории Российской Федерации (11 регионов).
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Экспериментальная инфекция сизой чайки (Larus canus), 
вызванная вирусом гриппа A/H5N1
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Штамм вируса гриппа a/common gull/chany/P/2006 (h5N1), выделенный от клинически здоровой сизой 
чайки (Larus canus), при экспериментальном инфицировании не вызывает гибель своего естественного 
хозяина (сизая чайка). Показано, что вирус способен к эффективной репликации в тканях легких, селезен-
ки, верхних дыхательных путей, в клетках слизистых оболочек кишечника сизой чайки с последующим 
выделением во внешнюю среду со слизистыми выделениями из клоаки и глотки в течение 2 нед. Обсуж-
дается потенциальная роль этого вида птиц в циркуляции вируса гриппа.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: вирус гриппа H5-субтипа, экспериментальная инфекция, сизая чайка

experimental infection caused by influenza a (h5N1) virus 
in common gull (Larus canus) 

A. V. Zaykovskaya1, K. A. Sharshov1, E. A. Sherstkov1, A. K. Yurlov2, A. M. Shestopalov2

1Vektor State Research Center of Virology and Biotechnology, Koltsovo, Novosibirsk Region; 2Institute of Animal 
Systematics and Ecology, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, Novosibirsk

The influenza a/common gull/chany/P/2006 (h5N1) virus strain isolated from a clinically healthy common gull 
(Larus canus) caused no death of its natural host (a common gull). The virus was shown to be capable for 
effective replication in the tissues of the lung, spleen, and upper respiratory tract and in the intestinal mucosal 
cells of the common gull with further environmental virus liberation elimination along with mucinous discharges 
from the cloaca and fauces for 2 weeks. The potential role of this bird species in the circulation of influenza virus 
is discussed. 

K e y  w o r d s: influenza H5-subtype virus, experimental infection, common gull (Larus canus)

Природным резервуаром вируса гриппа являются 
различные перелетные птицы, принадлежащие к от-
рядам гусеобразных (Anseriformes) и ржанкообразных 
(Charadriiformes) [16]. Они широко распространены во 
всем мире и в основном представлены видами, мигри-
рующими на далекие расстояния [15].

В 2005 г. была зарегистрирована эпизоотия гриппа 
птиц на территории Новосибирской области среди раз-
ных видов домашних и диких птиц. Результаты филоге-

нетического анализа указывают на то, что вирус гриппа 
был занесен с территории Китая, по-видимому, дикими 
перелетными птицами в период весенней миграции [3, 
13]. В июле 2006 г. от сизой чайки, не имеющей види-
мых признаков болезни, был выделен вирус A/common 
gull/Chany/P/2006 H5N1-субтипа. Генетически вирус 
охарактеризован как высокопатогенный для кур, однако 
в эксперименте он показал более низкую степень пато-
генности для кур по сравнению с другими штаммами 
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