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БОЛЕЗНИ ПТИЦ AVIAN DISEASES

COMPARISON OF IMMUNE RESPONSE  
IN BROILER CHICKENS AFTER EXPERIMENTAL INOCULATION  
WITH ISOLATES OF AVIAN METAPNEUMOVIRUS SUBTYPES A AND B

SUMMARY
After experimental inoculation of broiler chickens with subtype A avian metapneumovirus isolate, mild clinical 
signs were observed on days 6-14 after inoculation. The infected chickens demonstrated slight increase of T-
helpers activity in blood, poor specific antibody response, development of specific secretory antibodies. Subtype B 
avian metapneumovirus isolate caused a somewhat more obvious specific clinical signs in chickens compared with 
subtype A on days 5-15 after inoculation, however, in both experiments, clinical signs completely disappeared 
in 14-15 days after infection. The increase of relative number of cytotoxic T lymphocytes in blood and in spleen, 
specific antibody response in 50-70% of chickens and activation of local immune response in 50% of chickens were 
observed in inoculated chickens.
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СРАВНЕНИЕ ИММУННОГО ОТВЕТА ЦЫПЛЯТ-БРОЙЛЕРОВ 
ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ ЗАРАЖЕНИИ ИЗОЛЯТАМИ 
МЕТАПНЕВМОВИРУСА ПТИЦ ПОДТИПОВ А И В

РЕЗЮМЕ
При экспериментальном заражении цыплят-бройлеров изолятом метапневмовируса птиц подтипа А отме-
чали слабо выраженные клинические признаки с 6 по 14 сутки после заражения. У инфицированных цыплят 
отмечали незначительное повышение активности Т-хелперов в крови, слабо выраженный специфический 
гуморальный иммунный ответ, выработку специфических секреторных антител. Изолят метапневмовируса 
птиц подтипа В вызывал несколько более выраженные по сравнению с подтипом А клинические проявле-
ния у цыплят с 5 по 15 сутки после инфицирования, однако в обоих экспериментах клинические признаки 
полностью исчезали через 14–15  суток после заражения. У зараженных цыплят отмечали увеличение от-
носительного количества цитотоксических Т-лимфоцитов в крови и селезёнке, специфический гуморальный 
иммунный ответ у 50–70% птиц, активацию локального иммунного ответа у 50% цыплят.

Ключевые слова: метапневмовирус птиц, иммунный ответ, экспериментальное заражение.
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ВВЕДЕНИЕ
Метапневмовирус (МПВ) птиц — РНК-содержащий 

вирус, относящийся к семейству Paramyxoviridae, род 
Metapneumovirus, вид Avian Metapneumovirus (aMPV). 
Впервые он был выявлен в 1978 г. в Южной Африке. 
МПВ птиц является возбудителем контагиозного респи-
раторного заболевания кур и индеек всех возрастов, 
которое представляет серьезную угрозу для промыш-
ленного птицеводства во всем мире и наносит значи-
тельный экономический ущерб. Поскольку исходным 
звеном локализации и развития инфекционного про-
цесса при МПВ птиц являются дыхательные пути, ло-
кальный и клеточный иммунный ответ предотвращает 
репликацию и  дальнейшее проникновение вируса 
в организм [2–6].

На основании антигенных и генетических различий 
выделяют 4 подтипа вируса: А, В, С и D. Вирусы подти-
пов А и В были выявлены в Африке, Азии, Южной и Се-
верной Америке, Европе, России. Подтип С был впер-
вые выделен от индеек с респираторными признаками 
болезни в США в 1996 г., а позднее во Франции, Южной 
Корее и Китае. Вирус подтипа D — во Франции и Ко-
рее [2, 3]. На территории Российской Федерации за по-
следние 10 лет выявляли МПВ птиц подтипов А и В [1]. 
По данным исследований ФГБУ «ВНИИЗЖ» за 2015 г., 
геном МПВ птиц был выявлен в 15% исследованных 
птицефаб рик страны.

Целью данной работы являлась сравнительная оцен-
ка иммунного ответа кур на заражение изолятами МПВ 
птиц подтипов А и В, выделенными на территории РФ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Вирусы. Изолят МПВ птиц подтипа А (aMPV/А/02/2014), 

выделенный из патологического материала от 6-месяч-
ных кур яичного направления одной из птицефабрик 
Костромской области РФ в 2014 г.

Изолят МПВ птиц подтипа В (aMPV/В/22/2010), выде-
ленный из патологического материала от 29-суточных 
цыплят-бройлеров одной из птицефабрик Белгород-
ской области в 2010 г. 

Эксперимент на цыплятах. Проводили два экс-
периментальных заражения МПВ птиц подтипов А 
и В. В обоих экспериментах использовали 7-суточных 
цыплят-бройлеров, не имеющих антител к МПВ птиц. 
Цыплят делили на опытные и контрольные группы по 
20 голов в каждой, которые содержали в отдельных 
изолированных боксах. Опытной группе вводили ви-
русный материал интраназально и закапыванием на 
конъюнктиву глаза в дозе 6,1 lg ТЦД50/0,4 мл на цыплён-
ка. В ходе экспериментов отбирали пробы (кровь, рото-
глоточные смывы, слезная жидкость, тимус, селезенка, 
бурса) для исследования методами ИФА и проточной 
цитофлуориметрии.

Иммуноферментный анализ (ИФА). Выявление анти-
тел к МПВ птиц проводили с использованием набора 
для определения антител к метапневмовирусу птиц 
иммуноферментным методом при тестировании сыво-
роток в одном разведении (ФГБУ «ВНИИЗЖ») согласно 
инструкции производителя. Учёт реакции проводи-
ли на спектрофотометре-ридере Sunrise Basic (Tecan, 
Австрия) при длине волны 405 нм с использованием 
компьютерной программы «СИНКО-ИФА». Результат 
реакции считали положительным при величине титра 
антител 392 и выше (за титр антител принимали вели-
чину, обратную разведению сыворотки).

Определение титра антител к МПВ птиц в слёзной 
жидкости и трахеальных смывах цыплят проводили 
в  непрямом варианте ИФА с  использованием план-
шетов (Nunc, MaxiSorp, Дания), сенсибилизированных 
антигеном МПВ птиц в 0,1 М карбонатно-бикарбонат-
ном буфере (рН 9,5), по стандартному протоколу. Титр 
антител в испытуемых пробах определяли по конечной 
точке титрования.

Количественный анализ субпопуляций лимфоцитов. 
Выделение лимфоцитов из периферической крови 
и лимфоидных органов кур проводили по стандарт-
ной методике с  использованием Ficoll-Paquetm PLUS 
(Amersham Biosciences, Швеция). Подготовку проб для 
выявления поверхностных маркеров лимфоцитов 
осуществляли с  использованием меченых монокло-
нальных антител CD45-FITC, CD4-PE, CD8α-PE, CD3-PE 
(Southern Biotech, США). Количественный анализ кле-
ток проводили на проточном цитофлуориметре BD 
FACS Calibur (Becton, Dickinson, США). Измерение и об-
работку полученных результатов осуществляли с ис-
пользованием программного обеспечения Cell Quest 
Pro 1.0.

Определение продукции цитокинов. Суспензию 
лимфоцитов селезёнки в  концентрации 1×107  кле-
ток/ мл активировали конкавалином А (Кон А) (Sigma-
Aldrich, США) (0,1  мг/мл) и  инкубировали в  CO2-
инкубаторе при температуре 37  °С в  течение 48  ч. 
В качестве отрицательного контроля использовали 
лимфоциты, инкубированные со средой RPMI 1650. 
Продукция интерферона-γ (IFN-γ) была оценена 
в ИФА с использованием набора Chicken IFN-γ CytoSet 
(Biosource, США).

Статистический анализ результатов. Для стати-
стической обработки данных использовали программу 
Statistica 10.0 (Stat Soft. Inc., США). Существенность раз-
личий результатов цитофлуориметрических исследо-
ваний проб от цыплят из инфицированной и контроль-
ной групп определяли с использованием непарамет-
рического критерия Манна-Уитни. Различия считали 
статистически значимыми при р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
В ходе эксперимента у цыплят опытных групп наб-

людали клинические признаки, характерные для 
респираторных заболеваний. У цыплят, зараженных 
изолятом подтипа А, наблюдали носовые истечения 
и незначительное опухание инфраорбитальных сину-
сов с 6 по 14 сутки после инфицирования. У цыплят, 
зараженных изолятом подтипа В, клинические при-
знаки, которые регистрировали с 5 по 15 сутки после 
инфицирования, были более выражены: наблюдали 
кратковременное угнетенное состояние, носовые ис-
течения, одностороннее либо двустороннее опухание 
инфраорбитальных синусов. У птиц контрольных групп 
клинических изменений не наблюдали.

Сыворотки крови отбирали от птиц опытных и кон-
трольных групп и  исследовали в  ИФА на наличие 
специ фических антител к МПВ птиц подтипов А и В. 
Низкий уровень специфических антител к МПВ под-
типа А был выявлен у 2 из 10 исследованных цыплят 
опытной группы через 7 и 14 суток после заражения 
(максимальное значение титра выявленных антител 
в ИФА составляло 690). Специфические антитела к ви-
русу подтипа В выявляли у 7, 5 и 6 цыплят из опытной 
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Таблица 
Результаты выявления антител к МПВ птиц в сыворотках крови в ИФА

Группа
Сутки после заражения

0 7 14 21 28

Контроль
234±111a

0/5c

198±35
0/5

138±56
0/5

145±64
0/5

173±69
0/5

Опыт (МПВ птиц подтипа А)
221±83
686± 4b

2/10

187±49
457± 3

2/10

129±18
0/10

106±23
0/7

Контроль
266±56a

0/6c

281±52
0/6

199±50
0/6

190±49
0/6 не исследовали

Опыт (МПВ птиц подтипа В)
576±174
758±215b

7/10

1195±604
2288±1022

5/10

1732±861
2832±1272

6/10
не исследовали

a средний титр антител по группе ± стандартная ошибка среднего;
b средний положительный титр антител по группе ± стандартная ошибка среднего;
c отношение количества положительных проб к общему количеству исследованных проб.

Рис. 1. Результаты выявления антител к МПВ птиц подтипов А и В 
в ротоглоточных смывах цыплят опытных и контрольных групп

Результат реакции считали положительным при величине титра 
антител 1:4 и выше. Значения представлены как средний титр антител 
по группе ± стандартная ошибка среднего; значения над столбцами 
диаграммы показывают отношение количества положительных проб 
к общему количеству исследованных проб в группе. 
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группы, соответственно на 7, 14 и 21 сутки. У цыплят 
контрольных групп специфические антитела к  МПВ 
птиц обоих подтипов не выявляли (таблица). 

При исследовании ротоглоточных смывов у цы-
плят, зараженных вирусом подтипа А, пик выработки 
специ фических антител классов А и М регистрировали 
на 14 сутки, а пик выработки антител класса G — на 
21 сутки после заражения. У цыплят, зараженных виру-
сом подтипа В, пик выработки специфических антител 
регистрировали в более ранние сроки: антитела клас-
сов А и М выявляли уже начиная с 7 суток, антитела 
класса G — с 14 суток после инфицирования (рис. 1).

При исследовании слезной жидкости от цыплят, за-
раженных вирусом подтипа А, специфические антите-
ла классов А и М в наиболее высоких титрах выявляли 
на 14  сутки после инфицирования. У цыплят, зара-
женных вирусом подтипа В, специфические антитела 
класса А выявляли в низких титрах, незначительно от-
личающихся от контрольной группы, антитела клас-
са М в наиболее высоких титрах регистрировали на 
7 сутки после инфицирования. Пик выработки антител 

класса G отмечали одинаково для подтипов А и В на 
21 сутки (рис. 2).

У цыплят контрольных групп специфические анти-
тела к МПВ птиц в ротоглоточных смывах и слёзной 
жидкости не обнаруживали. 

Для оценки параметров клеточного иммунного от-
вета определяли количественное соотношение раз-
личных субпопуляций иммунокомпетентных клеток, 
а также оценивали функциональную активность лим-
фоцитов селезенки.

При экспериментальном заражении вирусом подти-
па А через сутки после инфицирования регистрировали 
увеличенный уровень Т-хелперов (CD4) в крови и увели-
ченный объем цитотоксических клеток в тимусе инфици-
рованных цыплят по сравнению с неинфицированным 
контролем. В бурсе инфицированных цыплят отмечали 
статистически значимое уменьшение относительного 
количества В-лимфоцитов (Bu1a), по сравнению с не-
зараженными цыплятами через 1, 10 и 21 сутки после 
заражения, и увеличение относительного количества 
Т-лимфоцитов с 3 по 10 сутки после заражения (рис. 3).

Рис. 2. Результаты выявления антител к МПВ птиц подтипов А и В 
в слезной жидкости инфицированных и контрольных групп цыплят

Результат реакции считали положительным при величине титра 
антител 1:20 и выше. Значения представлены как средний титр антител 
по группе ± стандартная ошибка среднего; значения над столбцами 
диаграммы показывают отношение количества положительных проб 
к общему количеству исследованных проб в группе. 
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БОЛЕЗНИ ПТИЦ AVIAN DISEASES

Динамика выработки гуморальных антител корре-
лировала со временем прекращения клинических при-
знаков, однако изолят подтипа А вызывал незначитель-
ное увеличение титров специфических антител в крови 
только 20% зараженных птиц, в то время как антитела 
к подтипу В выявляли у 50–70% инфицированных цып-
лят и в более высоких титрах. 

Клеточный иммунный ответ у цыплят, заражённых 
изолятом МПВ птиц подтипа В, характеризовался 
увеличением относительного количества цитоток-
сических Т-лимфоцитов в крови и селезёнке, а также 
увеличением уровня продукции IFN-γ в супернатанте 
активированных Кон А лимфоцитов селезёнки цыплят 
на 20 сутки после инфицирования. При заражении ви-
русом подтипа А отмечали увеличение относительно-
го количества хелперов в крови в первые сутки после 
заражения и снижение продукции IFN-γ на 21 сутки. 
Инфицирование МПВ птиц также вызывало снижение 
общего количества лимфоцитов в бурсе.
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Вирус подтипа В вызывал увеличение относитель-
ного количества цитотоксических лимфоцитов (CD8) 
в крови и селезенке зараженных цыплят по сравнению 
с неинфицированными, в бурсе отмечали снижение 
общего объема лимфоцитов (CD45+) на 12 сутки после 
заражения (рис. 4).

При определении продукции IFN-γ в супернатанте 
активированных Кон А лимфоцитов селезёнки цыплят, 
заражённых вирусом подтипа А, регистрировали уве-
личение продукции IFN-γ на 14 сутки после инфициро-
вания и затем ее снижение на 21 сутки; у цыплят, за-
раженных вирусом подтипа В, увеличение уровня про-
дукции IFN-γ отмечали в более поздние сроки, через 
20 суток после инфицирования (рис. 5).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
При экспериментальном заражении цыплят-брой-

леров изолятами МПВ птиц отмечали незначительные 
проявления клинических признаков, характерных для 
респираторных заболеваний, которые были более вы-
ражены при заражении МПВ подтипа В. 

В обоих экспериментах наблюдали активацию ло-
кального иммунного ответа с 7 суток после заражения, 
клинические признаки регистрировали в период с 5–6 
до 14–15 суток после заражения, а затем наблюдали 
полное выздоровление цыплят-бройлеров.
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Рис. 3. Динамика относительного количества субпопуляций лимфоцитов цыплят 
в различные сроки после заражения изолятом МПВ птиц подтипа А

* показывает процентное содержание субпопуляций лимфоцитов опытной группы, 
которые существенно отличались от таковых контрольной группы, p<0,05;  
Mann-Whitney U-test.
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Рис. 4. Динамика относительного количества субпопуляций лимфоцитов цыплят  
в различные сроки после заражения изолятом МПВ птиц подтипа В

* показывает процентное содержание субпопуляций лимфоцитов опытной группы, 
которые существенно отличались от таковых контрольной группы, p<0,05;  
Mann-Whitney U-test.
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